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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Molekulare Interaktionen von Proteinen

Nahezu alle Proteine werden erst durch Wechselwirkungen mit anderen biologischen
Makromolekiilen wie weiteren Proteinen, DNA und RNA oder anderen kleinen Molekiilen
zu funktionellen Einheiten. Protein-Protein-Wechselwirkungen sind allgegenwiértig und an
allen zelluldren und physiologischen Prozessen mallgeblich beteiligt. Im Zeitalter der
Entschliisselung ganzer Genome hoherer Organismen binnen weniger Monate (Chen ef al.,
2004) besteht die kiinftige Herausforderung der Wissenschaft weniger in der reinen
Informationsbeschaffung iiber den Inhalt bestimmter Genome (Genomik), als vielmehr in
ihrer jeweiligen Umsetzung auf Proteinebene (Proteomik) und der damit verbundenen
Interaktion von Biomolekiilen (Interaktomik). Das menschliche Genom besteht nach
Schétzungen des human genome projects aus 20000 bis 25000 Genen (Nature 431,
931-945 (2004)) und ist weitestgehend unverdndert (statisch) in allen Zellen
gleichermallen vorhanden. Gleichzeitig gehen Schiatzungen davon aus, das diese relativ
geringe Zahl an Genen in eine deutlich groBeren Zahl (bis zu 500000) verschiedener
SpleiBvarianten und kovalenter Modifikationen der Proteine resultieren (Nature 409,
861-921 (2001)). Die Zusammensetzung aller Proteine in einer Zelle zu einem bestimmten
Zeitpunkt wird dabei als Proteom bezeichnet. Im Gegensatz zum statischen Genom ist das
Proteom sehr dynamisch und kann sich von Minute zu Minute als Antwort auf
zehntausende verschiedene intra- und extrazelluldre Signale dndern. Dabei kommt es zu
Wechselwirkungen einzelner Proteine untereinander, die die entsprechenden Signale
transferieren, modulieren, amplifizieren oder Effektoren in bestimmter Art und Weise
agieren lassen.

Auch wenn aufgrund gro8 angelegter Aktivititen binnen weniger Jahre
Strukturinformationen von nahezu allen Proteinfaltungen bekannt sein sollten
(Vitkup et al., 2001), ist doch klar, dass die Anzahl der spezifischen
Protein-Protein-Wechselwirkungen die Zahl moglicher Proteinfaltungen um mehrere
GroBBenordnungen {bertreffen wird (Wodak & Janin, 2003). Oftmals konnen bereits
geringfiigige Anderungen einzelner Aminoséuren eine groBe Rolle fiir die Affinitit und
Spezifitit der molekularen Erkennung spielen (Fernandez-Ballester et al., 2004;
Rauh ef al., 2004), die bisher in den meisten Féllen nur unzureichend verstanden werden.
Dariiber hinaus erkldrt oftmals erst die induzierte Passform, die von Rezeptor und/oder
Ligand bei Bindung eingenommen wird, die beobachteten Unterschiede hinreichend genau

(Engh et al., 1996; Prade et al., 1997; Davis & Teague, 1999; Fritz ef al., 2001). Dabei ist
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die Flexibilitit von Kontaktflicken eine entscheidende Voraussetzung fiir die Variabilitét
molekularer Interaktionen.

Diese macht deutlich, dass fiir ein Verstdndnis der groen Bandbreite der Variabilitét der
Erkennungsprozesse von Proteinen Wissen iiber die Struktur und Flexibilitdt der
jeweiligen Kontaktflaichen und somit Kenntnis der Geometrie und Dynamik der beteiligten
Proteine notig ist. Verschiedenen Moglichkeiten zur Analyse von Protein-Protein-

Interaktionen sind in den folgenden Kapiteln néher beschrieben (Kap. 1.1.1 bis 1.1.5).

1.1.1 NMR-Spektroskopie und Rontgenkristallografie

Eine der besten Moglichkeiten molekulare Interaktionen von Proteinen zu verstehen ist
ihre Analyse in atomarer Auflosung. Hierfiir stehen sowohl die NMR-Spektroskopie als
auch die Rontgenkristallografie zur Verfligung. Beide Methoden haben ihre intrinsischen
Vor- und Nachteile.

Die Rontgenkristallografie ist eine sehr verbreitete Methode zur Analyse von
Proteinstrukturen und Protein-Protein-Komplexen. Voraussetzung fiir ihre Anwendbarkeit
ist die einheitliche Kristallisation der zu untersuchenden Proteine oder Proteinkomplexe,
was hdufig den 'Flaschenhals' der Methode darstellt. Sobald die Kristallisation gegliickt ist
und die anschlieBende Rontgenbeugung Daten mit hinreichend guter Streuung liefert,
konnen auf Basis der erhaltenen Elektronendichten Strukturen berechnet werden, die
Riickschliisse zum Beispiel auf katalytische Mechanismen eines Enzyms oder spezifische
Interaktionen zwischen zwei Proteinen zulassen. In der letzten Zeit konnten so die
Strukturen mehrerer makromolekularer Komplexe aufgeklart werden, wie zum Beispiel
das 20S Proteasom (Whitby et al., 2000), der Komplex des action-related protein 2 und 3
(Arp2 und Arp3; Robinson ef al., 2001), die Struktur des pflanzlichen Photosystems I
(Ben-Shem et al., 2003), die Struktur eines Lichtsammelkomplexes (Liu ef al., 2004) oder
der signal recogition particle (SRP)-Komplex (Egeaet al., 2004). Diese Beispiele
verdeutlichen, dass fiir die Rontgenkristallografie die GroBe der zu untersuchenden
Proteinkomplexe keine Limitierung darstellen.

Die andere Methode, die Strukturinformationen mit atomaren Details liefern kann, ist die
NMR-Spektroskopie. Thr Nachteil gegeniiber der Rontgenkristallografie besteht in der
GroBenlimitierung der routinemidfig zu untersuchenden Systeme (zirka 30-40 kDa;
Homans, 2004), die bisher nur in Einzelfillen tiberwunden werden konnte (Fiaux ef al.,
2002; Tugarinov et al., 2005). Nichtsdestotrotz resultieren methodische

Weiterentwicklungen der NMR-Spektroskopie in immer besseren Informationen {iiber
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Protein-Protein-Komplexe, wie zum Beispiel dem Bcl-xL-Bak Komplex (Sattler et al.,
1997), dem Gro-EL Gro-ES Komplex (Fiaux et al., 2002), dem transienten Komplex des
Photosystem I mit Zytochrom c6 (Diaz-Moreno et al., 2004) oder der E2- und
E3-Komponenten der Pyruvatdehydrogenase-Multienzymkomplexes (Allen et al., 2005).
Eine besondere Stirke der Methode liegt in der Identifizierung von Aminosiduren und
Oberflichenbereichen, die an Bindung von Interaktionspartnern beteiligt sind
(Shuker ef al., 1996; Pellecchia et al., 1999; Frickel et al., 2002; Zuiderweg, 2002;
Fernandes & Wider, 2003) bezichungsweise der Charakterisierung der Dynamik der
Bindungspartner im freien und gebundenen Zustand (Kay ef al., 1989; Ghose et al., 2001;
Ferreon & Hilser, 2003; Dutta et al., 2004). Somit ist die NMR-Spektroskopie in der Lage
sowohl hochaufgeloste Komplexstrukturen, als auch Analysen der Dynamik von
Komplexkomponenten zu liefern und erlauben somit eine umfassende Charakterisierung
der Faktoren, die die Affinitdt molekularer Wechselwirkungen beeinflussen.

Der NMR-Spektroskopie und Rontgenkristallografie gemeinsam ist der oftmals erhebliche
experimentelle Aufwand, Proben in geeigneter Menge und Reinheit zu erhalten,
beziehungsweise, dass Proben den biophysikalischen und experimentellen Anforderungen
der Methoden (zum Beispiel Kristallisierbarkeit oder ausreichende Loslichkeit) nicht
geniigen.

Obwohl die NMR-Spektroskopie und die Rontgenkristallografie das 'erste Mittel der Wahl'
zur detaillierten Analyse von molekularen Interaktionen darstellen, ist aus den
methodischen  Anforderungen ersichtlich, dass nur ein kleiner Teil der

Protein-Protein-Interaktionen in einer Zelle auf diese Weise untersucht werden kann.

1.1.2 Elektronenmikroskopie und Elektronentomografie
Eine weitere Moglichkeit zur Analyse von molekularen Interaktionen stellen die vielen
verschiedenen Varianten der Elektronenmikroskopie (EM) dar, wie zum Beispiel die
Einzelmolekiil-cryo-EM (Frank, 2002), die Elekronentomografie (Baumeister et al., 1999)
oder die Elektronenkristallografie (Nogales ef al., 1998).
Fiir Molekiile mit einer Molekularmasse groBer als 200 bis 500 kDa kann die
Einzelmolekiil-cryo-EM die Elektronendichte bis zu eine Auflésung von 8 A bestimmen
(Zhang et al., 2003). Dazu werden aus verschiedenen Blickwinkeln eine Vielzahl
zweidimensionalen Projektionen des zu analysierenden Molekiils aufgenommen, aus der
sich die gesamte dreidimensionale Struktur rekonstruieren ldsst. Dafiir sind im Gegensatz

zur NMR-Spektroskopie oder Rontgenkristallografie nur geringe Proteinmengen
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erforderlich. Auch werden keine so hohen Anforderungen an die Loslichkeit oder
Kristallisationsfahigkeit gestellt. Daher ist die Einzelmolekiil-cryo-EM ein gutes
Werkzeug zur Analyse der Struktur und Dynamik groBer makromolekularer Komplexe
(Gao et al., 2003). Eine Darstellung von atomaren Details, wie sie die beiden vorher
besprochenen Methoden liefern, ist durch die Einzelmolekiil-cryo-EM hingegen
gegenwirtig nicht zu erzielen. Nichtsdestotrotz kénnen auf diese Weise Informationen
tiber die Struktur und den Aufbau sehr grofer molekularer Komplexe erhalten werden.
Eine der aufregendsten Entwicklungen im Bereich der Strukturbiologie der letzten Zeit ist
die Methode der Elektronentomografie (Baumeister, 2002). Dazu werden von einem
Objekt mehrere Ansichten aus definierten Winkeln aufgenommen, um daraus ein
Gesamtbild zu rekonstruieren. Obwohl die Elektronentomografie auch zur Analyse von
isolierten Makromolekiilen oder Komplexen in der Lage ist, liegt ihre wahre Stérke in der
ganzheitlichen Darstellung des unbeeinflussten Inneren einer Zelle mit einer Auflosung
von bis zu 4-5 nm (Baumeister, 2002; Grunewald et al., 2003).

Obwohl auf allen Gebieten der Elektronenmikroskopie groe Fortschritte zu verzeichnen
sind und diese Methoden wichtige Aussagen zum Beispiel iiber die Zusammensetzung
grofler Komplexe liefern kénnen, sind bisher keine Detailaussagen iiber die Mechanismen

von molekularer Erkennung durch diese Methoden moglich.

1.1.3 Protein-Protein-Docken

Wenn die atomaren Strukturen von zwei Proteinen bekannt sind und durch andere
experimentellen Methoden gezeigt werden konnte, dass sie miteinander wechselwirken,
stehen eine Reihe von computergestiitzten Methoden zur Verfiigung, die versuchen die
Komplexstruktur vorherzusagen (Gray et al., 2003).

Die meisten dieser Methoden versuchen ein atomares Modell des Komplexes zu erstellen,
indem sie die Komplementaritidt der wechselwirkenden Oberflichen sowohl in Form als
auch 1m elektrostatischen Potential maximieren (Smith & Sternberg, 2002;
Schneidman-Duhovny e al., 2003). Dieses als 'Docken' bezeichnete Vorgehen erfolgt
tiblicherweise in zwei Schritten. Im ersten Schritt versuchen die Programme ein Ensemble
moglicher relativer rdumlicher Anordnungen der Bindungspartner zueinander zu
generieren. In diesem Stadium sind die Algorithmen aber kaum in der Lage, zwischen
physiologisch relevanten und nicht-physiologischen Losungen zu unterscheiden. Im
zweiten Schritt werden den Kontakte der einzelnen Komplexgeomitrien nach

verschiedenen Kriterien bewertet (scoring), wobei idealerweise die Orientierung mit dem
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hochsten Wert dem nativen Komplex nahe kommt (Palma ef al., 2000; Camacho et al.,
2000; Russell et al., 2004).

Schon frith wurden Algorithmen entwickelt, die ein schnelleres Absuchen des
Konformationsraums eines Dockansatzes erlaubten, um deutlich grofere Datensétze
handhaben zu kénnen (Katchalski-Katzir ef al., 1992). Trotz dieser Fortschritte beziiglich
des ersten Schritts des Verfahrens sind die gegenwirtig  verfligbaren
Bewertungsfunktionen nicht fiir alle Fragestellungen in der Lage, zufriedenstellend
zwischen  physiologischen und  nicht-physiologischen = Komplexstrukturen zu
diskriminieren. Wéihrend die Vorhersage der richtigen Geometrie von bekannten
Interaktionen zumindest teilweise moglich ist, ist die ab initio Verhersage der Bindungen
von Proteinen problematisch (Mendez et al., 2003; Vajda & Camacho, 2004). Aus diesem
Grund wird das Docken von Proteinen zurzeit hauptsidchlich in Kombination mit anderen
experimentellen Methoden verwendet, wie zum Beispiel ortsgerichteter Mutagenese
(Morillas et al., 2002), Wasserstoff-Deuterium-Austausch  (Anand et al., 2003),
NMR-Spektroskopie (Dobrodumov & Gronenborn, 2003; Dominguez et al., 2003) oder

Oberflachenplasmonresonanz (Romijn et al., 2003).

1.1.4 Homologiemodellierung

Protein-Protein-Interaktionen konnen auch aufgrund von Homologie zu bekannten
Komplexstrukturen modelliert werden (Marti-Renom et al., 2000; Aloy & Russell, 2002;
Aloy et al., 2004; Pieperet al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass die
Wechselwirkungen zwischen Proteinen desselben Faltungstyps dhnlich sind, wenn ihre
Sequenzen zu mehr als 30 % identisch sind — oberhalb dieses Schwellenwerts stellt die
Homologiemodellierung von Proteinkomplexen eine deutlich zuverldssigere Methode als
das Docken von Proteinen dar (Aloy et al., 2003).

Ausgehend von einer Komplexstruktur als Vorlage konnen oft Interaktionen zwischen
einem Protein und mehreren moglichen Partnern in einem Organismus modelliert werden.
Interessant sind daher die Wahrscheinlichkeiten, mit der diese Interaktionen in vivo
tatsdchlich beobachtet werden (Kortemme ez al., 2004).

Interaktionsflichen sind zwischen homologen Proteinen héufig stirker konserviert als die
restlichen Proteinbereiche (Sanchez & Sali, 1998)), sodass sie eine Moglichkeit darstellen,
Aussagen tiber die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung eines Komplexes zu treffen. Dieses
gelingt einerseits durch die Auswertung statistischer Paarpotenziale (potentials of mean

force), die auf Basis bekannter Komplexstrukturen homologe Proteinpaare beurteilen
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(Aloy et al., 2002; Aloy et al., 2003; Pieper et al., 2004), oder andererseits durch Analyse
der Kontakte durch die Uberlagerung der Aminosiuresequenz des Zielproteins auf eine
bekannte 3D-Struktur (threading) (Lu ef al., 2002; Lu ef al., 2003).

In Bezug auf Proteinkontaktfldchen sind statistische Potentiale bereits zur Vorhersage von
Spezifitit (Aloy et al., 2002) wund Bindungsenergie (Jiangef al., 2002) der

Komplexbildung verwendet worden.

1.1.5 Simulationen der Proteindynamik

Obwohl molekiildynamische Simulationen in absehbarer Zeit keine entscheidene Rolle bei
der Identifizierung von neuen Protein-Protein-Interaktionen oder der Vorhersage ihrer
Affinitdit im Hochdurchsatz spielen werden, konnen sie doch helfen die Dynamik von
Protein-Protein-Interaktionen besser zu verstehen (Keskin ef al., 2002a; Keskin ef al.,
2002b; Ming et al., 2002; Tama et al., 2002; Chacon et al., 2003; Kong et al., 2003;
Kandasamy & Larson, 2004; Dedmon et al., 2005).

Mittlerweile ist die Beschreibung immer groBerer, thermisch dquilibrierter Systeme mit
einer Vielzahl an Losungsmittelmolekiilen und Gegenionen durch Molekiildynamik- oder
Monte Carlo-Simulationen standardmiBig etabliert und wurde zum Beispiel an Aquaporin
(Tajkhorshid ef al., 2002), der B-Untereinheit der F1-ATPase (Bockmann & Grubmiiller,
2003) oder dem Ras-Raf-Komplex (Gohlke et al., 2004) angewendet. Ziel dabei ist es, die
physikalischen Gegebenheiten moglichst realitdtsnah nachzustellen. Problematisch ist
lediglich der zum Teil sehr hohe Bedarf an Rechenzeit aufrund der immer ldngeren
Simulationsdauern oder der Simulation multipler Trajektorien. Aus diesem Grund wird
einerseits durch die Entwicklung sogenannter impliziter Losungsmittelmodelle (continuum
solvent models) zusammen mit empirischen Korrekturfaktoren fiir hydrophobe
Interaktionen basierend auf verborgenen Oberflichenarealen (Zouef al, 1999;
Bashford & Case, 2000; Tsui & Case, 2000) versucht, die zu simulierenden System klein
und damit dem Bedarf an Rechenzeit niedrig zu halten. Andererseits wird versucht, durch
Simulation bei hohen Temperaturen die kinetische Energie des Systems zu erhéhen, um
somit den zur Verfligung stehenden Konformationsraum schneller abzusuchen
(Daggett & Levitt, 1992 und 1993; Alonso & Daggett, 1995 und 1998; Tsai et al., 1999;
Grantcharova & Baker, 1997; Grantcharova et al., 2000; Gsponer & Caflisch, 2001).
Durch vergleichende Studien konnte dabei gezeigt werden, dass eine Erhohung der
Temperatur auf bis zu 498 K lediglich die Geschwindigkeit, nicht aber die
Gesamtcharakteristik der beobachteten Prozesse beeinflusst (Day et al., 2002). Somit stellt
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die molekiildynamische Hochtemperatursimulation eine weit verbreitete Methode zur
Proteincharakterisierung bei moglichst geringem Rechenzeitbedarf dar (Day et al., 2002,
Day & Daggett, 2003).

Weiterhin stellen Molekiildynamiksimulationen eine Methode zur Abschédtzung von
relativen Bindungsenergien und Affinitdten dar. Dabei werden zum Beispiel durch
thermodynamische Integration (thermodynamic integration; TI), Freie-Energie-Storung
(free energy perturbation; FEP) oder lineare Integrationsenergien (linear interaction
energy; LIE) die energetischen Beitrige einer Komplexbildung ermittelt (Aqvist, 1996;
Wang et al., 1999; Kuhn & Kollman, 2000). Im Vergleich zu diesen 'klassischen'
Verfahren zeichnet sich die semiempirische Methode MM/PBSA (molecular mechanics
Poisson- Boltzmann surface area) durch einen geringeren Rechenzeitbedarf aus und ist
dennoch in der Lage, fiir viele Systeme Bindungsenergien zu liefern, die in guter
Ubereinstimmung mit dem Experiment stehen (Kollman er al, 2000). Neben der
Untersuchung von Enzym-Inhibitor-Komplexen (Wang & Kollmann, 2001; Wang et al.,
2001a) wurde die MM/PBSA-Methode in den letzten Jahren auch fiir die Untersuchung
von Protein-Protein-Komplexen angewendet, wie zum Beispiel SH3-Doménen-Peptid-
Komplexen (Wang ef al., 20015) und Hormon-Rezeptor-Komplexen (Huo et al., 2002).
Diese Methoden bediirfen aber alle noch einer mehr oder weniger aufwendigen Anpassung
an das zu untersuchende System. Daher wird die Berechnung der freien Energien bei
Ligandenbindung bisher nur fiir ausgewdihlte Systeme und nicht im Hochdurchsatz
durchgefiihrt (Russell ez al., 2004).

Somit stellt die Simulation von molekiildynamischen Prozessen momentan eher eine
Ergénzung zu den Methoden der Bestimmung hochaufgeldster Strukturen dar (Kap. 1.1.1),
die Erkldarungsansitze fiir biophysikalischen Befunde liefert, die aus den statischen

Strukuren allein nicht erschopfend erklidrt werden konnen.
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1.2 Modulare Protein-Doméinen
Modulare Protein-Doménen wie zum Beispiel SH2-, PDZ-, WW-, PTB-, SH3- oder
PH-Dominen sind kleine nicht-katalytische Proteinmodule bestehend aus 40 bis 200
Aminosduren, die sich klar von anderen Teilen der Proteine abgrenzen und unabhingig
von diesen in ihre native Struktur falten (Pawson, 1995; Bork ef al., 1996; Das & Smith,
2000).
Daher bieten modulare Protein-Domidnen die Moglichkeit einer Minimierung bei der
biochemischen und biophysikalischen Charakterisierung (divide and conquer approach)
(Cesareni et al., 2004). Dies bedeutet, dass die Dominen einzeln kloniert, exprimiert und
gereinigt werden konnen, ohne dass ihre biophysikalischen Eigenschaften verloren gehen.
Der Grund fiir diese Eigenschaft liegt in den relativ kleinen Interaktionsbereichen auf der
Oberfldache der Proteinmodule, die sich im Gegensatz zu vielen Enzymen, deren aktive
Zentren oft tiber zwei oder mehr Module verteilt sind, vollstindig auf einer Domine
befinden (Cesareni et al., 2004).
Die Interaktionsflachen werden als komplementére 'Epitope’ bezeichnet, die sich sowohl
auf der Seite der Protein-Doméne, als auch auf der Seite des Zielliganden befinden und
dort meist nur wenige Aminosduren umfassen (Aasland ef al., 2002). Mit zum Teil nur
1000 A> sind diese Kontaktflichen im Vergleich zu anderen Protein-
Protein-Interaktionsflichen sehr klein (Lo Conte ef al., 1999; Wodak & Janin, 2003). Die
kleinen Kontaktflichen stellen aber eine gute Erkldrung fiir die meist geringe Affinitit
(typischerweise Kp zwischen 1 und 500 uM) dar (Aasland ef al., 2002). Die hieraus
resultierenden, wenig stabilen 1-zu-1-Komplexe ermoglichen schnelle Dissoziationen, die
eine evolutiondre Anpassung der modularen Protein-Doménen an ihre Aufgaben in
dynamischen Signalsystemen darstellen. Bei der Ausbildung von transienten Komplexen
ist die Dissoziation (Abschaltung eines Signals) ebenso wichtig wie die Assoziation
(Anschaltung eines Signals).
Die Hauptaufgabe von modularen Protein-Doménen in dynamischen Signalkaskaden stellt
die Kolokalisation von Interaktionspartnern dar, die iiber die Verwendung von mehreren
Modulen zu spezifischen Signalwegen, aber auch zur Moglichkeit der Kommunikation
zwischen verschiedenen Signalwegen (cross-talk) sowie zu Redundanz fiihren
(Janssen & Zhang, 2003). Da die Interaktionsflichen der modularen Protein-Doménen mit
ithrer geringen Grofe oft nur wenig Moglichkeiten fiir die Ausbildung von Spezifititen
bieten, kommt es oft zur Kontaktierung von zusédtzlichen, nichtkanonischen

Bindungsregionen innerhalb des Moduls und/oder zum Clustern von mehreren gleichen
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oder verschiedenen Modulen (Baller al., 2002; Gale et al., 2002; Liet al., 2003;
Coulthard ez al., 2003; Bauer et al., 2004).

Eine groBe Gruppe von modularen Protein-Dominen (SH3, WW, EVHI) bindet
prolinreiche Sequenzen (Pawson & Nash, 2003), von denen die SH3-Doménen im

folgenden Kapitel ndher beschrieben werden.

1.2.1 SH3-Domiinen
Eine der an héufigsten in eukaryontischen Genomen identifizierte modulare
Protein-Domine ist die Src-homologe 3 (SH3)-Domine. Ein Uberblick iiber eine
nicht-redundante DNA- und Protein-Sequenzdatenbank mithilfe des SMART
Doménenanalyse-Werkzeugs (Schultz ef al., 2000; Letunic et al., 2004) liefert 4112
verschiedene SH3-Dominen aus 3 160 unterschiedlichen Proteinen (Stand August 2004).
Davon entfallen 900 (688) autf Homo sapiens, 733 (544) auf Mus musculus, 274 (192) auf
Drosophila melanogaster, 120 (97) auf Caenorhabditis elegans und 30 (25) auf
Saccharomyces cerevisae — angegeben sind jeweils die Anzahlen identifizierter
SH3-Doménen pro Spezies sowie in Klammern die Anzahl der Proteine mit
SH3-Doménen. Diese Zahlen verdeutlichen, dass SH3-Doménen haufig in mehr als einer
Kopie pro Protein vorkommen. Weiterhin ergibt die SMART-Analyse, dass in vielen
Proteinen die nicht-katalytischen SH3-Doménen von anderen ebenfalls nicht-katalytischen
Proteinmodulen, wie zum Beispiel Src-homologe 2 (SH2) oder Pleckstrin-Homologie
(PH) Doménen flankiert werden. Diese Proteine werden als sogenannte 'Adapterproteine’
bezeichnet und fungieren als molekulare Verbindungen bei der Aktivierung verschiedener
Signalwege (Janssen & Zhang, 2003). SH3-Doménen werden aber auch in Gesellschaft
von katalytischen Domidnen gefunden. Dies sind oft Doménen mit einer
Guanidin-Austausch- oder GTPase-aktivierenden-Funktion aber auch Domé&nen mit
Kinaseaktivitidten. Nahezu alle SH3-Dominen findet man in intrazelluldren Proteinen der

Signaltransduktion und Regulation (Mayer & Saksela, 2004).
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Abb 1.1 Exemplarische Darstellung der Strukturelemente und Sequenzvergleich
verschiedener SH3-Domiinen. (A) Schleifendarstellung der reguldren Sekundér-
strukturelemente einer SH3-Doméne am Beispiel der FynSH3 (Noble ef al., 1993).
Die an der Ligandenbindung beteiligten konservierten Seitenketten sind in orange als
Stdbchen dargestellt sowie die Sequenzabschnitte zwischen der B-Faltblattstingen
beschriftet. Die Abbildung wurde mit Molmol erstellt (Koradief al., 1996). (B)
Sequenzvergleich der SH3-Doménen aus den Kinasen der Src-Familie (Kap. 1.3). Die
Positionen der Faltblattstrange sind unten schematisch dargestellt. Oben ist sowohl die
in dieser Arbeit verwendete Nummerierung der LynSH3 (schwarz) als auch der
LckSH3 (grau) wiedergegeben. Orange hinterlegt sind die Positionen der
Aminosduren, die an der Ligandenbindung beteiligt sind (vergleiche A). Die
Positionen der Aminosduren des hydrophoben Kerns der SH3-Dominen sind blau
hinterlegt.
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SH3-Doménen sind in der Regel aus zirka 60 Aminosduren aufgebaut und stellen somit
einen eher kleinen Vertreter der modularen Protein-Doménen dar. Aus einer Vielzahl von
Losungs- und Rontgenkristallografiestrukturen ist ein hoher Grad an struktureller
Konserviertheit abzulesen (Musacchio et al., 1992; Yu et al., 1992; Koyama et al., 1993;
Noble et al., 1993; Schweimer et al., 2002).

Fiinf B-Faltblattstrange bilden zwei antiparallele B-Faltblitter aus, die nahezu senkrecht
aufeinander stehen (Abb. 1.1). Der B-Faltblattstrang 2 ist dabei sowohl Teil des ersten
(B512) als auch des zweiten Faltblatts (B234). Zusammen bilden sie eine kompakte
-Fassstruktur, die durch einen stark konservierten hydrophoben Kern stabilisiert wird. Die
ersten vier [-Faltblattstringen sich durch Schleifenbereiche verbunden, die aus
historischen Griinden RT- (zwischen B1 und 32), n-Src- (zwischen 2 und 33) und distale

Schleife (zwischen B3 und p4) genannt werden. Der vierte und fiinfte p-Faltblattstrang
wird durch eine 3,o-Helix verbunden.

Die Hauptaufgabe von SH3-Domidnen besteht in der Bindung von prolinreichen
Sequenzen. Ermoglicht wird dies durch eine hydrophobe Furche auf der
Molekiiloberflache, die meist von acht hoch konservierten Aminosduren gebildet wird
(Abb. 1.1). Diese Furche ist an die Bindung von linkshidndigen Polyprolin-II (PPII) Helix
Konformationen angepasst (Abb 1.2). Proline nehmen in SH3-bindenden Liganden eine
Schliisselrolle ein. Einerseits ist nur die Aminosdure Prolin durch ihre einzigartige
N-Substitution in der Lage, Wechselwirkungen mit der SH3-Domine auszubilden, zu
denen die anderen 19 natiirlich vorkommenden Aminoséduren aufgrund des zusétzlichen
Platzbedarfs ihrer Amidprotonen nicht befihigt sind (Lim et al., 1994; Nguyen et al.,
1998). Andererseits begilinstigen Proline die Ausbildung der PPII-Helix Konformation
bereits von der Bindung und reduzieren somit die entropischen Verluste bei der Bindung
(Musacchio, 2003).

Selektionsversuche mit Peptidbibliotheken mitte der 90'er Jahre ergaben iibereinstimmend,
dass fast immer ein PxxP-Motiv das Kernstiick fiir die Interaktion mit verschiedenen
SH3-Doménen darstellt — wobei 'x' jede beliebige Aminoséure reprasentieren kann, haufig
aber eine hydrophobe Aminosdure verkorpert (Yuet al., 1994; Sparks et al., 1994;
Rickles et al., 1994; Feng et al., 1995). Weiterhin wurde eine basische Aminosdure als
flankierender Rest des PxxP-Motivs identifiziert. Uberraschenderweise konnte diese
basische Aminosdure sowohl NH,- ([+]xxPxxP), als auch COOH-terminal (PxxPx[+]) des
PxxP-Motivs in verschiedenen Peptiden lokalisiert werden (Fenget al., 1994).

Strukturanalysen von SH3-Doménen mit Peptiden beider Varianten zeigten, dass
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SH3-Doménen beide Klassen von Liganden tiber den gleichen Oberfldchenbereich binden,
jedoch in umgekehrter Ligandenorientierung (Feng et al., 1995). Je nach Orientierung

werden seither die Liganden als Klasse I- beziechungsweise Klasse II-Liganden bezeichnet
(Abb. 1.2).

Klasse I

[+]xxPxxP

Klasse 11
xPxxPx|[+]

N IR

Abb 1.2 Schematische Darstellung der Strukturen einer PPII-Helix in Klasse I- und
Klasse II-Orientierung. Die Reste der Liganden sind geméf der Nomenklatur von
Lim et al. (1994) bezeichnet. Fiinf Reste stellen den Kontakt zur SH3-Doméne (graue
Flache) her: jeweils zwei Reste (blaue Kugeln) binden in die beiden xP-Dipeptid-
Taschen / und 2 und ein basischer Rest (rote Kugel) in die Spezifititstasche.
Abhdngig von der Orientierung besetzen die Proline des PxxP-Konsensus die
Positionen Py und P; (Klasse I) oder P.; und P, (Klasse II). Die Positionen P_; fiir
Klasse I und P, fiir Klasse II werden tiblicherweise durch hydrophobe Aminosduren
besetzt (Musacchio, 2003). In beiden Orientierungen zeigen die Aminosduren an der
Position P und P; von der SH3-Domine weg und bilden keine direkten Kontakte aus
(graue Kugeln).

Analysen der Komplexstrukturen zeigten bereits friih, dass die Bindung auf der Seite der
SH3-Doménen nicht von einer durchgehenden Bindungsfliche erfolgt, sondern dass

vielmehr eine Unterteilung in drei Taschen vorliegt (Musacchio, 2003). Die Taschen / und
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2 sind hydrophob und nehmen jeweils ein xP-Dipeptid auf, die dritte Tasche, meist mit
einem hoch konservierten Aspartat, bildet eine Salzbriicke mit der basischen Aminosiure
des Liganden aus. Dadurch wird die Orientierung des Liganden relativ zur SH3-Doméne
bestimmt, weshalb dieser Tasche auch als 'Spezifititstasche' bezeichnet wird.

Gleichzeitig warfen die Analysen der Komplexstrukturen die Frage auf, wie
SH3-Doménen einzelnen Liganden spezifisch erkennen und von anderen unterscheiden
konnen. Das zentrale Bindungsmotiv (die PPII-Helix) besteht aus sieben Aminosduren,
von denen aber nur fiinf Kontakte zur Oberfldche der SH3-Doméne haben. Von diesen fiinf
Aminoséuren sind zwei invariante Proline und eine die konservierte basische Aminosédure
(meist Arginin). Dies verdeutlicht, dass innerhalb des zentralen Bindungsmotivs der
PPII-Helix kaum Moglichkeiten fiir die Spezifititsdeterminierung bestehen. Aus diesem
Grund werden auf der Suche nach den molekularen Faktoren fiir Affinitdt und Spezifitit
verstart die flankierenden Bereiche der Prolinhelix untersucht. In zahlreichen
Untersuchungen wurden SH3-Doménen identifiziert, die mit ihren variablen
Schleifenbereichen bestimmte Sequenzabschnitte des Liganden NH,- oder COOH-terminal
des zentralen Bindungsmotivs erkennen und somit Spezifitdt erzeugen (Feng et al., 1995;
Lee et al., 1996; Zhao et al., 2000; Ghose et al., 2001; Kami et al., 2002).

Ihre weite Verbreitung und grofle Bedeutung fiir die Funktionen der Zelle sowie ihre sehr
gute experimentelle Zuginglichkeit haben dazu gefiihrt, dass viele experimentelle und
theoretische Methoden zur  Untersuchung von Protein-Doménen  und
Protein-Protein-Interaktionen an SH3-Doménen getestet und etabliert wurden (Tsai ef al.,

1999; Horita et al., 2000; Mok et al., 2001; Korzhnev et al., 2004).
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1.3 Nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen der Src-Familie

Ein Netzwerk verschiedener Kinasen, Phosphatasen und regulatorischer Faktoren fiihrt
durch vielseitige molekulare Interaktionen einen Grofteil der Signaltransduktionsprozesse
in eukaryontischen Zellen aus. Dabei ist die Tyrosinphosphorylierung nur im Unterreich
der Metazoa zu finden und unterscheidet sich somit grundlegend von -einzelligen
Organismen (Shenk & Steele, 1993). Aufgrund der groBBen Zahl an Tyrosinkinasen ist die
Regulation ihrer molekularen Aktivitét ein zentraler Aspekt der Signaltransduktion.

Im Allgemeinen lassen sich zwei Arten von Tyrosinkinasen unterscheiden. Zum einen sind
dies die membranstdndigen Rezeptortyrosinkinasen, die auf ihrer zytoplasmatischen Seite
eine katalytische Aktivitdt zur Phosphorylierung von Tyrosinresten besitzen und auf der
extrazelluldren Seite zur Bindung von Signalmolekiilen befdhigt sind. In Folge der
Bindung eines Signalmolekiils an den extrazelluldren Bereich erfolgt die Weiterleitung des
Signals durch strukturelle Anderungen des Proteins bis zur Kinasedomine, die daraufhin
spezifische Tyrosinreste in ihren Substratmolekiilen phosphoryliert (Hubbard, 2002). Die
zweite Art von Tyrosinkinasen kommt ausschlieBlich zytoplasmatisch vor und besitzt
keine eigene Rezeptorfunktionalitidt. Aus diesem Grund werden diese Kinasen auch als
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen bezeichnet. Extrazelluldre Signale werden hier durch die
Assoziation mit Rezeptorkomplexen wie dem T-Zell- oder B-Zell-Rezeptor in das
Zellinnere weitergeleitet (Singer et al., 2002).

Die Src-Familie stellt eine der bekanntesten Familien der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen
dar. Sie besteht aus neun Mitgliedern: Src, Yes, Fgr, Yrk, Fyn, Lyn, Hck, Lck und Blk
(Courtneidge, 1994). Alle neun Mitglieder zeigen eine identische Doménenstruktur
(Abb. 1.3). Die NH-terminale Unique-Doméne weist eine Myristylierungs- oder
Palmitoylierungsstelle auf (Resh, 1994). Sie wird von einem regulatorischen Doménenpaar
aus SH3- und SH2-Doméne gefolgt. Daran schliefit sich die zweilappige Kinasedoméne
an, deren aktives Zentrum in der inaktiven Form zwischen den beiden Lappen verborgen
ist, weshalb diese Konformation auch als geschlossene Form bezeichnet wird
(Williams et al., 1998). AbschlieBend besitzen alle Mitglieder der Src-Familie einen
regulatorischen COOH-Terminus mit einem hochkonservierten Tyrosinrest (Y527 in Src),
der in phosphorylierter Form an die SH2-Doméne bindet und so die Kinaseaktivitét
reduziert (Brown & Cooper, 1996). In dieser inaktiven Form bindet zusitzlich die
SH3-Doméne an die prolinreiche Verbindungsregion zwischen SH2- und Kinase-Doméne

(Williams et al., 1998) (Abb. 1.4).
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Abb. 1.3 Schematische Struktur und phylogenetische Verwandtschaft der Kinasen der
Src-Familie. (A) Alle Mitglieder der Familie der Src-Kinasen weisen den selben
Doménenaufbau auf. Die NH,-terminale Unique-Doméne besitzt einen Membrananker
(meist Myristylanker). Gefolgt wir sie von den beiden regulatorischen Doméanen SH3
(gelb) und SH2 (griin), die tiber eine Verbindung (rot) mit der katalytischen Doméne
(blau) verbunden sind. Die katalytische Doméne besteht aus zwei Lappen, die durch
eine Aktivierungsschleife (orange) verbunden sind. Kinase-Doméne schlief8t sich der
regulatorische COOH-Terminus (violett) an. Alle Mitglieder der Src-Familie weisen
zwei hochkonservierte Tyrosine auf, die phosphoryliert werden konnen (Y416 und
Y527 in Src). (B) Schematische Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaft der
Mitglieder der Src-Familie. Aufgrund der Verwandtschaft 146t sich die Familie in zwei
Gruppen unterteilen. Gruppe A (blau): Src, Yes, Fgr, Yrk und Fyn und Gruppe B
(rot): Lyn, Hck, Lck und Blk (Williams et al., 1998).

Die Familie der Src-Kinasen lisst sich aufgrund sequenzieller Ahnlichkeiten in die
Gruppe A und B unterteilen (Abb. 1.3 B). Diese beiden Gruppen unterscheiden sich
hauptsdchlich in drei Sequenzbereichen — der RT-Schleife der SH3-Doméne, der
Verbindungsregion zwischen SH2-Doméne und Kinase-Doméine und der Schleife
zwischen der a-Helix C und dem [B-Faltblattstrang 4 der Kinase-Doméne (Williams et al.,
1998). Die Unterschiede beziiglich der SH3-Doméne sind in Abb. 1.1 B zu erkennen.
Wiéhrend alle Mitglieder der Gruppe A das RT-Dipeptid aufweisen, nach dem der
entsprechende Schleifenbereich benannt wurde, weisen die Mitglieder der Gruppe B an
dieser Stelle IH- (Lyn und Hck), SH- (Lck) oder MN-Dipeptid (Blk) auf. Weiterhin
unterscheiden sich die Mitglieder von Gruppe B durch eine Verkiirzung der n-Src-Schleife

um eine Aminosédure gegeniiber Gruppe A (Abb. 1.1).
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung der inaktiven (geschlossenen) und aktiven (offenen)
Konformation einer Src-Kinase. Die inaktive Konformation wird durch
intramolekulare Wechselwirkungen stabilisiert. Einerseits bindet Y527 des
regulatorischen COOH-Terminus (in Src) in phosphorylierter Form an die
SH2-Doméne (griin), andererseits bindet die prolinreiche Verbindungsregion zwischen
SH2- und Kinase-Domine an die SH3-Doméne (gelb). In dieser Konformation sind
die katalytischen Reste K295 und E310 (in Src) der Kinase-Doméne (blau) verborgen.
Verlust der intramolekularen Kontakte sowie Phosphorylierung von Y416 (in Src) in
der Aktivierungsschleife filhren zu einem Offnen der Konformation in der
Substratmolekiile phosphoryliert werden kénnen (nach Young et al., 2001).

Einsichten in den Regulationsmechanismus der Kinasen der Src-Familie wurden aus den
Rontgenkristallstrukturen der c-Src (Xu et al., 1997; Williams et al., 1997) und Hck
(Sicheri et al., 1997) gewonnen. Neben dem regulatorischen COOH-Terminus, fungieren
auch die SH3- und SH2-Doméne zumindest teilweise als negative Regulatoren der
Kinaseaktivitdt. Durch die Ausbildung ihrer intramolekularen Kontakte stabilisieren sie die
inaktive (geschlossene) Konformation der Kinasedomédne (Abb. 1.4). Ein Aufbrechen der
intramolekularen Kontakte entweder durch die Dephosphorylierung des Tyrosinrests am
regulatorischen COOH-Terminus (Mustelin & Altman, 1990) oder durch die Bindung von
Liganden an die SH2- und/oder SH3-Domine (Moarefiet al., 1997; Schindler et al.,
1999) fiihrt zur Autophosphorylierung eines hochkonservierten Tyrosins in der
Aktivierungsschleife zwischen den beiden Lappen der Kinasedomine und somit zu einer
Aktivierung der katalytischen Doméne (Watts e al., 1994; Yamaguchi & Hendrickson,
1996; Johnson & O'Reilly, 1996). Diese aktive Konformation der Kinasedomine wird

analog zur geschlossenen Form als offene Form bezeichnet (Abb. 1.4). Obwohl sich die
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Wechselwirkungen mit den regulatorischen Doménen weit vom aktiven Zentrum der
Kinasedomine entfernt ereignen, kommt ihnen eine grofle Bedeutung bei der Regulation
und vor allem bei der Feinabstimmung der Kinaseaktivitit zu, da die 'Klammer' bestehend
aus den regulatorischen Doménen gelost wird, die die Kinasedoméne vorher in ihrer

inaktiven Form gehalten hat (Hartley et al., 2000; Cannons & Schwartzberg, 2004).
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1.4 Tip — ein herpesvirales Protein

Eine Infektion mit Herpesvirus saimiri (HVS), einem Rhadinovirus, fiihrt in
Neuweltprimaten zu akuten peripheren T-Zell-Lymphomen und lymphozytischer
Leukdmie — in seinem natiirlichen Wirt, dem Totenkopfiffchen (Saimiri sciureus), ist das
Virus hingegen apathogen (Fickenscher & Fleckenstein, 2001). Viren der Untergruppe C
von HVS transformieren effizient menschliche Lymphozyten zu kontinuierlich
proliferierenden T-Zell-Linien (Biesinger et al., 1992; Medveczky et al., 1993).

Fiir die Transformation sind zwei Proteine des Virusgenoms verantwortlich: STP-C
(saimiri transformation-associated protein, subgroup C) und Tip (tyrosine-kinase
interacting protein) (Junget al., 1991; Biesinger et al., 1995). Wéhrend fiir den
transformierten Phédnotyp der kontinuierlich proliferierenden T-Lymphozyten beide
Proteine erforderlich sind (Duboise ef al., 1998) konnte eine Entwicklung von
T-Zell-Lymphomen in transgenen Maiuse gezeigt werden, die nur Tip exprimieren

(Wehner et al., 2001).
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Tip C484 DTSS----SSSSDHVPAPIEVNVIIQNSSRTEDELONSTKFAVANEGKE IE-LTGFQGKL
Tip C484-77 @ —-— o e e EEKV
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Tip C488 SSCSEETTAPSSSYSSKQASVFIEENGDNETSTYRPONVLTNLNSLY TTFEDARAQGKGM
Tip C484 SSCSEETTATSSSYSSKQASVCIEENGDNETSTYRPONVLTNLNSLY TTFEDARAQGKGM
Tip C484-77 SLCSEETTDTSSSSSSEQTPAPIEVNVNIQTSTYLPONAATNLNSLY TSFEDARAQGKGL
Tip C139 PSCSEETTDTSSSSSSEQVPAPIEVNVNIETSTYMPONVLTDLNCLY TSFEDARAQGKGL
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Tip C488 VRHKSEDLQ---SFLEKYPPDFRKPKRDLSATWDPGMPTPPLPPRPANLGERQASTVRLH
Tip C484 VRYKSEDLQ---SFLEKYPPDYRKPKRDLSATWDPGMPTPALPPRPANLGERQASTVRLH
Tip C484-77 VRHNSDDLK---SFLEKYPPDYRKPKRDLSE SWDPGMPKPTLPPRPANLGASQASTVRLH
Tip C139 VRHNSEDLE ---SFLKKYPRDYRKPKRDLSE TWD PGMPKPPLPPRPANLGASQASTLGPH
Tio 73 VKLDSSDSEEERSPFNKY PKNYKKLRVDMGENWPPGIPPPQLPPRPANLGQKQOSATSKNG
*: Lk _k * sahkkk sk 2 ke ok kkk ok kkkhkhkhkhkohkk ke k
CSKH SH3B

Abb. 1.5 Sequenzvergleich der Tip-Proteinen verschiedener Herpesvirus saimiri Unter-
gruppe C Stimme und des homologen Tio-Proteins aus Herpesvirus ateles
Stamm 73. Grau schattierte Bereiche heben das CSKH- (COOH-terminal Src-related
kinase homology) und das SH3B-Motiv (SH3 bindung) in Tip hervor, die fiir die
Interaktion mit LckSH3 notwendig und hinreichend sind (Jung et al., 1995). Die in
dieser Arbeit verwendete Nummerierung von Tip C488 ist angegeben.
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Tip bindet affin an Lck, ein Mitglied der Src-Familie der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen
(Kap 1.3). Fiir die Lck-Bindung in vitro ist dabei ein 37 Aminosduren langer
Sequenzabschnitt sowohl notwendig als auch hinreichend (Jung et al., 1995). Dieser
Sequenzabschnitt beinhaltet zwei getrennte Sequenzmotive; einen prolinreichen Abschnitt
(SH3B), der die Konsensussequenz fiir ein Klasse II-Polyprolinhelix enthélt und an die
SH3-Doméne bindet und einen zweiten Abschnitt (CSKH), der an die Kinase-Doméne der
Lck bindet (Abb. 1.5; Jung ef al., 1995; Lund ef al., 1996; Hartley et al., 2000). Da Lck
eine wichtige Rolle bei der T-Zell-Aktivierung spielt, ist es wahrscheinlich, dass die
Tip-Bindung an Lck ein wesentlicher Bestandteil der T-Zell-Tansformation ist

(Hartley et al., 2000; Kjellen et al., 2002).
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2 Ziele der Arbeit

Die Wechselwirkung des Tip-Proteins aus Herpesvirus saimiri mit der Kinase Lck spielt
eine zentrale Rolle fiir die Transformation von T-Zellen (Kap. 1.4). Die molekularen
Details dieser Interaktion sind von grolem Interesse da sie mogliche Ansatzpunkte fiir die
Entwicklung von Wirkstoffen zur gezielten Kontrolle der Aktivitit von Tyrosinkinasen
liefern konnen. In dieser Arbeit sollten die Interaktionen der SH3-Doméne der Lck im
Komplex mit Tip in atomarer Auflosung charakterisiert werden, um die molekularen
Mechanismen bei der Aktivierung der Lck eingehender zu verstehen. Eine
Charakterisierung mit atomarer Auflésung ist erforderlich, da Tip wie nahezu alle
natlirlichen SH3-Liganden in seinem klassischen SH3-Bindungsmotiv (PPII-Helix) nur
sehr wenig Spielraum fiir eine Variabilitdt der Erkennung verschiedener SH3-Doménen
aufweist (Kap. 1.2.1) und daher auf zusétzliche Kontakte auBerhalb dieses kanonischen
Strukturmotivs angewiesen ist (Bauer, 2001, Bauer ef al., 2004). In vorangegangenen
Arbeiten konnte durch NMR-spektroskopische Untersuchungen gezeigt werden, dass Tip
in einer Klasse II-Orientierung an die LckSH3 bindet (Bauer, 2001; Schweimer ef al.,
2002; Bauer ef al., 2004).

Aufgrund ungiinstiger Dynamik auf der NMR-Zeitskala stofft die Bestimmung der
hochaufgelosten Komplexstruktur aber an die Grenzen der Methode. Trotzdem konnten
mit geringer Auflosung Sequenzbereiche in Tip COOH-terminal der PPII-Helix
identifiziert werden, die eine hydrophobe Tasche auf der Oberfliche der LckSH3
kontaktieren (Bauer, 2001; Bauer et al., 2004). Eine homologiebasierte Modellierung des
LckSH3-Tip-Komplexes auf der Basis bekannter Komplexstrukturen ist aufgrund der
geringen sequenziellen Ahnlichkeit der flankierenden Bereiche der Liganden nicht
moglich.

Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit die Komplexstruktur der hoher affinen,
stark homologen LynSH3 mit Tip NMR-spektroskopisch bestimmt werden.
Bindungspartner mit einer hoheren Affinitit stellen haufig geeignetere Systeme fiir eine
strukturelle Charakterisierung dar.

Uber die Strukturbestimmung dieses affineren Komplexes hinaus sollte in dieser Arbeit in
einem zweiten Ansatz versucht werden, durch gezielte Einfithrung einer Punktmutation in
LckSH3, die Affinitdt des Komplexes mit Tip zu erhéhen und somit das System einer
NMR-spektroskopischen Strukturbestimmung zugénglich zu machen.

In beiden Fillen sollten die an den Wechselwirkungen beteiligten Reste nicht nur
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strukturell, sondern auch beziiglich ihrer Dynamik untersucht und mit der LckSH3
verglichen werden. Sollte durch die Punktmutation der LckSH3 die Affinitdt zu Tip
moduliert werden konnen, sollten die molekularen Ursachen im Detail untersucht werden.
Dazu sollte eine Charakterisierung der jeweiligen Interaktionsflichen sowie der Dynamik
vor und mnach der Komplexbildung auf verschiedenen mit NMR- und
Fluoreszenzspektroskopie beziehungsweise Molekiildynamiksimulationen zugénglichen
Zeitskalen erfolgen.

Insgesamt sollte auf Basis der hochaufgelosten Strukturen der homologen LynSH3
und/oder der gezielt mutierten LckSH3 im Komplex mit Tip ein zuverlédssiges
Strukturmodell fiir den wildtyp-LckSH3-Tip Komplex erstellt werden, welches zu einem
ndheren Verstdndnis der Mechanismen der Tip-vermittelten Lck-Aktivierung fithren sollte.
Weiterhin sollten in diesem Zusammenhang die molekularen Faktoren eingehend
charakterisiert werden, die eine Rolle fiir die Affinitdt der jeweiligen Komplexe spielen.
Dieses soll helfen, ein umfassenderes Verstindnis fiir die Vielseitigkeit der Mechanismen

molekularer Erkennungsprozesse bei Protein-Protein-Wechselwirkungen zu erhalten.
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3 Materialien und Methoden
3.1 Materialien

3.1.1 Enzyme, Chemikalien und Siulenmaterialien

New England Biolabs (Schwalbach / Ts.): Vent-DNA-Polymerase, Vent-DNA-Polymerase-

Puffer; MBI Fermentas (St.Leon-Rot): BamHI, EcoRl, 10 x Y'/Tango-Puffer, Tag-DNA-
Polymerase, Tag-DNA-Polymerase-Puffer, DNA Marker 2 (Lamda/Hindlll), GeneRuler
100 bp Ladder, ANTP Set (100 mM); Gibco BRL Life Technologies (Karsruhe): 74-DNA-
Ligase, 5 x T4-DNA-Ligase-Puffer; Amersham Biosciences (Freiburg): CIAP, 10 x CIAP-
Puffer; Sigma (Steinheim): Lysozym.

Roth (Karlsruhe): Ampicillin, Trypton, Hefeextrakt, Dithiotreithol (DTT), Tris,
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), SDS, Glycin, Acrylamidlésungen, APS, TEMED,
Essigsdure; Fluka (Buchs): Tetracyclin, p-Mercaptoethanol, TFA, Bromphenolblau,
Coomassie Brilliantblau R 250, L-Glutathion (reduziert); Sigma (Steinheim): Triton
X-100, red. Glutathion, Xylencyanol; Merck (Darmstadt): Nickel(Il)-Sulfat, Tween 20,
PMSF, Acetonitril, Glycerin, Methanol; Roche-Diagnostics (Mannheim): Protease-
Inhibitor-Tabletten, DNase Al; Gerbu (Gaiberg): Ampicillin; Campro (Berlin):
N-Ammoniumchlorid, *Cs-Glucose.

Amersham Biosciences (Freiburg): 5Sml HiTrap Chelating HP
Affinitdtschromatografiesdulen, 5 ml GSTrap FF Affinititschromatografiesdulen, 364 ml
Superdex 200 GroBenausschlusschromatografiesdule mit 13 pm Partikelgrofle; Waters
(Eschborn): 25 mm C18-Séule PrepLC.

Alle anderen hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad p.A. oder
vergleichbarer Qualitdt von den Firmen Fluka (Buchs), Roth (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt) und Sigma (Steinheim) bezogen.

3.1.2 Verbrauchsmaterial
Profos AG (Regensburg): PfI-Phagensuspension; Macherey-Nagel (Diiren): NucleoSpin
Plasmid; Eppendorf (Hamburg): FastPlasmid Mini; QIAGEN (Hilden): QIAquick Gel
Extraction  Kit, QIAquick Nucleotide @ Removal Kit; Roth  (Karlruhe):
Einweg-Pasteurpipetten (3 ml), Spectra/Por Dialysemembranen (MWCO 100, 1000 und
3500), Einmalspritzen (5 ml und 20 ml), Einmalkaniilen 70 mm, Parafilm M (5 cm und
10 cm), Universal-Indikatorstdbchen pH-Fix; Greiner (Frickenhausen): PP-Rohrchen
(15ml und 50 ml); Sarstedt (Numbrecht): Biosphere-Spitzen (20 nl, 200 ul, 1 ml),
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Safe-seal Reagiergefiie (1,5 ml und 2,0 ml), Petrischalen mit Entliiftung, Gammasteril
Impfschlingen (10 pl), Spritzenfilter Filtropur S 0,20 und 0,45, Serologische Pipetten
(10 ml und 25 ml); Fisher (Schwerte): Sterilfiltrationssysteme PS mit Nylonmembran 0,2
(250 ml und 500 ml), Vivaspin 20 (MWCO 5000 und 10000), Halbmikro-Kiivetten
Plastibrand, UV-Halbmikro-Kiivetten Plastibrand

3.1.3 Nihrmedien

Alle Néghrmedien fiir molekularbiologische Anwendungen wurden mit vollentsalztem
Wasser angesetzt und vor Gebrauch 20 min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert.
Nach dem Abkiihlen wurde den Néhrmedien das jeweilige Antibiotikum zugesetzt
(Endkonzentrationen: Ampicillin 100 pg/ml, Kanamycin 20 pg/ml). Zur Herstellung fester
Nahrboden wurden dem Medium 15 g/l Agar zugegeben. Hitzelabile Losungen wurden mit
0,20 um-Filtern sterilfiltriert.

Das verwendete = M9-Minimalmedium  (Sambrook ef al, 1989) wurde mit

TS2-Supplementlosung (Meyer & Schlegel, 1983) ergénzt.

Tab. 3.1 Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Nihrmedien.

Ndéhrmedium Zusammensetzung

Trypton 10g
. . ., Hefeextrakt S5¢g

LB-Medium (Luria Bertani) NaCl 10g
Wasser ad 1000 ml
Na,HPO, - 12 H,O 85,5 g
KH,PO4 15,0 g

5 X M9-Minimalmedium  NaCl 25¢g
NH,Cl 50¢g
Wasser ad 1000 ml
ZnS0O, - 7 H,0O 100 mg
MnCl, - 4 H,O 30 mg
H;BO; 300 mg
CoCl, - 6 H,O 200 mg

TS2- Supplementldsung NiCl; - 6 H,O 20 mg
CuCl; - 6 H,O 10 mg
Na,MoO; - 2 H,O 900 mg
NazseO3 20 mg
Wasser ad 1000 ml
5 x M9 200 ml
TS2-Losung 2 ml
MgSO, (1 M) 2 ml

1 x M9-Minimalmedium Fe(IlI)-citrat (10 mM) 1 ml
Glucose (20 % (w/v)) 20 ml
CaCL (1 M) 100 pl
Wasser ad 1000 ml
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3.1.4 Puffer

Alle Puffer fiir Affinitdtschromatografien, GréBenausschlusschromatografie und

Umkehrphasenchromatografie (RP-HPLC) wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt,

filtriert (Porengrofe 0,45 um) und entgast. Alle weiteren Puffer wurden mit vollentsalztem

Wasser angesetzt.

Tab. 3.2 Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Pufferlosungen.

Puffer

Zusammensetzung

phosphatgepuffere Saline (5 x PBS)

NaCl (1 M)

KCI (10 mM)

NazHPO4 -7 HzO (20 mM)
KH,PO, (7 mM)

Aufschlusspuffer

1 x PBS

Triton X-100 (0,5 %)

DTT (5 mM)
Protease-Inhibitor-Tablette
DNase Al (20 pg/ml)
Lysozym (20 pg/ml)

Lysispuffer

Tris/HCI (50 mM)

NaCl (100 mM)
B-Mercaptoethanol (1 mM)
Protease-Inhibitor-Tablette
DNase A1l (20 pg/ml)
Lysozym (20 pg/ml)

GST-Bindungspuffer

1 x PBS
Triton X-100 (0,1 %)
DTT (5 mM)

GST-Elutionspuffer

Tris/HCI, pH 8.0 (50 mM)
reduziertes Glutathion (10 mM)

GST-Regenerationspuffer 1

Tris/HCI, pH 8,5 (100 mM)
NacCl (500 mM)

GST-Regenerationspuffer 2

Natriumacetat, pH 4,5 (100 mM)
NacCl (500 mM)

Chelating-HP-Beladungspuffer

NiSO, (50 mM )

Chelating-HP-Bindungspuffer

Imidazol (5 mM)
NaCl (500 mM)
Tris/HCl, pH 7,9 (20 mM)

Chelating-HP-Waschpuffer

Imidazol (60 mM)
NaCl (500 mM)
Tris/HCl, pH 7,9 (20 mM)

Imidazol (1 M)

Chelating-HP-Elutionspuffer NaCl (500 mM)
Tris/HCI, pH7,9 (20 mM)
EDTA (100 mM)

Chelating-HP-Regenerationspuffer NaCl (500 mM)

Tris/HCI, pH 7,9 (20 mM)
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Puffer Zusammensetzung
Tris/HCI, pH 8,0 (50 mM)
NaCl (150 mM)
PreScission-Spaltpuffer EDTA (1 mM)
DTT (1 mM)

PMSF (0,5 mM)

Thrombin-Spaltpuffer

Tris-HCI, pH 8,4 (20 mM)
NaCl (150 mM)
B-Mercaptoethanol (2,5 mM)

YUH-Spaltpuffer

Tris-HCI, pH 8,0 (50 mM)
NaCl (100 mM)
B-Mercaptoethanol (1 mM)

NMR-Dialysepuffer

Kaliumphosphat, pH 6,4 (2 mM)
NaCl (1 mM)

HPLC-Puffer 1

TFA (0,1 %)

HPLC-Puffer 2

TFA (0,1 %)
Acetonitril (80 %)

TAE-Puffer

Tris-Acetat, pH 8,0(10 mM)
EDTA (1 mM)

DNA-Auftragspuffer:

EDTA (50 mM)

Glycerin (50 % (v/v))
Bromphenolblau (0,15 % (w/v))
Xylencyanol (0,15 % (w/v))

SDS-Laufpuffer

Tris-HCI, pH 8,3 (25 mM)
Glycin (192 mM)
SDS (0,1 % (w/v))

Tris-HCI, pH 8,8 (375 mM)
Acrylamid (19 % (w/v))

Trenngellosung N,N'-Methylenbisacrylamid (0,46 % (w/v))
SDS (0,1 % (w/v))
Tris-HCL, pH 6,4 (62 mM)
1 0,
Sammelgellosung Acrylamid (7,5 % (w/v))

N,N'-Methylenbisacrylamid (0,21 % (w/v))
SDS (0,1 % (w/v))

Coomassie-Firber

Coomassie Brilliant Blue R-2500 (0,5 % (w/v))
Methanol (45 % (v/v))
Essigsdure (9,2 % (v/v))

Entférber I

Methanol (25 % (v/v))
Essigsdure (1 % (v/v))

Entférber II

Methanol (5 % (v/v))
Essigsdure (7 % (v/v))
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3.1.5 Bakterienstimme und Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli (E. coli) Stamme sind in Tabelle 3.3,

die verwendeten und konstruierten Plasmide in Tabelle 3.4 aufgelistet.

Tab. 3.3 Genotypen und Referenzen der in dieser Arbeit verwendeten Bakerienstimme.

Bakterienstamm Genotyp Refereng
F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢[180/acZAM15
E. coli TOP10 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697  Grant et al. (1990)

galK rpsL(Str®) endA1 nupG

Studier & Moffatt (1986)
Phillips et al. (1984)

F ompT hsdS(rs” mg’) dem™ Tet* gal endA Hte Studier & Moffatt (1986)
[argU proL Cam'] Phillips et al. (1984)

E. coli BL21 F ompT hsdS(rs” mg’) gal decm

E. coli BL21-CodonPlus™-RP

Tab. 3.4 Resistenzen, Eigenschaften und Referenzen der in dieser Arbeit verwendeten

Plasmide.

Plasmid Resistenz FEigenschaften Referenz

pGEX-4T-1 Amp Expressionsvektor Amersham Biosciences,
Freiburg

pGEX-6P-2 Amp Expressionsvektor Amersham Biosciences,
Freiburg

pTKK-19 Kan Expressionsvektor Kohno et al., 1998

pGEX-6P-Lyn-SH3 4 Amp pGEX-6P-2-Derivat mit LynSH3-Gen Bauer, 2001

pGEX-Lck-SH3(59-120) 5 Amp pGEX-4T-1-Derivat mit LckSH3-Gen Schweimer et al., 2002
pGEX-4T-1-Derivat mit
LckSH3 P17G-Gen

pTKK-19-Derivat mit Tip(140-191)-
Gen

pGEX-LckSH3 P17G Amp diese Arbeit

pTKK-19-Tip Kan Bauer et al., 2004

3.1.6 Synthetische Oligonukleotide und Peptide
Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide (Tab. 3.5) wurden von der

Frima BioTeZ (Berlin) bezogen.

Tab. 3.5 Nukleotidsequenzen der in dieser Arbeit verwendten synthetischen
Oligonukleotide

Oligonukleotid  Nukleotidsequenz Linge
5'-d[GGA GGA GGA TCC CCA CTG CAA GAC AAC ATG GTT ATC GCT

LekSH3_PI7G5" =7 1G CAC AGC TAT GAG GGG TCT CAC GAC GGA GAT CTG GGCJ-3' /5 meT
, 5-d[GGA GGA GAA TTC AGT TCG CTT TGG CCA CAA AAT TGA AGG

LckSH3-3 GGI-3' 41-mer

PGEX-S' 5-d[GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG TG-3 23-mer

pGEX-3' 5'-d[CCG GGA GCT GCA TGT GTG ACA GG]-3' 23-mer
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Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Peptide (Tab. 3.6) wurden von den Firmen

Coring System Diagnostix (Gernsheim) und Biosyntan (Berlin) bezogen. Die NH,- und

COOH-Termini der Peptide wurden jeweils acetyliert (AcNH) beziehungsweise amidiert
(CONH.,). Bei Tip(168-185) und Tip(168-187) wurde W170 der Tip-Sequenz (Abb. 1.5)

durch Leucin ersetzt, um eine eindeutige Interpretierbarkeit der Fluoreszenzénderungen

der SH3-Doménen bei Peptidzugabe zu gewihrleisten.

Tab. 3.6 Aminosiuresequenzen der in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Peptide

Peptid Aminoséduresequenz Liinge
Tip(168-185) AcNH-ATLDPGMPTPPLPPRPAN-CONH, 18-mer
Tip(168-187) AcNH-ATLDPGMPTPPLPPRPANLG-CONH, 20-mer

Tip(167-199) AcNH-SATWDPGMPTPPLPPRPANLGERQASTVRLHVK-CONH; 33-mer

3.1.7 Laborgeriite

Die in dieser Arbeit verwendeten Laborgerite sind in Tabelle 3.7 aufgefiihrt.

Tab. 3.7 Liste der in dieser Arbeit verwendeten Laborgeriite

Gerdt

Hersteller

AKTApurifier 10-System

Amersham Biosciences, Freiburg

P1-Pumpe

Amersham Biosciences, Freiburg

Sequential Stopped-Flow Spektrofluorimeter DX.17MV

Applied Photophysics, Leatherhead, UK

Microplate Reader Model 550

Bio-Rad, Miinchen

Geldokumentationssystem Gel-Doc 2000

Bio-Rad, Miinchen

PowerPac 300 und 3000

Bio-Rad, Miinchen

NMR-Spektrometer DRX-400, DRX-600,

Avance700 und Avance800

Bruker, Karlsruhe

SpeedVac vacuubrand ABM

Graffenberger Antriebstechnik, Marktredwitz

Dampfsterilisator Varioklav

H+P Labortechnik, Oberschleiflheim

Universal 30RF

Hettich, Tuttlingen

Spektralfluorimeter F-4500

Hitachi, Tokyo, J

Gelkammern Mighty Small SE250/260

Hoefer, San Francisco, CA, USA

CD-Spektropolarimeter J-810 S mit
Temperatur-Kontrolleinheit CDF-426S

JASCO International, Gro3-Umstadt

Sicherheitswerkbank Heraecus HER Asafe HS

Kendro, Hanau

Tischzentrifugen Biofuge pico, fresco und stratos

Kendro, Hanau

Blockthermostat BT100

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden

Kiihlzentrifuge Centrikon T-124

Kontron, Eching

Kontron HPLC System

Kontron, Eching
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Geridt Hersteller

UV/VIS-Spektrometer Kontron 930 Kontron, Neufahrn

Gelkammer Agagel Maxi Biometra, Gottingen

Autoklav 23 Melag, Berlin

Brutschrank Modell 200 Memmert, Schwabach

Incubator Shaker C25KC New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA

PCR System GeneAmp 2400 und 9600

Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA

Hochvakuumpumpe Balzers

Pfeiffer, ABBlar

Seral Reinstwasser System

Ransbach, Baumbach

Feinwaage AC 1215 und Waage MCl1

Sartorius, Gottingen

Christ LOC-1M Lyophylle

Sartorius BBI Systems, Melsungen

Christ CMC-1 SpeedVac

Sartorius BBI Systems, Melsungen

Fermenter Biostat B1 und B10 mit
Frigomix 1000

Sartorius BBI Systems, Melsungen

Inkubatorschiittler Certomat HK/R

Sartorius BBI Systems, Melsungen

Sonifier Labsonic u

Sartorius BBI Systems, Melsungen

UV-Visible Spektrophotometer Helios y

Thermo Spectronic, Cambridge, UK

Waters HPLC System Waters, Eschborn
pH-Meter WTW inoLab und pH 535 MultiCal WTW, Weilheim

3.1.8 Hochleistungsrechner
Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten molekiildynamischen Simulationen und deren
Auswertung wurden Hochleistungsrechner der Abteilung fiir Bioinformatik der Universitit
Erlangen-Niirnberg sowie der Rechenzentren Erlangen, Bayreuth und Miinchen verwendet
(Tab. 3.8). Insgesamt wurden fiir die vorliegende Arbeit auf den verschiedenen Rechnern

zirka 56 000 h Prozessorzeit verwendet.

Tab. 3.8 Typen, Prozessoren und Arbeitsspeicherkapazititen (RAM) der in dieser Arbeit
verwendeten Hochleistungsrechner.

Rechner Typ Prozessoren RAM  Standort

Abt. Bioinformatik,
Universitit Erlangen

Abt. Bioinformatik,

janus Linux-Server 2 x Intel PIII (733 MHz) 776 MB

skylla Linux-Server 2 x AMD Opteron (1,8 GHz) 2 GB Universitat Erlangen
mssgil  SGI Origin 3400 28 x MIPS R14000 (500 MHz) s6Gp  Regionales Rechenzentrum
Erlangen
. 82 Koten mit 2 x Intel Xeon Regionales Rechenzentrum
sfront0l Linux-Cluster (2.66 GHz) 164 GB Erlangen

Ixsrvl Linux-Cluster 163 Knoten verschiedener Bauarten 428 GB Le}bmtz-Rechenzentrum
Miinchen

btrvx1 ~ SGI Origin 200 4 x MIPS R 12000 (270 MHz) 2GB Rechenzentrum Bayreuth
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Rechner Typ Prozessoren RAM  Standort

btrvx2  SGI Octane MXE 2 x MIPS R 12000 (300 MHz) 1 GB Rechenzentrum Bayreuth
btrvx3  SGI Octane MXE 2 x MIPS R 12000 (300 MHz) 1 GB Rechenzentrum Bayreuth
btrvx4  SGI Octane MXE 2 x MIPS R 12000 (300 MHz) 1 GB Rechenzentrum Bayreuth
btrzx3  Linux-Cluster ?_f ’(ingt}elrzl)mit 2 x Intel Xeon 96 GB  Rechenzentrum Bayreuth
btrzxp  SUN Fire V880 8 x Ultrasparc3 (700 MHz) 16 GB  Rechenzentrum Bayreuth
btrzxq  SUN Fire V880 8 x Ultrasparc3 (700 MHz) 16 GB  Rechenzentrum Bayreuth

3.1.9 Computerprogramme

Amber 7 (Perlman et al., 1995); EdPDB

(Zhang & Matthews, 1995);

Matlab 6.5.0.180913a Release 13 (The MathWorks, Inc., Natick, MA, USA); MolMol 2.6
(Koradi, et al., 1996); NDEE (SpinUp Inc., Dortmund); NMRCLUST (Kelley, et al.,
1996); NMR-View 5.0.4 (Johnson & Blevins, 1994); RasMol 2.6 (Sayle, R. A., University
of Massachusetts, USA); Swiss-Pdb-Viewer (Guex & Peitsch, 1997); Sigmaplot 8.0
(Systat Software, Inc., Point Richmond, CA, USA); SYBYL 6.5 (Tripos Associates Inc.,

1998);

Tensor 2  (Dosset et al., 2000)

Xplor-NIH 1.2.1 (Schwieters et al., 2003).

3.1.10 Entwickelte Computerprogramme

VMD 1.8.2

(Humphrey ef al., 1996);

Alle in dieser Arbeit entwickelten Programme wurden im Java 2 (Sun Microsystemms,

Inc., Santa Clara, California, USA) geschrieben und dienen der Auswertung von

Schnappschiissen molekiildynamischer Simulationen, die mit pfraj (Teil des Amber 7

Programmpakets) erstellt wurden. Voraussetzung fiir ein einwandfreies Funktionieren der

Programme ist die Speicherung der Schnappschiisse im PDB-Format sowie die

Bezeichnung der Dateinamen nach dem Muster “Namensstamm' + ‘'fortlaufende

Nummer"’.

reference.java

Diese Programm berechnet ausgehend von Gleichgewichts-MD-Simulationen die

C*-C*-Kontakte und Wasserstoffbriickenbindungen eines Molekiils und gibt diejenigen

Aminosdurenpaare aus, die zu mehr als 67 % die jeweiligen Toleranzkriterien erfiillen

(native Kontakte).
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Eingaben file-root Namensstamm der Dateien der zu analysierenden Schnappschiisse

no of files Anzahl der Schnappschiisse

cut-off oberes Toleranzkriterium fiir C*-C*-Abstéinde (A)
hbond-dist ~ oberes Toleranzkriterium fiir HN--O-Abstand einer Wasserstoffbriicke (A)

hbond-angle oberes Toleranzkriterium fiir den N-HN-O-Winkel einer Wasserstoffbriicke (°)

Ausgaben 'file-root'.dist Wertepaare der Aminosduren, die das 'cut-off’ Toleranzkriterium erfiillen

Wertepaare der Aminosduren, die die 'hbond- dist' und 'hbond- angle’

file-root'hb Toleranzkriterien erfiillen

'file-root'.dat Datei zur Visualisierung der Resultate mit xmgacre

disappear.java

Dieses Programm bestimmt die Abfolge der Verluste der nativen C*-C“-Kontakte einer
Struktur wihrend einer Hochtemperatur-Entfaltungs-MD-Simulation. Den nativen
Kontakten werden die jeweiligen (-Werte (Anteil intakter nativer Kontakte des

Gesamtsystems) zum Zeitpunkt des Verlusts zugewiesen.

Eingaben file-root Namensstamm der Dateien der zu analysierenden Schnappschiisse
no of files Anzahl der Schnappschiisse
time-step Zeitinterval zwischen den Schnappschiissen der Simulation
ref-file Datei mit nativen Kontakten der Struktur
cut-off’ oberes Toleranzkriterium fiir C*-C*-Abstinde (A)

Ausgaben disappear _q.dat  Datei zur Visualisierung der Resultate mit xmgacre

nativeContacts.dat Anzahl nativer Kontakte in Abhdngigkeit der Simulationsdauer

q _0l.dat Zeitpunkt zu dem der Q-Wert lénger als 75 x 'time-step' kleiner als 0,1 ist

q-value.tab Tabelle der Kontaktverluste mit zugehdrigem Q-Wert

gCombine.java

Dieses Programm  berechnet aus verschiedenen Kontaktverlustkarten eine

durchschnittliche Kontaktverlustkarte.

Eingaben file-root Namensstamm der Dateien der zu analysierenden Kontaktverlustkarten

no of files  Anzahl der Kontaktverlustkarten
ref-file Referenzkoordinaten (PDB-Datei)

Ausgaben ¢ norm.dat Datei zur Visualisierung der Resultate mit xmgacre

q _norm.txt  Tabelle der durchschnittlichen O-Werte sowie Standardabweichung
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gDiff.java

Dieses Programm berechnet die Differenz zwischen zwei Kontaktverlustkarten.

Eingaben file-1 Kontaktverlustkarte 1
file-2 Kontaktverlustkarte 2

ref-file  Referenzkoordinaten (PDB-Datei)

Ausgaben ¢ diff.dat Datei zur Visualisierung der Resultate mit xmgacre

q_diff-txt  Tabelle der Differenzen der O-Werte

disappear 2D java

Dieses Programm bestimmt die Abfolge der Verluste der nativen C*-C*-Kontakte fiir zwei
Teilsysteme einer Struktur wéhrend einer Hochtemperatur-Entfaltungs-MD-Simulation

und gibt den zeitlichen Verlauf der jeweiligen O-Werte als 2D-Projektion aus.

Eingaben file-root Namensstamm der Dateien der zu analysierenden Schnappschiisse
no of files Anzahl der Schnappschiisse
ref-file 1 Datei mit nativen Kontakten des Teilsystem 1
ref-file 2 Datei mit nativen Kontakten des Teilsystem 2
cut-off oberes Toleranzkriterium fiir C*-C“-Abstinde (A)

Ausgaben disappear 2D.dat Datei zur Visualisierung der Resultate mit xmgacre

confSampling.java

Dieses Programm sucht auf der Basis einer Komplexstruktur die Schnappschiisse einer

Gleichgewichts-MD-Simulation nach 'bindungsaktiven' Konformationen ab.

Eingaben file-root Namensstamm der Dateien der zu analysierenden Schnappschiisse
no of files Anzahl der Schnappschiisse
ref-file Datei mit dem Aminoséduren der Bindungsregion

ref-coordinates  Referenzkoordinaten (PDB-Datei)

tolerance oberes und unteres Toleranzkriterium fiir C*-C*-Abstande ermittelt aus ref-
coordinates' (A), damit Kontakt als 'intol’ identifiziert wird
oberes Toleranzkriterium fiir 'intol’ (%), damit 'bindungsaktive' Konformation
threshold .
erfullt ist
time-step Zeitinterval zwischen den Schnappschiissen der Simulation

Ausgaben confSampling.dat Datei zur Visualisierung der Resultate mit xmgacre
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3.2 Molekularbiologische Methoden fiir die Darstellung der P17G-Mutante der
LckSH3

3.2.1 Agarose-Gelelektrophorese
Agarose-Gelelektrophorese wurde analytisch zur Uberpriifung von Plasmidpriparationen
und Restriktionen sowie zur praparativen Gewinnung von DNA-Fragmenten eingesetzt.
Dabei kamen 0,8 % beziehungsweise 1,5 % (w/v) Agaroselosungen zur Anwendung, die
durch Aufkochen in TAE-Puffer (Kap. 3.1.4) hergestellt wurden. Nach Zugabe von 5 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) pro 100 ml Gellosung wurde diese in eine 6 x 10 cm grof3e
Gelkammer gegossen. Die DNA-Proben wurden mit 0,25 Volumen DNA-Auftragspuffer
(Kap. 3.1.4) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 100V in einem horizontalen Mini Sub DNA Cell-System
(BioRad, Miinchen).
DNA-Banden wurden mit einem Transilluminator visualisiert und mit einem
Geldokumentationssystem  (GelDoc2000, BioRad, Miinchen) dokumentiert. Fiir
priparative Anwendungen wurden entsprechende Banden mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Agarosegel erfolgte wie in Kap. 3.2.3

beschrieben.

3.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte durch ein kommerziell erhiltliches, auf
Anionenaustauschchromatografie ~ basierendes System  (NucleoSpin  Plasmid,
Macherey & Nagel, Diiren). Die Durchfithrung erfolgte gemiB der Anleitung des

Herstellers.

3.2.3 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Zur Trennung von Plasmid-DNA oder DNA-Fragmenten nach PCR-Reaktionen von
unerwiinschten DNA-Fragmenten oder einzelnen Nukleotiden wurden priparative
Agarose-Gelelektrophoresen (Kap. 3.2.1) durchgefiihrt. Das gewiinschte DNA-Fragment
wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden) isoliert. Die Durchfithrung der DNA-Reinigung erfolgte nach
Herstellervorschrift. Eluiert wurde die DNA mit dem fiir die weitere Verwendung

benotigten Puffern.
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3.2.4 Ortsspezifische Mutagenese mit Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Aufgrund der terminusnahen Position der P17G-Punktmutation wurde eine ortsspezifische
Mutagenese in einer Ein-Schritt-PCR-Reaktion durchgefiihrt. Dazu wurden der den
Basenaustausch enthaltende 5'-Mutageneseprimer (LckSH3 P17G-5") und der schon fiir
die Klonierung der LckSH3 verwendete 3'-Primer (LckSH3-3') verwendet (Kap. 3.1.6).
Als Templat wurde das Pasmid pGEX-Lck-SH3(59-120) 5 (Kap. 3.1.5) verwendet. In
einem PCR-Gefdl wurden 1 pl beider Oligonukleotide (100 pmol/ul), 3 pul
pGEX-Lck-SH3(59-120) 5-Plasmid-DNA (Kap. 3.2.2), 2 ul ANTP's (je 10 mM), 10 pl
Thermo-Pol-Puffer sowie 82 ul steriles Wasser vorgelegt. AnschlieBend wurde 1U
Vent-DNA-Polymerase auf Eis zupipettiert. Die Durchfiihrung der PCR-Amplifikation
erfolgte mit einem GeneAmp PCR 2400 System von Perkin Elmer (Norwalk, USA) nach

folgendem Schema: 5 min Denaturierung des Ansatzes bei 95 °C; 25 Zyklen bestehend aus
30 s Denaturierung bei 95°C, 20s Primer-Hybridisierung bei 50°C und 30s
Primer-Verldngerung bei 72 °C; zur Vervollstindigung der Amplifikation wurde der letzte
Primer-Verldngerungs-Schritt um 2 min verlédngert und der PCR-Ansatz bis zur weiteren
Verarbeitung bei 4 °C gelagert.

Das so erhaltene Amplifikat wurde iiber eine Agarosegelelektrophorese (Kap. 3.2.1)

gereinigt und mittels Gelextraktion (Kap. 3.2.3) zuriickgewonnen.

3.2.5 Restriktion von DNA
Der Verdau von DNA mit den Typ II Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI

erfolgte unter den vom Hersteller empfohlenen Pufferbedingungen (2 x Y'/Tango-Puffer).
Die DNA (jeweils 40 pl aus 3.2.3) wurde bei 37 °C iiber Nacht gleichzeitig mit je einer
Einheit Enzym inkubiert. AnschlieBend wurden die Enzyme tiiber Silikagelmembranen
(Kap. 3.2.7) abgetrennt, die DNA-Fragmente iiber Agarosegelelektrophorese gereinigt
(Kap. 3.2.1) und extrahiert (Kap. 3.2.3).

3.2.6 Dephosphorylierung von 5'-iiberhiingenden DNA-Fragmenten
Dephosphorylierungsreaktionen wurden mit 1 U alkalischer Phosphatase (calf intestine
phosphatase  (CIP), MBI Fermentas, Vilna, Litauen) pro pg DNA in
Dephosphorylierungspuffer CI4AP durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte in zwei Schritten,
wobei nach der ersten 30-miniitigen Inkubation bei 37 °C erneut 1 U alkalische
Phosphatase zum Ansatz hinzugegeben wurde und ein zweiter 30-miniitiger

Inkubationsschritt bei 37 °C folgte.
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3.2.7 Reinigung von DNA iiber Silikagelmembranen
Zum Entsalzen von DNA und zum Entfernen von Enzymen aus DNA-L6sungen wurden
Saulen mit Silikagelmembran verwendet (QIAquick spin columns, QIAquick Nucleotide
Removal Kit, Qiagen, Hilden). Die Durchfithrung erfolgte entsprechend der
Herstellerangaben. Die an die Silikamembran gebundene DNA wurde mit den fiir die

weitere Verwendung bendtigten Puffern eluiert.

3.2.8 Ligation von DNA
Die Ligation des dephosphorylierten Vektors pGEX-4T-1 und des DNA-Fragments der
ortsspezifischen Mutagenese-PCR (Kap. 3.2.4) wurde in T4-Ligase-Puffer {iber Nacht bei
16 °C mit einer Einheit T4-Ligase (Invitrogen, Groningen, Niederlande) erzielt.

Anschliefend erfolgte eine Inaktivierung der Ligase durch zehnminiitige Inkubation bei

65 °C.

3.2.9 Butanolfillung von DNA
Butanol als Fillungsmittel (Thomas, 1994) wurde zur Prézipitation von DNA aus
Ligationsansidtzen verwendet (Kap.3.2.8). Hierfuir wurde das zehnfache Volumen
n-Butanol zu einem entsprechenden Ansatz pipettiert und bis zur Authebung der

Phasentrennung durch Schiitteln gemischt. AnschlieBend wurde die DNA durch

30-miniitige Zentrifugation (10000 x g, 4 °C) prézipitiert. Das Losungsmittel wurde
vorsichtig abgezogen und das verbleibende DNA-Pellet nach vollstdndigem Trocknen in

10 ul agua bidest. aufgenommen.

3.2.10 CaCl,-Transformation von Zellen
Die  CaCl,-Transformation  (Hanahan, 1983) wurde verwendet um  das
LckSH3 P17G-Plasmid (Kap.3.2.8) in E. coli TOP10 und nach Kolonie-PCR
(Kap. 3.2.11) und Validierung der DNA-Sequenz durch Sequenzierung (Kap. 3.2.12) in
E. coli BL21 (Kap. 3.1.5) zu iibertragen.
Zur Herstellung von kompetenten Zellen wurden 200 ml LB-Medium (Kap. 3.1.3) mit
einer Ubernachtkultur auf eine ODg von 0,1 angeimpft und bis zu einer ODg von 0,6 bis

0,8 bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend durch Zentrifugation

bei 2000 x g fir 10 min bei 4 °C pelletiert, in 20 ml eiskalter CaCl,-Losung (50 mM
CaClz, 10 mM RbCI, 15 % (v/v) Glycerin, 10 mM Tris/HCIl, pH 8,0) resuspendiert und



36 3 Materialien und Methoden

erneut zentrifugiert (3000 x g, 10 min, 4 °C). Die Zellen wurden in 10 ml eiskalter

CaCl,-Losung aufgenommen, 30 min auf Eis inkubiert und durch erneutes Zentrifugieren

pelletiert (3000 x g, 10 min, 4 °C). Nach Resuspension in 2 ml CaCl,-Lésung standen die
Zellen fiir eine Transformation zur Verfiigung. Nicht sofort verwendete Zellen wurden
aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.

Fir die Transformation wurden 40 ul Aliquot der kompetenten Zellen mit 50 ng
Plasmid-DNA versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und einem zweiminiitigem Hitzeschock
bei 42 °C ausgesetzt. Es erfolgte eine weitere zehnminiitige Inkubation auf Eis. Nach
Zugabe von 1 ml LB (Kap. 3.1.3) wurde der Transformationsansatz fiir 1 h bei 37 °C und
180 rpm inkubiert. 100 pul der Zellsuspension und ein Konzentrat aus den restlichen
pelletierten und in 50 pl LB resuspendierten Zellen wurden auf Selektivmedium-Platten

ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.2.11 Kolonie-PCR

Zum Nachweis einer erfolgreichen Klonierung wurde DNA direkt aus Bakterienkolonien
fiir eine PCR eingesetzt. Auf eine Priparation von plasmidaler DNA konnte so verzichtet
werden. Als PCR-Primer dienten zwei Oligonukleotide pGEX-5' und pGEX-3'
(Kap. 3.1.6), die stromaufwirts bzw. stromabwirts des klonierten Fragments
hybridisierten. In einem PCR-Gefdl wurden 4 pl beider Oligonukleotide (100 pmol/ul),
12 ul dNTP's (Ge 10 mM), 96 ul MgCL (25 mM), 60 ul Tag-DNA-Polymerase-Puffer
sowie 421 ul steriles Wasser vorgelegt. AnschlieBend wurde 3 U Tag-DNA Polymerase
auf Eis zupipettiert. Mit einem sterilen Zahnstocher wurde eine gut separierte Kolonie von
einer Agarplatte mit Transformanten abgenommen und in das PCR-Gefdl3 getaucht. Der
identische Zahnstocher wurde anschlieBend in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin tiberfiihrt
und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Der PCR-Ansatz wurde 5 min bei 95 °C denaturiert.
Es folgten 35 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 95 °C, 20 s Primer-Annealing bei 50 °C
und 40 s Primer-Verldngerung bei 72 °C. Der letzte Primer-Verldngerungsschritt wurde
um 2 min verlingert. Die PCR-Ansdtze wurde mittels Agarosegelelektropherese
(Kap. 3.2.1) analysiert. Von Kolonien, die nach PCR eine Amplifikation eines
DNA-Fragments der GroBe des klonierten Gens zeigten, wurde eine Plasmid-Praparation
(Kap. 3.2.2) nach Ubernachtkultivierung durchgefiihrt. Die priparierte DNA wurde einer
DNA-Sequenzanalyse unterzogen (Kap. 3.2.12).
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3.2.12 Sequenzierung von DNA
Plasmid-DNA wurde von der Firma AGOWA (Berlin) durch cycle-sequencing mit
fluoreszenzmarkierten ddNTPs als Kettenterminator auf einem ABI-System sequenziert.
Die Datenauswertung erfolgte mit der ABI-Prism-Software. Die Analyse der
DNA-Sequenzen erfolgte mit dem Programmpaket GCG (Genetics Computer Group,
Madison, USA).
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3.3 Mikrobiologische und priparative Methoden

3.3.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

19 %ige-SDS-(sodium  dodecyl  sulfate,  Natriumdodecylsulfat)-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (PAGE) wurde zur analytischen Trennung von Proteingemischen
verwendet. Die  diskoninuierlichen  Elektrophoresen = wurden in  vertikalen
Elektrophoresekammern durchgefiihrt. Die Molekularmassen der zu analysierenden
Proteine wurden mit Hilfe des low molecular weight-Standards (BioRad, Miinchen)
ermittelt.

Die Abmessung der Gele betrug 10x 8 x0,08cm, zu deren Herstellung eine
Trenngellosung und eine Sammelgellosung (Kap. 3.1.4) hergestellt wurden. Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 13 ul N,N,N',N'- tetramethylethylendiamin
(TEMED) und 150 pl 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat-Lésung (APS) pro 20 ml
Gellosung gestartet. Die Elektrophorese wurde mit SDS-Laufpuffer (Kap. 3.1.4) bei einer

konstanten Stromstédrke von 24 mA durchgefiihrt. Die zu analysierenden Proben wurden in

einem Verhiltnis 1:4 (v/v) mit Roti-Load-4x-Laufpuffer (Roth, Karlsruhe) versetzt und fiir
5 min bei 95 °C denaturiert. Die Auftragsvolumina betrugen zwischen 5 und 20 pl.

Die Farbung der Proteinbanden erfolgte fiir 15 bis 30 min in Coomassie-Farbe-Losung
(Kap. 3.1.4). AnschlieBend wurden die Gele fiir 30 min mit Entfiarbelosung I (Kap. 3.1.4)
und bis zur vollstindigen Entfirbung des Gelhintergrundes mit Entfirbelosung 11
(Kap. 3.1.4) behandelt. Farbung und Entfirbung erfolgten unter leichtem Schwenken
mittels eines Horizontalschiittlers. Protein-Banden wurden mit einem Transilluminator
visualisiert und mit einem Geldokumentationssystem (GelDoc2000, BioRad, Miinchen)

dokumentiert.

3.3.2 Herstellung von Dauerkulturen
Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden frische LB-Ubernachtkulturen verwendet.
1,5 ml Ubernachtkultur wurden zu 350 ul sterilisiertem Glycerin pipettiert, vermengt und

bei -80 °C aufbewahrt.

3.3.3 Fermentation von Bakerien und Uberexpression von Fusionsproteinen
Die Anzucht von Bakterien in Volumina gréfer 3 1 wurde im Fermenter Biostat B 10 mit
Frigomix 1000 (Sartorius BBI Systems, Melsungen) durchgefiihrt. Das Medium fiir die
Zellanzucht wurde im KulturgefiB fiir 20 min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck im einem
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Autoklav 23 (Melag, Berlin) sterilisiert. AnschlieBend wurde die pO,-Elektrode
angeschlossen und mindestens 6 Stunden polarisiert. Danach erfolgte eine
Ein-Punkt-Kalibrierung auf einen pO, von 1,0. Dies wurde erreicht, indem das sterile
Medium mit 750 rpm bei gleichzeitigem Luftdurchstrom von 10 I/min geriihrt wurde.
Anschlieend erfolgte die Animpfung mit einer Ubernachtkultur zu einer optischen Dichte
ODgoo von 0,1.

Wihrend der Fermentation wurde der pH-Wert des Mediums bei pH 7,1 gehalten. Im
Bedarfsfall regelte der Fermenter den pH-Wert durch die Zugabe von 5 %iger H,SO4 bzw.
10 %iger NaOH automatisch nach. Der pO,-Sollwert wurde auf 1,0 gesetzt und die
Sauerstoffsittigung im Bedarfsfall tiber die Luftzufuhr oder Drehzahl des Riithrwerks
gesteuert. Die maximale Drehzahl des Rithrwerks betrug dabei 500 rpm. Die
Schaumbildung wurde mittels einer Anti-Schaum-Sonde kontrolliert und bei Bedarf durch
die Zugabe von Silikondl (Antifoam A, Sigma, Steinheim) unterdriickt. Wahrend der
gesamten Fermentation wurde die Temperatur des Mediums bei konstant 35 °C gehalten
(Fundaments of Fermentation: Techniques For Benchtop Fermentors, Part I - E. coli;
R & D Lab, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA). Nach Erreichen einer ODso von
0,7 bis 0,8 wurde die Expression des Zielproteins durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert.
Die Zellen wurden nach vierstiindiger Inkubation durch Zentrifugation (5000 x g, 15 min,
4 °C) geerntet.

Die Markierung der Zielproteine mit den stabilen Isotopen "N und/oder "*C erfolgte nach
dem Protokoll von Marley & Bracken (2001). Dazu wurden 6 1 LB-Medium (Kap. 3.1.3)
im Fermenter BiostatB 10 bis zu einer ODsy von 0,6 angezogen und anschlieend durch
Zentrifugation geerntet (5000 x g, 15 min, 4 °C). Die geernteten Zellen wurden in
M9-Minimalmedium (Kap. 3.1.3) gewaschen und in mit "N-Ammoniumchlorid und/oder
PCs-Glucose angesetztem M9-Minimalmedium aufgenommen und zur Induktion in einen
Fermenter BiostatB 1 iiberfiihrt. Die Induktion erfolgt eine Strunde nach Uberfiihrung
durch Zugabe von 1 mM IPTG. Nach vierstiindiger Inkubation wurden die Zellen durch
Zentrifugation (5000 x g, 15 min, 4 °C) geerntet.

3.3.4 Aufschluss von E. coli-Zellen
Zellaufschliisse wurden generell unter nativen Bedingungen durchgefiihrt. Hierzu wurde
das bei -20 °C eingefrorene Zellpellet in dem sechsfachen Volumen an Aufschlusspuffer
(SH3-Doménen) oder Lysispuffer (Tip) (Kap. 3.1.4) resuspendiert und 20 min auf Eis
geriihrt. AnschlieBend erfolgten drei 30 s Ultraschallbehandlungen (150 W, Labsonic U,
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Sartorius BBI Systems, Melsungen), wobei die Probe ebenfalls auf Eis gehalten wurde.
Die losliche Fraktion wurde durch Zentrifugation (13000 x g, 45 min, 4 °C) von
Membranen und Zelltrimmern abgetrennt und stand fiir die nachfolgenden

Chromatografien zur Verfiigung.

3.3.5 Metallionenaffinititschromatigrafie

Die Reinigung von Ubiquitin-Tip(140-191) mit NH,-terminalem Dekahistidin
((His)i)-Anhang erfolgte mittels Ni**-Metallionenchromatografie an 3 x 5 ml HiTrap
Chelatinp HP Affinitdtschromatografiesdulen (Amersham Bioscience, Freiburg). 60 ml des
zellfreien Extrakts (Kap. 3.3.4) wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die mit
Bindungspuffer (Kap. 3.1.4) vordquilibrierten Saulen aufgeragen. Nach Waschen der Séule
mit Waschpuffer (Flussrate: 1,5 ml/min; 5 Sdulenvolumen) wurde gebundenes Protein mit
einem Stufengradienten von 0 bis 100 % Elutionspuffer (Kap. 3.1.4) eluiert. Saubere
Fraktionen wurden vereinigt und gegen 51 YUH-Spaltpuffer (Kap. 3.1.4) {iber Nacht bei
4 °C dialysiert.

3.3.6 Glutathionaffinititschromatigrafie
Die Reinigung der GST-SH3-Doménen-Fusionsproteine erfolgte mittels 3 x 5 ml
GSTrap FF Affinitatschromatografiesdulen (Amersham Bioscience, Freiburg). 60 ml des
zellfreien Extrakts (Kap. 3.3.4) wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die mit
Bindungspuffer (Kap. 3.1.4) vordquilibrierten Saulen aufgeragen. Nach Waschen der Séule
mit Bindungspuffer (Flussrate: 1,5 ml/min; 7 Sdulenvolumen) wurde gebundenes Protein
mit Elutionspuffer (Kap. 3.1.4) eluiert. Saubere Fraktionen wurden vereinigt gegen 5 1

PreScission- oder Thrombin-Spaltpuffer (Kap. 3.1.4) tiber Nacht bei 4 °C dialysiert.

3.3.7 Proteolytsche Abspaltung von Affinititsanhfingen
Die nach den Affinitdtschromatografien vereinigten sauberen Fraktionen der
Fusionsproteine (Kap. 3.3.5 und 3.3.6) wurden ensprechend der beinhaltenden
proteolytischen Spaltstellen gegen 5 | Spaltpuffer dialysiert.
Fir die Spaltung von GST-LynSH3 wurde 1U PreScission-Protease pro 10 mg
Fusionsprotein in Losung gegeben. Die Spaltung erfolgte tiber Nacht bei 4 °C.
Zu den GST-LckSH3- und GST-LckSH3 P17G-Fusionsprotein-Losungen  wurden

0,2 U/ml Thrombin-Protease zugegeben. Gleichzeitig wurde CaCl, zu einer
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Endkonzentration von 2,5 mM beigemischt. Die Spaltung erfolgte dann iiber Nacht bei
Raumtemperatur und wurde am nédchsten Tag durch die Zugabe von
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Endkonzentration 1 mM) gestoppt.

Die Spaltung von (His)o-Ubiquitin-Tip(140-191) wurde durch die Zugabe von 0,025 mg
Ubiquitinhydrolase (YUH) pro Milligramm Fusionsprotein induziert und anschlieSend bei
37 °C iiber Nacht inkubiert.

3.3.8 Grofienausschlusschromatografie
Zur Trennung der SH3-Dominen von ihren GST-Affinitdtsanhdngen wurde nach
proteolytischer Spaltung (Kap. 3.3.7) eine GroBenausschlusschromatografie mit einer
Superdex 200-Séule (Amersham Biosciences, Freiburg) durchgefiihrt. Nach Aquilibrierung
der Sdule (Sdulenvolumen: 364 ml) mit dem dreifachen S&ulenvolumen des jeweils
verwendeten Spaltpuffers wurden die Spaltansidtze der Proben bei einer Flussrate von
I ml/min aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 1,5 Sdulenvolumen Spaltpuffer bei

unverinderter Flussrate.

3.3.9 Umkehrphasenchromatografie

Umkehrphasenchromatografie wurde fiir die praparative Trennung von Tip(140-191) von
(His)io-Ubiquitin nach YUH-Spaltung (Kap. 3.3.7) eingesetzt. Dafiir wurde eine auf
Octadecylphasen (C18) basierende Sédule (25 mm PrepLC Modul, Water, Eschborn)
verwendet. Filtrierte Proben wurden nach Spaltung mit 1 M HCI auf pH 3 eingestellt und
mit 0,1 % (v/v) TFA versetzt. Die Elution erfolgte durch einen linearen Gradienten
zwischen 0 und 80 % (v/v) Acetonitril in 0,1 % TFA (v/v) bei einer Flussrate von
5 ml/min. Die in den gewonnenen Fraktionen anfallenden Losungsmittel wurden durch
Vakuumkonzentration (SpeedVac Christ CMC-1, Sartorius BBI Systems, Melsungen)
abgezogen. Die Detektion der Absorption erfolgte bei 220 und 280 nm.

3.3.10 Pufferwechsel durch Dialyse
Die vereinten Fraktionen nach der GréBenausschlusschromatografie (Kap. 3.3.8) wurden
in einer Dialysemembran (Spectra/PRO, MWCO 1000, Roth, Karlsruhe) gegen 51
NMR-Puffer (Kap. 3.1.4) tiber Nacht bei 4 °C dialysiert.



42 3 Materialien und Methoden

3.3.11 Trocknen von Proteinen
Proteinlosungen der SH3-Doménen wurden nach GréBenausschlusschromatografie
(Kap. 3.3.8) und Pufferwechsel (Kap. 3.3.10) in einer Isopropanon/Trockeneis-Mischung
gefroren und an einer CHRIST LOC-1M Lyophylle (Sartorius BBI Systems, Melsungen)

zur Trockene eingeengt.
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3.4 Spektroskopische Methoden

3.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV-Spektroskopie
Die Absorptionsmessungen im UV-Bereich wurden mit einem Helios y Spektrophotometer
(Thermo Spectronic, Cambridge, UK) durchgefiihrt. Fir Messungen wurden
UV-Halbmikro-Kiivetten Plastibrand (Fisher, Schwerte) mit einer Schichtdicke von 1 cm
verwendet. Der verwendete Messbereich lag zwischen 0,05 und 0,8 Absorptionseinheiten.
Losungen mit hoheren Werten wurden mit dem Referenzmedium verdiinnt.
Die Konzentration von Proteinen bzw. Peptiden mit Tryptophanfluorophoren wurde {iber

das Lambert-Beer'sche Gesetz durch Messung der Absorption bei einer Wellenlédnge von
280 nm bestimmt. Es gilt die Beziehung: 4 = ¢ - d - & Dabei ist 4 die im Photometer

gemessene Absorption, ¢ die molare Konzentration (mol/l), d die Schichtdicke (cm) und €
der molare Absorptionskoeffizient (M- cm™), der auf Basis der Aminosiduresequenz
berechnet wurde (Gill & von Hippel, 1989).

Die Konzentrationen der verwendeten synthetischen Peptide ohne Tryptophanfluorophor

(Kap. 3.1.6) wurden nach Einwaage des Herstellers (Kap. 3.1.6) bestimmt.

3.4.2 Bestimmung der Bakteriendichte durch Streulichtmessungen
Zur Bestimmung der Bakteriendichte wurden Streulichtmessungen bei einer Wellenldnge
von 600 nm in Halbmikro-Kiivetten Plastibrand (Fisher, Schwerte) mit einer Schichtdicke
von 1 cm durchgefiihrt. Ab einer ODeso von 0,3 wurden die Proben mit entsprechendem

Medium verdiinnt. Eine Absorptionseinheit (ODso) entspricht in etwa einer

Bakteriendichte von 1 x 10° Zellen/ml.

3.4.3 Bestimmung der thermischen Stabilitit durch CD-Spektroskopie
CD-spektroskopische Untersuchungen wurden an einem J-810 Spektrometer (JASCO
International, Tokyo, Japan), welches mit einem CDF-426S Peltier Temperatur-
kontrollelement und einem Julabo F200 Wasserbad (Julabo Labortechnik GmbH, GroB3-
Umstadt) ausgeriistet war, durchgefiihrt. Die Spektren wurden in einer Quarzkiivette
(Hellma, Miillheim) mit einer Schichtdicke von 1 cm bei einer Aufnahmegeschwindigkeit
von 20 nm/min und einer Auflosung von 0,2 nm aufgenommen. Proteinproben wurden in
einer Konzentration von 10 pM in 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7 vermessen.
Fern-UV-CD-Spektren wurden vor und nach jedem thermischen Ubergang im Bereich 250

bis 200 nm achtmal gemessen, gemittelt und das Pufferspektrum subtrahiert. Die molare
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Elliptizitdt pro Aminosdurerest Oyrw (deg - cm? - dmol™) wurde nach Gleichung 3.1 aus

den gemessenen Werten berechnet.

_@obs Gleichung 3.1

O o=
MRW
cln,

Dabei ist Oqs die beobachtete Elliptizitit, n, die Anzahl der Aminoséduren, / die
Schichtdicke der Kiivette und ¢ die Proteinkonzentration.

Thermische Uberginge wurden durch die Detektion der Elliptizitit bei 222 nm verfolgt.
Die entsprechenden CD-Temperaturkurven wurden in einem Bereich von 5 bis 95 °C
sowohl mit einer Heiz-, als auch Abkiihlrate von 1 °C/min aufgenommen.

Die freie Enthalpie der Stabilisierung (AGx) wurde aus den thermischen Ubergéngen unter

der Annahme der Kooperativitit der Entfaltung (Zwei-Zustands-Modell) sowie einer

konstanten Wérmekapazitiat (AC,) des Systems ermittelt.
U=N

Dabei entspricht N dem gefalteten Protein (native) und U der entfalteten Polypeptidkette
(unfolded). Daraus ergibt sich die Gleichgewichtskonstante der Stabilisierung (Ky):

[NV]
K YS10) Gleichung 3.2

Da die Entfaltungsiiberginge der SH3-Dominen auf der Basis eines Zwei-Zustands-
Modells analysiert wurden, entsprechen nach Abb. 3.1 die gemessene Elliptizitét
®=fy Ox+ fu Oy, wobei Oy und Oy die Elliptizitidt des gefalteten beziehungsweise des

entfalteten Proteins repriasentieren. Daraus ergeben sich fy und f; zu:

,_llo-lol)
N_([@]N—[@ u) Gleichung 3.3
f U:M Gleichung 3.4

Fiir die Gleichgewichtskonstante der Stabilisierung ergibt sich somit:

_fy_(8]-0])

Ky= 7. (@].—0) Gleichung 3.5
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Die Werte flir O und ®y wurden durch Extrapolation der Grundlinien (LckSH3: 5 - 25 °C
und 70 - 95 °C; LckSH3 P17G: 5 - 20 °C und 65 - 95 °C) erhalten.

molare Elliptizitit ©

Temperatur

Abb. 3.1 Schematische Darstellung eines thermischen Entfaltungsiibergangs

Die freie Enthalpie der Stabilisierung (AGy), die Stabilisierungsenthalpie (AHx) und die

Stabilisierungsentropie (ASx) ergeben sich entsprechend der Gleichungen 3.6 bis 3.8 zu:

AGy==RTIn(K ) Gleichung 3.6
0lnK, —AH,
1 R .
5? Gleichung 3.7
A SNZM Gleichung 3.8

T

Entsprechend Gleichung 3.7 liefert die Auftragung von InKy aus Gleichung 3.5 gegen T
bei InK = 0 die Mittelpunktstemperatur (7). Aus der Steigung an 7y erhédlt man AHx und
nach Gleichung 3.6 und 3.8 AGy und AS. Die Extrapolation auf 25 °C ergibt AGy* .

3.4.4 Bestimmung der Affinititskonstanten durch Fluoreszenzspektroskopie
Alle Fluoreszenzmessungen wurden an einem F-4500 Fluorescence Spectrophotometer
(Hitachi, Tokyo, Japan) in einer Halbmikro-Fluoreszenzriihrkiivetten (1,5 ml Fillvolumen,
1 cm Strahlengang) bei 18 °C durchgefiihrt. Bei einer Anregungswellenldnge von 280 nm

ergaben die Differenzspektren in Bereich von 290 bis 420 nm ein Maximum bei 340 nm.
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Zu der vorgelegten Proteinlosung (700 pl, 0,5 uM SH3-Domane in 50 mM Tris/HCI,
150 mM NaCl, pH 7.4) wurden sukzessive 0,5 ul bis 5 pul Aliquots der Peptid-
Stammlosung (0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM oder 5 mM) zugegeben und jeweils 2 min
inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde iiber einen Zeitraum von 30 s aufgezeichnet,
gemittelt und die Eigenfluoreszenz des Puffers subtrahiert sowie das Fluoreszenzsignal
aufgrund der Verdiinnung der Proteinlosung durch die Peptid-Zugabe korregiert.

Die Dissoziationskontante (Kp) beschreibt das Glechgeweicht zwischen den freien Spezies

und dem Komplex (Gleichung 3.9).

R +L

Gleichung 3.9

Dabei entspricht die Konzentration der freien Komponenten [L]=[L]o-[R’L] und
[R1=[Ro-[R'L], wobei [L]o und [R], die jeweiligen Gesamtkonzentrationen der
Komponenten angeben. Wiahlt man die Versuchsbedingungen so, dass die Konzentration
des Liganden (L) deutlich groBer als die des fluoreszierenden Rezeptors (R") ist, kann man

[L] = [L]o setzen. Danach 148t sich Gleichung 3.9 nach Gleichung 3.10 umformen.
[R*L]:M Gleichung 3.10

Die ermittelten Amplituden der Fluoreszenzédnderung (AF) sind wirend der Zugabe des
Liganden proportional zu [R'L], da [R"], als konstant angesehen werden kann. Somit ergibt

sich:

_ AFmax'[L]O

AF= Gleichung 3.11
KD+[L]O

wobei AF .. die maximale Fluoreszenzénderung darstellt.

3.4.5 Bestimmung der Bindungskinetik durch schnelle Mischmethoden
Die Assoziationsreaktionen von Tip(168-187) mit LckSH3 und LckSH3 P17G wurden mit
einer stopped-flow Apparatur von Applied Photophyscis (DX.17MV  Sequential
Stopped-flow Spektrofluorimeter, Applied Photophysics, Leatherhead, UK) durchgefiihrt.

Die Assoziationsreaktion wurde durch schnelles Mischen der Protein- und Peptidlésung im
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Verhiltnis 1:1 anhand der Fluoreszenzianderungen der intrinsischen Fluoreszenz der
SH3-Doménen nach Anregung bei 280 nm, oberhalb von 320 nm beobachtet (Kiivette mit
Aceton zwischen Mischkammer und Fotomultiplier). Die Kinetiken wurden mindestens
zehnmal aufgenommen und gemittelt. Als Puffer wurde 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl
pH 7.4 verwendet. Die Proteinkonzentration betrug 0,5 uM fiir die SH3-Doménen und
wurde fiir den Peptidliganden zwischen 0,5 und 10 uM variiert. Aus der beobachteten
Fluoreszenzidnderung in Bereich von 2 ms nach Mischung (Totzeit des Gerits) bis 100 ms

nach Mischung wurde nach Gleichung 3.12 die apparente Assoziationsrate (k.»s) ermittelt.
F=F, e ™" Gleichung 3.12

Dabei ist F' die gemessene Fluoreszenz, Fi.x der Maximalwert der Fluoreszenz und ¢ die
Zeit in Sekunden.

Unter der Annahme eines Zwei-Zustands-Mechanismus der Assoziationsreaktion und
Versuchsbedingungen pseudo-erster-Ordnung ([L] >> [R]), 146t sich das Gleichgewicht

der Reaktion wie folgt beschreiben:

R+L

Dabei entspricht R dem Rezeptor (SH3-Doméne) und L dem Liganden (Peptid); k., und k.
sind die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation beziehungsweise Dissoziation. Aus
Gleichung 3.13 ist ersichtlich, dass aus einer Auftragung der Konzentrationsabhéngigkeit
der apparenten Assoziationsrate (k.») die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation

(kon) und der Dissoziation (k.;) bestimmt werden kdnnen.

kobS:koﬁ’-i_kon.[L] Gleichung 3.13
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3.5 NMR-Spektroskopie

3.5.1 Geriite
Alle NMR-Experimente wurden an Bruker Avance Spektrometern (DRX400, DRX600,
AV700 oder AV800, Bruker, Karlsruhe) bei Protonenresonanzfrequenzen von 400,13,
600,13, 700,20 und 800,13 MHz durchgefiihrt. Dabei sind ausschlieBlich inverse
'H/®C/®N-Probenkdpfe mit aktiv abgeschirmten Gradientenspulen in z-Richtung
(DRX400, AV700 und AV800) bzw. in alle drei Raumrichtungen (DRX600) verwendet
worden. Die Temperatur wurde mittels einer BVT2000- bzw. BVT3000-Einheit (Bruker,
Karlsruhe) reguliert. Die Referenzierung der '"H chemischen Verschiebungen erfolgte
relativ zu 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat (DSS) in D,O als externen Standard. Die

ppm-Werte der *C- und '"N-Verschiebungen wurden indirekt iiber das Frequenzverhiltnis
der Nullpunktsfrequenzen (Z('H)= 100,00000 MHz, =("*C)= 25,1449530 MHz und
=("N)=10,1329118 MHz; Markley ef al., 1998) geeicht. Als Signal fiir den

Feld-Frequenz-Lock wurde die Resonanzfrequenz des zugesetzten D,O verwendet. Die
Messungen erfolgten im phasensensitiven Modus mit Quadraturdetektion in allen
Zeitdimensionen unter Verwendung der States-TPPI-Technik (time proportional phase
incrementation; States et al., 1982; Marion et al., 1989) bzw. bei Experimenten mit
abschlieBendem  Gradientenecho zur Kohédrenz-Selektion  (Sattler et al., 1995;
Schleucher ef al., 1994) mittels Echo/Antiecho-Technik (Kayef al.,, 1992). Die
Entkopplung der Heterokerne wéhrend der Aufnahme des FID (free induction decay)
wurde durch die GARP-Sequenz (Shaka et al., 1985) erreicht. Die Wasserresonanz wurde
bei den Experimenten mit Detektion der Amidprotonen durch Verwendung -einer
3-9-19 WATERGATE-Sequenz (Sklenar et al., 1993) mit waterflipback (Grzesiek & Bax,
1993) und in den iibrigen 3D-Experimenten durch Kohédrenz-Selektion mit gepulsten
Feldgradienten (Schleucher ef al., 1994) unterdriickt. Zur Breitbandentkopplung von
Protonen diente die WALTZ-16-Sequenz (Shaka ef al., 1983).

3.5.2 NMR-Proben und Messbedingungen
NMR-Messungen erfolgten in Ultra Precision NMR Probenréhrchen (Norell, Inc.,
Landisville, NJ, USA). Die gefriergetrockneten Proteine (Kap. 3.3.11) wurden direkt vor
den Messungen in aqua bidest. gelost sowie 0,02 % (w/v) NaNs; und 10 % (v/v) D,O
zugegeben. NMR-Experimente wurden jeweils bei 298 K mit Pulsprogrammen
durchgefiihrt, die von Dr. K. Schweimer an die verwendeten Gerdte angepasst und

optimiert wurden.
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Nachfolgend sind die Zusammensetzungen der eingesetzten Proteinproben angegeben
sowie die jeweils durchgefiihrten NMR-Experimente tabellarisch dargestellt.

Neben der Angabe der Art der NMR-Experimente beinhaltet die tabellarische Darstellung
die Anzahl der akkumulierten FIDs (NS), die Breite des spektralen Fensters in Hz (SW)
sowie die Anzahl der gemessenen komplexen Datenpunkte (TD).

Alle NOESY-Experimente wurden mit einer Mischzeit von 120 ms, alle
TOCSY-Experimente mit 14 ms Mischzeit und alle C(CO)NH-Experimente mit 43 ms

Mischzeit aufgenommen.

Probe A: 1,6 mM "“C,"”N-LynSH3, 100 mM K-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 6,4

F1 F2 F3 F4
Experiment Spek. NS Referenz
Kern SW TD Kem SW TD Kernm SW TD Kern SW TD
| | McDonald &
H 600 386 'H 9615 16384 Phillips, 1970
1y 13
H,7 C-HSQC 700 8 'H 9766 512 “C 10565 128 Mori et al., 1995

fiir Aromaten

Vuister & Bax,

'H,"*C-CTHSQC 700 8 'H 9766 512 C 12322 320 1095
TH,"N-HSQC 700 8 'H 8389 512 SN 1717 192 Mori et al., 1995
HNCA 600 8 'H 7184 512 BN 1509 32 BC 4527 48 f’;;;zlek & Bax,
HNCO 600 8 'H 7184 512 SN 1610 32 C 2415 48 ?;;;Zlek & Bax,
HNHA 400 16 'H 4789 512 SN 1000 30 'H 3001 64 Y;;;ter & Bax,
HBHA(CO)NH 600 16 'H 7184 512 N 1400 32 'H 4200 80 ?;;;Zlek & Bax,
CBCA(CO)NH 600 16 'H 7184 512 N 1459 32 BC 8753 52 f’;;;i‘ek & Bax,
1 15 13 Grzesiek et al.,
C(CONH 700 8 'H 8389 512 N 1660 32 BC 11621 64 1095
HC(C)H-TOCSY 700 8 'H 9766 512 C 4901 32 'H 4901 80 Kay etal., 1993
(F)CCH-TOCSY 400 16 'H 5208 512 BC 2616 22 C 2616 24 Kay etal., 1993

fiir Aromaten

Cavanagh et al.,

'H,"C-NOESY-HSQC 700 8 'H 8389 512 'H 7702 128 “C 12325 32 1996

1 13
FLPC-NOESY-HSQC 500 g 1y 8380 512 'H 6691 128 “C 3345 24 Cavanagh et al.,
fiir Aromaten 1996

Talluri &

1 15 1 1 15
H,”N-NOESY-HSQC 700 8 H 8389 512 H 7702 128 PN 1717 32 Wagner, 1996

'H,"*C-HMQC- . s s . Clore et al.,
NOESY-'H,”C-HSQC 700 2 H 5580 256 C 5814 16 C 5814 16 'H 5000 32 1991
'H,®C-HMQC-

NOESY-'H, "N-HSQC 700 4 'H 8389 256 BC 5814 16 "N 1717 16 'H 5000 32 Kayetal., 1990




50 3 Materialien und Methoden

Probe B: 700 uM “C,"N-Tip(140-191), 50 mM K-Phosphat, 25 mM NaCl, pH 6,4

F1 F2 F3
Experiment Spek. NS Referenz
Ken SW TD Kemm SW TD Kemn SW TD

'H,"“C-HSQC 600 8 'H 8389 512 BC 6036 128 Mori et al., 1995
'H,"”C-CTHSQC 600 8 'H 8389 1024 "“C 9657 220 Vuister & Bax, 1992
'H,""N-HSQC 600 8 'H 7184 1024 "N 1277 182 Mori et al., 1995
HNCA 600 8 'H 7184 512 N 1277 30 “C 4226 40 Grzesiek & Bax, 1992a
HNCO 600 4 'H 7184 512 BN 1277 30 BC 1509 40 Grzesiek & Bax, 1992a
HNHA 600 8 'H 7184 512 N 1302 30 'H 5000 80 Vuister & Bax, 1993
HNCACB 600 16 'H 7184 512 N 1277 30 "C 8753 52 Wittekind & Miiller, 1993
CBCA(CO)NH 600 16 'H 7184 512 N 1277 30 "“C 8753 56 Grzesiek & Bax, 1992b
C(CO)NH 600 16 'H 7184 512 BN 1277 30 BC 9960 64 Grzesiek etal., 1993
H(C)CH-COSY 600 8 'H 8389 512 BC 5583 32 'H 3781 70 Ikuraetal., 1991
HC(CO)NH 600 16 'H 7184 512 N 1277 30 'H 3721 64 Grzesieketal., 1993

'H,”C-NOESY-HSQC 600 8 'H 8389 512 'H 6602 128 C 5583 40 Cavanaghetal., 1996
'H,""N-NOESY-HSQC 600 8 'H 7184 512 'H 6601 128 "N 1216 30 Talluri & Wagner, 1996

Probe C: 1,6 mM “C,*N-LynSH3, 3,4 mM Tip(167-199), 100 mM K-Phosphat,
50 mM NaCl, pH 6,4

Fl1 F2 F3 F4
Experiment Spek. NS Referenz
Kern SW TD Kern SW TD Kemn SW TD Kernm SW TD

TH,*C-HSQC

.. 800 4 'H 8804 512 BC 5634 128 Mori et al., 1995
fiir Aromaten

Vuister & Bax,

'H,"*C-CTHSQC 800 16 'H 10417 512 BC 14085 360 1095
'H,'’N-HSQC 800 8 'H 9615 512 N 2270 192 Mori et al., 1995
HNCA 600 16 'H 7184 512 N 1811 32 BC 4527 48 ?;;;:‘ek & Bax,
HNHA 400 16 'H 4789 512 SN 1200 36 'H 3001 64 Yg“;_ifer & Bax,
CBCA(CO)NH 600 16 'H 7184 512 SN 1751 32 BC 8753 52 ?;;gi‘ek & Bax,
H(C)CH-COSY 600 16 'H 8389 512 C 7201 32 'H 3601 54 Ikura et al., 1991

Cavanagh et al.,

'H,"C-NOESY-HSQC 800 8 'H 10417 512 'H 9281 128 *C 6640 32 1996

1 13
HPC-NOESY-HSQC o0y g iy gg03 512 'H 9281 128 BC 3823 24 Cavanagh et al.,
fiir Aromaten 1996

Talluri &
Wagner, 1996

'H,"N-NOESY-HSQC 800 8 'H 915 512 'H 9281 128 N 2270 32

TH,*C-HMQC-

1 13 13 1
NOESY-'H,*C-HSQC 800 4 H 5580 256 C 6640 16 C 6640 16 'H 5618 32 Cloreetal., 1991
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Probe D; 1,6 mM "C,”N-Tip(140-191), 3,3 mM LynSH3, 100 mM K-Phosphat,

50 mM NacCl, pH 6,4
F1 F2 F3
Experiment Spek. NS Referenz
Kenm SW TD Kem SW TD Kemm SW TD

'H,"”*C-HSQC 600 16 'H 8389 1024 BC 10565 512 Mori et al., 1995
'H,"*C-CTHSQC 800 16 'H 10417 512 "C 14084 720 Vuister & Bax, 1992
'H,""N-HSQC 600 16 'H 7788 512 N 1460 256 Mori et al., 1995
'H,""N-HSQC 800 8 'H 9615 512 "N 1703 128 Mori et al., 1995
HNCACB 600 16 'H 7184 512 N 1347 30 “C 8753 52 Wittekind & Miiller, 1993
CBCA(CO)NH 600 16 'H 7184 512 N 1347 30 C 8753 52 Grzesiek & Bax, 1992b
C(CO)NH 800 16 'H 9615 512 N 1703 32 "C 13280 64 Grzesick etal., 1993
HC(C)H-TOCSY 800 8 'H 10417 512 C 7042 32 'H 4801 80 Kayetal, 1993

'H,*C-NOESY-HSQC 800 16 'H 10417 512 'H 9281 128 C 6640 32 Cavanaghetal., 1996
'H,""N-NOESY-HSQC 800 8 'H 9615 512 'H 9602 128 "N 2270 32 Talluri & Wagner, 1996

Fiir die Analysen der LckSH3 P17G wurden keine kompletten Datensdtze an Spektren
gemessen, als vielmehr einzelne vergleichende Experimente durchgefiihrt, die in den

folgenden Kapiteln beschrieben werden (Kap. 3.5.7 bis 3.5.11).

3.5.3 Prozessierung der Spektren

Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit Hilfe der Programmpakete NDEE
(Spinup Inc., Dortmund) und NMR-View 5.0.4 (Johnson & Blevins, 1994) sowie durch am
Lehrstuhl entwickelter Programme (Schweimer, 1997; Schweimer, 2000).

Zur Verbesserung der digitalen Auflosung wurden die FIDs der zweidimensionalen
Datensitze entlang beider Dimensionen vor der Fouriertransformation (FT) auf die
doppelte bis vierfache Linge mit Nullen aufgefiillt (zerofilling). Als Filterfunktionen
wurden Sinus- und Sinusquadratfunktionen verwendet (Cavanagh et al., 1996). Falls
notwendig, wurde eine Basislinienkorrektur entlang der Aufnahmedimension mit dem
Programm base fast (Schweimer, 2000) durchgefiihrt. Fiir die meisten dreidimensionalen
Spektren wurden die Aufnahmedimension und eine indirekte Dimension durch ein
zerofilling, Multiplikation des FIDs mit einer Filterfunktion (7m/2 oder =/3
phasenverschobene Sinus- oder Sinusquadratfunktion) und FT prozessiert. Bei der
Prozessierung der verbleibenden indirekten Dimension erfolgte vor der FT eine

Extrapolation durch /inear prediction, um die Auflosung der Dimension zu erhdhen.
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3.5.4 Abstandsbeschrinkungen aus NOE-Kreuzresonanzen
Abstandsbeschrankungen wurden aus den Kreuzresonanzen der NOESY-Experimente
gewonnen (Kap. 3.5.2). Entsprechend der Intensitidten der NOE-Kreuzresonanzen wurden
diese in drei Abstandsklassen eingeteilt (Tab. 3.9). Die Intensititen wurden aus den

Spektren visuell geschitzt (Clore ef al., 1987).

Tab. 3.9 Beziehung der NOE-Intensititen und Protonenabstinde im Molekiil.

NOE- Intensitiit [visuelle Abschiitzung] Abstand [A]

stark <27
mittel <3,5
schwach <50

3.5.5 Diederwinkelbeschriinkungen aus *J(H" , H*)-Kopplungskonstanten
Die Berechnung der *J(HY, H*)-Kopplungskonstanten erfolgte nach Gleichung 3.14 aus
dem Verhiltnis der Intensitdten von Kreuzsignal (/.) und Diagonalsignal (/,) des HNHA-
Experiments (Kap. 3.5.2). F. entspricht einem empirischen Korrekturfaktor, der fir
Molekiile der GroBle der untersuchten SH3-Doménen etwa 1,05 ist (Vuister & Bax, 1993;
Kuboniwa et al., 1994; Diix et al., 1997).

I 1 :
J(HY, H(X)ZFC-;-arctan e Gleichung 3.14
2-1t-12,3 ms 1,

Aminosduren in  Bereichen reguldrer  Sekundirstruktur  weisen CJ(HY, H*)-
Kopplungskonstanten entweder kleiner als 6 Hz (a-Helix) oder groBer als 8 Hz
(B-Faltblattstringe) auf (Cavanagh et al., 1996). Aus theoretischen Berechnungen und
Untersuchungen an Modellsystemen ist bekannt, dass die *J(HY, H*)-Kopplungskonstanten
vom Torsionswinkel ¢ abhingen (Karplus, 1959; Pardi et al., 1984). Daher konnten fiir
Aminoséduren mit einer Kopplungskonstante kleiner als 6 Hz der entsprechende ¢-Winkel

auf -60° £20° und fiir Aminosduren mit einer Kopplungskonstante grofer als 8 Hz auf

-120° £ 40° beschrinkt werden.
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3.5.6 Ir-HNCO-Experiment zur Bestimmung von Wasserstoffbriicken
Fiir die Bestimmung von skalaren *"J(N(i), C'(j))-Kopplungen wurde neben einem
herkdmmlichen HNCO-Experiment (Kap.3.5.2) noch ein weitreichendes HNCO-
Experiment (Ir-HNCO) durchgefiihrt. Beide Experimente unterscheiden sich beziiglich des
Zeitintervalls fiir die De- und Rephasierung der Antiphasemagnetisierung zwischen den

Stickstoff- und Carbonylkohlenstoffatomen (Cordier & Grzesiek, 1999). Die Verldngerung

diese Intervalls von 2 x 16,6 ms auf 2 x 50,0 ms hat zur Folge, dass die skalaren
2J(N(i), C'(i))- und 'J(N(i), C'(i-1))-Kopplungen unterdriickt werden und falls skalaren
BJ(N(), C'(j))-Kopplungen zwischen dem '"N-Atomen der Reste i und den "“C'-Atomen
der Reste j aktiv sind, entsprechende Kreuzresonanzen im Spektrum zu erkennen sind.

Wasserstoffbriicken wurden als zusétzliche Abstandsbeschrankungen in die Struktur-

berechnung (Kap. 3.6) integriert.

3.5.7 Residuale dipolare Kopplungskonstanten
Dipolare Kopplungskonstanten enthalten viele Strukturinformationen, die sich aber
normalerweise in isotropen Losungen als Resultat der Rotationsdiffusion zu Null mitteln
(Tjandra & Bax, 1997). Daher wurden die zu untersuchenden Proteinlésungen mit 10 bis
18 mg/ml PfI Phagensuspension (Profos AG, Regensburg) versetzt, die zu einer
geringefligigen Vorzugsorientierung der Proteine relativ zum homogenen Magnetfeld fiihrt
(Hansen et al., 1998). Residuale dipolare Dy v~ und Dc, n-Kopplungen wurden bei
600 MHz Protonenfrequenz durch Substraktion der skalaren 'J-Kopplungen aus
J-modulierten 'H,""NHSQC-Experimenten (Tjandra ef al., 1997) in Gegenwart von
PfI Phagen und der jeweiligen skalaren 'J-Kopplungen aus Referenzexperimenten ohne
PfI Phagen ermittelt. Fiir die Strukturberechnung wurden die residualen
Dco ne-Kopplungen mit einem Gewichtungsfaktor von -0,4784 relativ. zu den

Dy ux-Kopplungen normiert (Bax et al.,2001).
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3.5.8 Bestimmung der longitudinalen und transversalen "N-Relaxationsraten
Fiir die Bestimmung der longitudinalen (R;) und transversalen (R,) "’N-Relaxationsraten
wurden Serien von modifizierten 'H,""N-HSQC-Experimenten (Dayie & Wagner, 1994)
bei einer Protonenfrequenz von 600 MHz durchgefiihrt. In Abhéngigkeit des gewé#hlten
Relaxationszeitintervalls wurde aus den Signalintensititen [/ (ermittelt mit
NMR-View 5.0.4 (Johnson & Blevins, 1994)) die jeweilige Relaxationsrate R durch

Anpassen an Gleichung 3.15 ermittelt.

—R
I=1e Gleichung 3.15

3.5.9 Der heteronukleare {'"H} "N-NOE
Der heteronukleare {'H} °"N-NOE wurde aus dem Verhiltnis der Intensititen der
Amidresonanzen nach 'H-Séttigung (/,,) und der Referenzintensititen ohne 'H-Sittigung
(I sa) bei einer Protonenfrequenz von 600 MHz ermittelt (Gleichung 3.16;
Dayie & Wagner, 1994). Die 'H-Séttigung wurde durch eine Abfolge von 120°-Pulsen mit

hoher Leistung wéhrend der letzten 3 s des Experiments erreicht.

{IH}ISN—NOEZIIW Gleichung 3.16

no sat

Die Bestimmung der Signalintensititen erfolgte mit dem Programm NMR-View 5.0.4

(Johnson & Blevins, 1994).

3.5.10 Bestimmung des Ordnungsparameters S*
Aus den longitudinalen (R;) und transversalen (R,) '*N-Relaxationsraten (Kap. 3.5.8)
sowie dem heteronuklearen {1H} "N-NOE (Kap. 3.5.9) konnten mit Hilfe des Programms
Tensor 2 (Dosset et al., 2000) auf Basis des 'model-free'-Fromalismus (Lipari & Szabo,

1981) der Ordnungsparameter S* fiir die interne Mobilitit sowie die Rotations-

korrelationszeit (t.) ermittelt werden. Dabei wurde die Analyse auf Aminosduren

beschrinkt, bei denen der heteronukleare {'H} "N-NOE Werte grofler als 0,65 annimmt.

3.5.11 Bestimmung der schnellen Austauschraten der Amidresonanzen
Zur Bestimmung der schnellen Austauschraten der Amidresonanzen der LckSH3 und

LckSH3 P17G wurde das NewMEXICO-FHSQC-Experiment verwendet (Schweimer,
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2000; Mori et al., 1995). Die variable Mischzeit (7,,) betrug dabei 5, 10, 15, 20, 25, 50,
100, 150, 200 und 300 ms. Die Austauschraten (ko) und Relaxationsraten (R/) der
Amidresonanzen wurden durch eine nicht-lineare Zwei-Parameter-Anpassung an

Gleichung 3.17 bestimmt.

S= X Ko .(e(‘RIBTmLe[‘(Rfﬁ"»hv)Tm} Gleichung 3.17
RI +k, —RI,

S repriasentiert dabei die Signalintensitit, f einen Proportionalititsfaktor zwischen
Molverhéltnis und Signalintensitdt und X den Molenbruch. Die Indices A und B
repriasentieren Amidprotonen beziehungsweise Protonen des Wassers.

Die Auswertung erfolgt mit dem Programm MATLAB 6.5 unter Verwendung der Skripten
Ick_multifit2.m und wex fit3.m (Schweimer, unveroffentlicht). Dabei erfolgte eine
Abschitzung der Standardabweichung aus dem Verhéltnis der Signalintensitét (S) relativ

zur Signalintensitit zweier Referenz-HSQC-Spektren.

3.5.12 Berechnung der Normverschiebung

Auf der Basis der chemischen Verschiebungen der LynSH3 vor und nach Tip-Bindung

wurde eine so genannte Normverschiebung (A,.-») berechent (Gleichung 3.18).

13 15
| [A°Cl AN
_Zm H|+Z 4 +z 10 Gleichung 3.18

Armrm -
N

Dabei werden die gewichteten, betragsmissigen Differenzen der chemischen 'H-, *C- und
"N-Verschiebungen (in ppm) summiert und durch die Anzahl N der betrachteten Atome
geteilt. Somit kann auch den Anderungen der chemischen Verschiebungen von

Seitenkettenresonanzen bei Ligandenbindung besser Rechnung getragen werden.
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3.6 Molekiildynamische Simulationen fiir die Strukturberechnung
Alle  Strukturberechnungen sind mit dem Programmpaket XPLOR-NIH-1.2.1
(Schwieters et al., 2003) auf Sun Fire V880 Workstations beziehungsweise auf dem
Linux-Cluster des Rechenzentrums Bayreuth (Kap. 3.1.8) durchgefiihrt worden.

Ziel der Strukturberechnung war die Minimierung der Zeilfunktion £, in Gleichung 3.19.

E =F

pot chem

FWeo o Gleichung 3.19

Gleichung 3.20

E E, .tE +E, +E

chem ™ angles impropers vdw

E..,=Eyort+E 4 (+E Gleichung 3.21

exp sani )

Gleichung 3.19 verdeutlicht, dass sich die Zielfunktion E,, aus zwei Termen
zusammensetzt — einem Term flir das chemische Potenzial der Primérstruktur Een
(Bindungslédngen, Bindungswinkel und nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen den
Atomen; Gleichung 3.20) und einem Term fiir die experimentellen Daten E..,
(Abstandsbeschrankungen aus  NOE-Kreuzresonanzen, = Wasserstoffbriichen  und
Salzbriicken sowie Diederwinkelbeschrinkungen aus *J(HY, H*)-Kopplungskonstanten und
Beschriankungen aus residualen dipolaren Kopplungen; Gleichung 3.21).

Grundlage fiir die Berechnung des chemischen Potenzials der Primérstrukur ist das
CHARMM-Kraftfeld (Brooks et al., 1983). Der Faktor w.,, in Gleichung 3.19 erlaubt eine
unterschiedliche Gewichtung der chemischen und experimentellen Potenzialterme wéhrend

verschiedener Phasen der Strukturberechnung.

3.6.1 Generierung der Startstrukturen
Als Startstrukturen wurden gestreckte Polypeptidketten mit korrekter lokaler Geometrie
generiert. Auf der Basis der Primédrsequenz wurden mit Hilfe der XPLOR-
Standardprotokolle generate structure.inp und generate template.inp die jeweiligen
Struktur- und Koordinatendateien erzeugt. Die Strukturdateien (*.psf-Dateien; protein
structure files) enthalten alle Informationen tiber Ladung und Masse der einzelnen Atome
sowie Informationen iiber kovalente Bindungen zwischen ihnen. Die Koordinatendateien

(*.pdb-Dateien) wuren im protein data bank-Format erstellt.
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3.6.2 Strukturberechnung nach dem Prinzip des simulated annealing
Zu Beginn der Strukturberechnung wurden der jeweiligen Startstruktur (Kap. 3.6.1)
zufillig gewdhlte Torsionswinkel fiir das Proteinriickgrat zugewiesen. Fiir eine moglichst
vollstindige Absuche der Potenzialflaiche des Konformationsraums wurden 60 ps (3 fs

Integrationsschritt) Molekiildynamiksimulationen bei 2 000 K durchgefiihrt. Dabei wurden

nicht-kovalente Wechselwirkungen nur fiir die C*-Atome und einem Kohlenstoffatom mit
einem van der Waal-Radius von 2,25 A fiir jede Seitenkette beriicksichtigt. AnschlieBend
folgte die erste Abkiihlphase von 2000 K auf 1000 K in 60 ps (2 fs Integrationsschritt),
wobei die nicht-kovalenten Wechselwirkungen fiir alle Atome beriicksichtigt wurden und
die einzelnen Kraftkonstanten sukzessive auf ihren endgiiltigen Wert erhoht wurden. In der
zweiten Abkiihlphase wurden {iber einen Simulationszeitraum von 30ps (2 fs
Integrationsschritt) die Temperatur von 1000 K auf 100K gesenkt, wobei alle
Kraftkonstanten unverdndert blieben. AbschlieBend wurden 400 Schritte einer
Energieminimierung durchgefiihrt (Sticht et al., 1999).

3.6.3 Strukturverfeinerung mit residualen dipolaren Kopplungen

Fiir die 60 Strukturen mit den niedrigsten Werten der Zielfunktion E,, aus (Kap. 3.6.2)
wurde eine Verfeinerung mit Hilfe residualer dipolarer Kopplungen (Kap. 3.5.7)
vorgenommen. Dabei wurden die Strukturen aus Kap.3.6.2 fiir 2,5ps (0,5 fs
Integrationsschritt) bei 1 000 K molekiildynamisch simuliert und anschlieend iiber einen
Simulationszeitraum von 75 ps (0,5 ps Integrationsschritt) auf 300 K abgekiihlt. Fiir jede
zu verfeinernde Struktur wurden fiinf unabhéngige Losungen berechnet und die beziiglich
der Zielfunktion E,, energetisch beste Struktur fiir die Analyse weiterverwendet.

Die Werte fiir die Anisotropie D, und Rhombizitdt R des Vorzugsorientierungstensors D
wurden aus den Extremwerten fir Dyonmin=2 D, und Dxunmax = -Da(1+3/2 R)
(Kap. 3.5.7) abgeschitzt (Clore et al., 1998).
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3.7 Freie Molekiildynamiksimulationen
Alle freien molekiildynamischen (MD) Simulationen wurden mit dem Programmpaket
Amber 7 (Perlman ef al., 1995) unter Verwendung des Kraftfelds ff99 (Cornell ef al.,
1995; Cheatham et al., 1999) in explizitem Wasser durchgefiihrt. Die Simulationen
wurden auf Hochleistungsrechnern des Regionalen Rechenzentrums Erlangen sowie des

Leibnitz-Rechenzentrums Miinchen (Kap. 3.1.8) berechnet.

3.7.1 Solvatisierung der Strukturen

Mit Hilfe der Programme xLEaP und ¢LEaP (Bestandteil des Amber 7 Programmpakets)
wurden die Startstrukturen solvatisiert, sodass jeweils quadratische Boxen mit mindestens
10 A Abstand zu jedem Atom der SH3-Dominen entstanden. Dazu waren zwischen 5 828
und 7547 Wassermolekiile (TIP3P Wassermodell; Jorgensen et al., 1983) erforderlich.
Zusitzlich wurden Na'-Ionen in ausreichender Anzahl erginzt, um die Nettoladungen der
Systeme zu neutralisieren.

AnschlieBend wurden die Koordinaten (*.crd-Dateien) und Topologien (*.top-Dateien) der

Systeme als Ausgangspunkte fiir die Molekiildynamiksimulationen generiert.

3.7.2 Aquilibrierung der Systeme

Die Molekiildynamiksimulationen wurden mit periodischen Randbedingungen unter
Verwendung einer Particle- Mesh- Ewald-Summation (Darden ef al., 1993) und einer
Ausschlussgrenze von 9 A unter konstantem Druck mit Hilfe des Sander-Moduls
(Bestandteil des Amber 7 Programmpakets) durchgefiihrt. Streckschwingungen von
Bindungen, an denen Protonen beteiligt waren, wurden unterdriickt (SHAKE;
Ryckaert et al., 1977; Miyamoto & Kollman, 1992). Da die Schrittlinge der einzelnen
Iterationen von der schnellsten zu simulierenden Bewegung abhéngt, konnten somit
Integrationsschritte von 1,5 fs gewéhlt werden.

Nach der Solvatisierung der Systeme (Kap. 3.7.1) wurden 1000 Zyklen einer SD-(steepest
descent)-Energieminimierung der Wassermolekiile durchgefiihrt, indem die SH3-Dominen
mit einer Kraftkonstante von 500 kcal - mol™” - A? fixiert wurden. AnschlieBend folgten
12500 MD-Schritte zu je 1,5 fs ohne Berechnung der Elektrostatik wihrend derer die
Systeme auf 300 K erwarmt wurden. Daran schlossen sich weitere 12 500 MD-Schritte zu
1,5fs bei 300K unter Beriicksichtigung der Elektrostatik an. Wéhrend beider
MD-Simulationen wurden die SH3-Doménen mit einer Kraftkonstante von

500 kcal - mol™ - A~ fixiert, damit sich die Hydrathiillen an die Proteine anpassen konnten.
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Es folgten drei SD-Energieminimierungen zu je 1000 Zyklen, wobei die Kraftkonstanten
zur Fixierung der SH3-Dominen auf 250, 125 bezichungsweise 62,5 kcal - mol™ - A*
gesenkt wurde.

Zur Verfeinerung der Interaktionen der Proteine mit den umgebenden Wassermolekiilen
wurden 2000 MD-Schritte zu je 1,5fs bei 300 K und einer Kraftkonstante von
30 kcal - mol' - A? auf die Atomenpositionen der SH3-Dominen durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die Beschrdnkungen der SH3-Doménen {iiber fiinf
SD-Energieminimierungen zu je 600 Zyklen entfernt, indem die Kraftkonstanten von 20
auf 15, 10, 5 bziehungsweise 0 kcal - mol™” - A gesenkt wurden.

Abschlieend folgten 15000 MD-Schritte zu je 1,5 fs bei 300 K, bei denen sich sowohl die

Wassermolekiile als auch die SH3-Doménen frei bewegen konnten (Wang et al., 2001c¢).

3.7.3 Produktionsliiufe
Trajektorien der nach Kap. 3.7.2 dquilibrierten Systeme wurden durch MD-Simulationen
von je 675000 Schritten & 1,5 fs erhalten, wobei alle 500 Schritte die physikalischen
Systemparameter und alle 1000 Schritte eine Struktur gespeichert wurde. Dabei wurden
alle 500 Schritte sowohl die Translations- als auch die Rotationsbewegungen aus den
Simulationen entzogen. Die Wéarmebadkopplung fiir die Temperaturkontrolle wurde auf

0,5 ps und die maximale Geschwindigkeit der Komponenten auf 20 A - ps™' begrenzt.

3.7.4 Analyse der Trajektorien

Mit Hilfe des Programms pt#raj (Bestandteil des Amber 7 Programmpakets) wurden alle
Wassermolekiile aus den Trajektorien entfernt und die Strukturen der SH3-Doménen im
PDB-Format gespeichert. Gleichzeitig wurden die atomaren Fluktuationen der C*-, C'- und
N"-Atome ermittelt.

AnschlieBend wurden die Ensemble der Strukturdateien im PDB-Format mit dem
Programm VMD 1.8.2 (Humphrey ef al., 1996) sowie der in dieser Arbeit entwickelten
Programme reference.java und confSampling.java (Kap. 3.1.10) analysiert, die die nativen
Kontakte beziehungsweise die 'bindungsaktiven' Konformationen der SH3-Doménen
identifizierten. Weiterhin wurden aus den verschiedenen Trajektorien mit Hilfe des
Programms NMRCLUST (Kelley, et al., 1996) die Strukturen in Cluster gruppiert und aus

den fiir jeden Cluster reprédsentativen Strukturen ein représentatives Ensemble erstellt.
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3.8 Molekiilldynamische Nicht-Gleichgewichtssimulationen
Alle molekiildynamischen Entfaltungen bei hoher Temperatur wurden ebenfalls in
explizitem Wasser mit dem Programmpaket Amber 7 (Perlman et al., 1995) unter
Verwendung des Kraftfelds ff99 (Cornell ef al., 1995; Cheatham ef al., 1999) simuliert.
Die Rechnungen wurden auf Hochleistungsrechnern des Regionalen Rechenzentrums

Erlangen sowie des Leibnitz-Rechenzentrums Miinchen (Kap. 3.1.8) durchgefiihrt.

3.8.1 Solvatisierung und Vorbereitung der Systeme

Die Solvatisierung der zu untersuchenden SH3-Dominen erfolgte wie in Kap. 3.8.1
beschrieben. Simulationen wurden mit periodischen Randbedingungen unter Verwendung
einer Particle- Mesh- Ewald-Summation (Darden et al., 1993) und einer Ausschlussgrenze
von 9 A mit Hilfe des Sander-Moduls (Bestandteil des Amber 7 Programmpakets)
durchgefiihrt. Streckschwingungen von Bindungen, an denen Protonen beteiligt waren,
wurden unterdriickt (SHAKE; Ryckaertef al.,, 1977, Miyamoto & Kollman, 1992),
wodurch Integrationsschritte von 1,5 fs gewdhlt werden konnten.

Nach einer 1000 Zyklen umfassenden SD-Energieminimierung der Wasserhiille, bei der
die SH3-Doménen mit einer Kraftkonstante von 500 kcal - mol™ - A? fixiert wurde, folgte
eine MD-Simulation mit Integrationsschritten von 1,5 fs bei konstantem Druck bis das
System eine Dichte von 0,829 g/ml (experimenteller Wert fiir 498 K; Day et al., 2002)
erreicht hatte. Alle weiteren Schritte wurden bei konstantem Volumen des Systems
berechnet.

Die Wassermolekiile wurden zweimal in je einer 1000 Zyklen umfassenden
SD-Energieminimierung und einer 1000 Schritte umfassenden MD-Simulation bei 300 K
an die fixierten SH3-Dominen angepasst. AnschlieBend wurden die SH3-Dominen in
gleicher Weise energieminimiert und molekiildynamisch simuliert, wobei hingegen die
Atome der Wassermolekiile mit einer Kraftkonstante von 500 kcal - mol™ - A? fixiert
wurden. AbschlieBend wurden der gleiche Zyklus ohne Fixierung einer der Komponenten
wiederholt. Danach wurde iiber die ersten 5000 Schritte einer 15000 Schritte zu je 1,5 fs
umfassenden MD-Simulation die Temperatur auf 498 K erh6ht und anschlieBend konstant

gehalten (Day et al., 2002).

3.8.2 Simulation der thermischen Entfaltung
Trajektorien der Entfaltung der vorbereiteten Systeme (Kap. 3.8.1) wurden durch MD-

Simulationen mit Integrationsschritten von 1,5 fs bei 498 K erhalten. Es wurden jeweils
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Blocke zu 250000 Schritten simuliert. Dabei wurden alle 500 Schritte die physikalischen
Systemparameter und alle 1000 Schritte eine Struktur gespeichert. Gleichzeitig wurden
alle 500 Schritte sowohl die Translations- als auch die Rotationsbewegungen aus den
Simulationen entzogen. Die Wéarmebadkopplung fiir die Temperaturkontrolle wurde auf
0,5 ps und die maximale Geschwindigkeit der simulierten Komponenten auf 20 A - ps™
begrenzt.

Die Simulationen wurden beendet, sobald die vollstindige Entfaltung der Proteine
(Definition siehe Kap. 3.8.3) gezeigt werden konnte. Andernfalls wurde ein neuer

Simulationsblock mit weiteren 250 000 Schritten gestartet.

3.8.3 Auswertung der Trajektorien

Die Strukturen der SH3-Doménen der MD-Simulation bei hoher Temperatur (Kap. 3.8.2)
wurden mit Hilfe des Programms pfraj (Bestandteil des Amber 7 Programmpakets)
nachdem alle Wassermolekiile entfernt waren im PDB-Format gespeichert.

AnschlieBend wurden die Strukturdateien mit VMD 1.8.2 sowie der in dieser Arbeit
entwickelten Programme disappear.java, disappear 2D.java, qCombine.java  und
gDiff.java (Kap. 3.1.10) analysiert. Als Beobachtungsvariable wurde dabei der Anteil noch
intakter, nativer Kontakte Q gewéhlt. Die nativen Kontakte der SH3-Doménen wurden aus
freien MD-Simulationen identifiziert (Kap.3.7.4). Sank der Q-Wert iiber einen
Simulationszeitraum von mehr als 15 ps unter 0,1 ab, wurde das Protein als vollstindig

entfaltet angesehen und die MD-Simulation beendet.
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3.9 Modellierung von Proteinstrukturen

3.9.1 Strukturen der LckSH3 _P17G
Da aus der Korrelation der residualen dipolaren Dy my-Kopplungen des Wildtyps und der
P17G-Mutante der LckSH3-Domine hervorgeht, dass der Aminosdurenaustausch keine
Anderung der globalen Struktur der SH3-Domine bewirkt (Kap.4.2.6), wurden die
Strukturen der LckSH3 P17G fiir die freie MD- (Kap. 3.7) und MD-Simulationen bei
hoher Temperatur (Kap. 3.8) mit Hilfe des Programms SYBYL 6.5 (Tripos Associates
Inc., 1998) durch Einfithrung der P17G-Mutation in die wildtyp LckSH3 (PDB: 1h92;

Schweimer et al., 2002) generiert.

3.9.2 Komplex der LckSH3 mit Tip(174-187)

Die Komplexstruktur der LckSH3 mit Tip(174-187) wurde als Homologiemodell auf Basis
der LynSH3-Tip-Struktur mit Hilfe des Programms Swiss-Pdb-Viewers und des SWISS-
MODEL Servers (Guex & Peitsch, 1997) entsprechend der Anleitung des Anbieters
generiert.

Fiir das erhaltene Modell wurde unter der Verwendung der Programme RasMol 2.6 (Sayle,
R. A., University of Massachusetts, USA) und MolMol 2.6 (Koradi e al., 1996) die
Erfiillung der experimentellen Daten des LckSH3-Tip-Komplexes aus Bauer (2001) und
Bauer et al. (2004) bestitigt.

3.9.3 Abschitzung der freien Bindungsenergie unpolarer Gruppen
Auf Basis der Komplexstruktur der LynSH3 (Kap. 4.5.6) und des Komplexmodells der
LckSH3 (Kap. 4.6) mit Tip wurde mit Hilfe des Programms MolMol (Koradi et al., 1996)
die Differenz der zugidnglichen Oberfliche (ASA) von L186 aus Tip bei Bindung an die
SH3-Doménen berechnet. Diese lédsst sich nach Gleichung 3.22 in eine Differenz der freien
Bindungsenergie unpolarer Gruppen (AG,,) umrechnen (Sitkoffer al., 1994;
Kuhn & Kollman, 2000).

AG,,=0,00524-A54+0,92 Gleichung 3.22
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4 Experimente und Ergebnisse

4.1 Klonierung, Expression und Reinigung der zu analysierenden Komponenten
Aus vorangegangenen Arbeiten (Bauer, 2001; Schweimer et al., 2002; Bauer et al., 2004)
ist bekannt, dass der Komplex aus LckSH3 und Tip eine auf der NMR-Zeitskala
ungiinstige Dynamik besitzt, die die Bestimmung einer hochaufgelosten Losungsstruktur
mittels NMR-Spektroskopie verhindert. Im Gegensatz dazu konnten in den selben Arbeiten
gezeigt werden, dass die LynSH3-Doméne eine deutlich stirkere Bindung zu Tip aufweist
sowie giinstigere Eigenschaften der Komplexdynamik auf der NMR-Zeitskala zeigt und
somit fiir eine Bestimmung der Komplexstruktur wesentlich erfolgsversprechender ist.

Um Wechselwirkungen von Tip mit LckSH3 eventuell doch NMR-spektroskopisch
untersuchen zu konnen, wurde als alternativer Ansatz die Mutation P17G in LckSH3
eingefiigt. Aus der Literatur ist bekannt, dass groBere Affinitidten der SH3-Doménen der
Src-Familie zumindest teilweise durch eine Erhohung der Flexibilitdt der RT-Schleife zu
erzielen sind (Arold ef al., 1998). Diese Mutation sollte die Flexibilitdt der RT-Schleife
und damit die Affinitdt der Bindung erhéhen.

Die Darstellung der LckSH3 P17G erfolgte analog zur Klonierung der LckSH3
(Schweimer et al., 2002), wobei abweichend ein ldngerer 5'-Primer mit entsprechendem
Basenaustausch fiir die P17G-Punktmutation gewéhlt wurde (Kap.3.2). Die korrekte
Nukleinsduresequenz des erhaltenen Plasmids pGEX-LckSH3 P17G (Anhang 10.1) wurde
durch Sequenzierung bestdtigt. Die Expression erfolgte analog zu LckSH3 in E. coli BL21
als GST-Fusionsprotein (Bauer, 2001).

Alle fiir diese Arbeit rekombinant dargestellten Proteine wurden durch GST- (Kap. 3.3.6)
beziehungsweise Metallionenaffinitdtschromatografie (Kap. 3.3.5), Thrombin- (LckSH3
und LckSH3 P17G) beziehungsweise PreScissionspaltung (LynSH3 und Tip(140-191))
(Kap. 3.3.7) und anschlieBender GroBenausschlusschromatografie (Kap. 3.3.8) gereinigt
(Anhang 10.2). Die Reinheit wurde durch SDS-PAGE (Kap.3.3.1) und teilweise
RP-HPLC (Kap. 3.3.9) iberpriift sowie die korrekte Aminosdurenzusammensetzung
massenspektroskopisch festgestellt (Anhang 10.2). Fir die NMR-spektroskopischen
Untersuchungen konnten so Ausbeuten von bis zu 70 mg unmarkiertem beziehungsweise
40 mg "N- oder "“C- und ""N-markiertem Protein pro Liter Anzuchtmedium isoliert

werden.
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4.2 Charakterisierung der P17G-Mutante der LckSH3 im Vergleich zum Wildtyp
Da zu Beginn dieser Arbeit die vollstindige Bindungsregion des Tip-Proteins bei
Wechselwirkungen mit LckSH3 und LynSH3 noch nicht exakt eingegrenzt war, wurden
verschiedene Fragmente von Tip verwendet. Die initialen Charakterisierungen erfolgten
mit dem rekombinant dargestellten Tip(140-191) (Kap. 4.4.1), das neben dem SH3B- auch
das CSKH-Motiv beeinhaltet (Kap. 1.4). Im Verlauf der hier dargelegten Studien wurden
aus Griinden der Verfligbarkeit neben der rekombinant dargestellten Tip-Variante zwei
weitere (synthetische) Tip-Fragmenten verwendet. Mit Tip(167-199) konnte die
Beteiligung des CSKH-Motivs an der SH3-Bindung ausgeschlossen werden (Bauer ef al.,
2004) und mit Tip(168-187) konnte ein minimales Tip-Fragment identifiziert werden, das
alle an der SH3-Bindung beteiligten Aminoséduren umfasst. Aufgrund der Minimierung der
Peptidldnge war es fiir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und zur Beriicksichtigung
der biologischen Eigenschaften im Gesamtprotein erforderlich, die Endgruppen zu
schiitzen. Daher wurden in dieser Arbeit nur Peptide mit NH,-terminaler Acetylierung und
COOH-terminaler Amidierung verwendet (Kap. 3.1.6). Diese Modifikationen haben zur
Folge, dass die Peptide die Verhéltnisse in einer intakten Peptidkette des Gesamtproteins
besser wiedergeben (Chakrabartty et al., 1993; Maillere & Herve, 1997). Weiterhin war
fiir eine eindeutige Interpretierbarkeit der Resultate der Methoden beruhend auf den
Fluoreszenzinderungen der SH3-Doméinen bei Ligandenbindung (Kap. 3.4.4 und 3.4.5)
erforderlich, W170 in Tip durch Leucin zu ersetzen. Dabei zeigten weder die
COOH-terminale (Tip(167-199)) oder NH»-terminale (Tip(140-191)) Verldngerung des
Tip(168-187) Peptids, noch der W170L-Austausch einen signifikanten Einfluss auf die
Affinititen zu den untersuchten SH3-Dominen (E. Hofinger, personliche Mitteilung;
Schweimer et al., 2002). Da aufgrund der W170L-Mutation in Tip eine zuverldssige
Konzentrationsbestimmung durch UV-Spektroskopie (Kap.3.4.1) nicht moglich war,
wurde die Konzentration der synthetisierten Peptide aus der jeweiligen Einwaage nach
Herstellerangaben berechnet. Um Relativaussagen fiir den Vergleich der einzelnen
Systeme erhalten zu konnen, wurden die vergleichenden Untersuchungen der
Bindungseigenschaften der LckSH3, LynSH3 und LckSH3 P17G immer mit den selben
Ligandenstammldsungen durchgefiihrt; auf quantitative Vergleiche der Affinititen

verschiedener Liganden wurde verzichtet.
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4.2.1 Bestimmung der Affinitit zu Tip(168-187) mittels Tryptophanfluoreszenz
Die Bestimmung der Affinititen der drei analysierten SH3-Dominen zu Tip(168-187)
wurde durch Fluoreszenzspektroskopie ermittelt (Kap. 3.4.4).

rel. Fluoreszenz

0 20 40 60 80 100
Tip(168-187)-Konzentation [uM]

Abb. 4.1 Bestimmung des Einflusses der P17G-Mutation auf die Affinitit von
Tip(168-187) zu LckSH3 verglichen mit LynSH3 mittels Fluoreszenztitration -
LckSH3 (Dreiecke), LckSH3 P17G (Quadrate) und LynSH3 (Kreise). Aufgetragen ist
die relative Anderung der Fluoreszenz der Tryptophane der SH3-Dominen bei 340 nm
gegen die Konzentration von Tip(168-187) (0,5 uM SH3 in 50 mM Tris/HCI, 150 mM
NaCl, pH 7,5). Die Affinitdt der Peptide ergeben Gleichgewichtskonstanten fiir
LynSH3 von 0,83+0,05uM, fiir LckSH3 von 16,80+0,61 uM und fiir
LckSH3 P17G von 2,23 +£ 0,26 uM.

Die Auftragung der gemessenen Fluoreszenz sowie die nichtlinearen Anpassungen zur
Bestimmung der Bindungskonstanten (Kap. 3.4.4, Gleichung 3.11) sind in Abhéngigkeit
der Ligandenkonzentration in Abb. 4.1 dargestellt. Die so erhaltenen Bindungskonstanten
betragen fiir die Bindung von Tip(168-187) an LynSH3 0,83 +0,05 uM, an LckSH3
16,80 £0,61 uM und an LckSH3 P17G 2,23 +£0,26 uM. Somit bindet Tip(168-187)
ungefdahr um einen Faktor 20 stiarker an LynSH3 als an LckSH3. Der Austausch der starren
Aminoséure Prolin an Position 17 durch die flexible Aminosdure Glycin in LckSH3 P17G
bewirkt eine um den Faktor acht stirkere Bindung verglichen mit dem Wildtyp. Dieser
Austausch einer Aminosdure der RT-Schleife bewirkt, dass LckSH3 P17G Tip(168-187)
anndhernd mit der gleichen Affinitét bindet wie LynSH3.

4.2.2 NMR-spektroskopische Titration von LckSH3 P17G mit Tip(167-199)
Da LckSH3 P17G verglichen mit dem Wildtyp eine deutlich héhere Affinitdt zu Tip
aufweist (Kap.4.2.1), wurden ihre NMR-spektroskopischen FEigenschaften néher
untersucht. In Abb. 4.2 sind die Anderungen der chemischen Verschiebungen der

"N-LckSH3 P17G unter schrittweiser Zugabe von unmarkiertem Tip(167-199) dargestellt.
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Abb. 4.2 NMR-Titrationsexperiment der LckSH3 P17G mit Tip(167-199). Uberlagerung
der 'H,"N-HSQC-Spektren der freien, '"N-markierten LckSH3 P17G (rot) unter
gradueller Zugabe von Tip (Endkonzentrationen: 210 uM LckSH3 P17G, 1,12 mM
Tip(167-199), 13 mM K-Phosphat, 7 mM NaCl, pH 6.4 bei 298 K und 600 MHz). Die
Resonanzen der gebundenen LckSH3 P17G sind in grin dargestellt; alle
Zwischenschritte verlaufen von Orange nach Gelb. Die Kreuzresonanzen der
Aminosduren im gebundenen Zustand sind mit ihrer zugehoérigen Sequenzposition
gekennzeichnet. Resonanzen, die sich im intermedidren Austausch bei
Ligandenbindung befinden, sind mit durchgezogenen Linien verbunden.
Seitenkettenresonanzen sind mit 's¢' gekennzeichnet und fiir die Aminosduren
Asparagin und Glutamin mit einer gestrichelten Linie verkniipft.

Bei der NMR-spektroskopischen Titration werden deutliche Anderungen der chemischen
Verschiebungen von LckSH3 P17G fiir die Reste G17-123, E35-A43 und F53-N57, die im
Bereich der RT- und n-Src-Schleife sowie in der 3j-Helix zwischen den
B-Faltblattstrangen B4 und B5 liegen, beobachtet. Weiterhin zeigen die Bereiche von
110-L12 sowie F58-A60 der Faltblattstringe Bl und B5 deutliche Anderungen bei

Ligandenbindung. Die gleichen Verdnderungen konnten in vorangegangenen Arbeiten
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schon fiir den Wildtyp der LckSH3 bei Tip-Bindung beobachtet werden (Schweimer et al.,
2002). Diese Regionen sind aus der Literatur dafiir bekannt, eine Hauptinteraktionsflache
bei der Ligandenbindung zu bilden (Larson & Davidson, 2000). Ein giinstigeres Verhalten
der Komplexdynamik (langsamer Austausch), wie es aus den Titrationsexperimenten der
LynSH3 mit Tip abzulesen ist (Bauer, 2001), war fiir die LckSH3 P17G genau wie fiir den
LckSH3-Wildtyp nicht zu erkennen.

Obwohl die LckSH3 durch die P17G-Punktmutation einen deutlichen Zuwachs der
Affinitdt zu Tip erfahrt (Kap. 4.2.1), ist aus den NMR-Titrationsexperimenten abzulesen,
dass die Bestimmung einer hochaufgelosten Komplexstruktur aus LckSH3 P17G und Tip
genauso wenig moglich ist, wie fiir den Wildtyp (Bauer, 2001; Schweimer ef al., 2002;
Bauer e al., 2004). Die Gewinnung einer ausreichenden Anzahl experimenteller
Randbedingungen fiir die Bestimmung einer hochaufgeloste Komplexstruktur scheint nur
fir das LynSH3-Tip-System realistisch, das in den Kap. 4.4 und 4.5 ndher untersucht

wurde.

4.2.3 Bestimmung der Bindungskinetik durch schnelle Mischmethoden

Um die zirka zehnfach stirkere Bindung der P17G-Mutante von LckSH3 an Tip(168-187)
ndher zu charakterisieren, kamen schnellen Mischmethoden (stopped-flow) zum Einsatz
(Kap. 3.4.5). Obwohl die Bestimmung der Komplexstruktur von LckSH3 P17G-Tip nicht
realistisch erschien (Kap. 4.2.2), sollten so die Affinitdtsunterschiede zur wildtyp LckSH3
nédher analysiert werden.

Im Mittelpunkt des Interesses stand die Frage, ob die deutlich stirkere Bindung von
LckSH3 P17G durch ein schnelleres konformationelles Abtasten (Effekt auf 4,,) und/oder
zusitzliche Wechselwirkungen im Komplex (Effekt auf k,;) herriihrt. Zu diesem Zweck
wurde die Bildung des Komplexes durch schnelle Mischung in einer stopped-flow
Apparatur induziert und anhand der Anderung der Tryptophanfluoreszenz der LckSH3
beobachtet (Kap. 3.4.5). Die gemessenen Fluoreszenzinderungen bei unterschiedlichen
Ligandenkonzentrationen in Abhingigkeit der Zeit sind in Abb. 4.3 dargestellt. Da die
Fluoreszenzdnderungen mit einer monoexponentiellen Formel gut beschrieben werden
konnte (Kap. 3.4.5, Gleichung 3.12), ist davon auszugehen, dass die Komplexbildung nach
einem Zweizustandsmodell erfolgt. Die Anpassung der gemessenen Werte an diese
Funktion liefert die beobachteten Raten k,» (Abb. 4.3), aus denen unter der Annahme einer
Reaktion pseudoerster Ordnung die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (k.,) und

Dissoziation (ko) bestimmt werden konnen (Kap. 3.4.5, Gleichung 3.13).
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Abb. 4.3 Assoziationskinetik von Tip(168-187) mit LckSH3. Dargestellt sind die zeitlichen
Verldufe der relativen Fluoreszenzdnderungen gemittelt {iber mindestens zehn
Messungen (diinne Linien) bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen und gleicher
LckSH3 Konzentration (0,5 uM SH3, 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5). Die
Anpassungen an eine monoexponentielle Funktion sind als dicke Linien
hervorgehoben und die daraus resultierenden beobachteten Raten k., sowie die
zugehorige Ligandenkonzentration sind angegeben.
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Abb. 4.4 Lineare =~ Abhéngigkeit der  beobachteten @ Raten k&, von der
Ligandenkonzentration. Aus der Regressionsgerade (durchgezogene Linie) lasst sich

die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation k,y= 132 s sowie der Assoziation
kon =3,5 - 10" M's" ablesen.

Die lineare Abhéngigkeit der beobachten Gleichgewichtskonstante k. von der
Ligandenkonzentration wird aus Abb. 4.4 ersichtlich. Der y-Achsenabschnitt der
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Regressionsgeraden gibt dabei die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation von
kos=132s", die Steigung der Regressionsgeraden die Geschwindigkeitskonstante der
Assoziation von k., = 3,5 - 10’ M''s™ des LckSH3-Tip(168-187)-Komplexes an.

Die aus den Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und Dissoziation zu berechnende
Bindungskonstante weicht mit 3,8 uM zirka um einen Faktor vier von dem Ergebnis der
Titration (Kap. 4.2.1) ab. Diese Abweichung des Absolutwerts der Affinitdt ist auf die
eingangs erwédhnte Problematik der Peptidkonzentrationsbestimmung (Kap. 4.2)
zuriickzufiihren, stellt aber keine Beeintridchtigung der hier getroffenen relativen Aussagen
dar.

Fiir die Assoziationskinetik von Tip(168-187) an LckSH3 P17G war eine Analyse nicht
moglich, da die Reaktion deutlich schneller als beim Wildtyp verlduft. Lediglich fiir eine
Ligandenkonzentration von 0,6 uM konnte eine Rate k., von 406 s bestimmt werden
(Abb. 4.5). Eine weitere Absenkung der Ligandenkonzentration war wegen der geringen
Signalamplitude und des schlechten Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses nicht moglich.
Obwohl die exakte Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und
Dissoziation fiir die LckSH3 P17G nicht moglich waren, unterstreicht dieser Befund den
signifikanten Affinitdtszuwachs der LckSH3 P17G im Vergleich zu LckSH3.
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Abb. 4.5 Assoziationskinetik von Tip(168-187) an LckSH3 P17G. Zeitliche Verlauf der
relativen Fluoreszenzinderung der LckSH3 P17G gemittelt tiber zehn Messungen bei
0,6 uM Tip(168-187) und 0,5 uM LckSH3 P17G (50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl,
pH 7,5). Die Anpassung fiir die Messwerte ist als durchgezogene Linie dargestellt.
Weiterhin  sind die theoretischen Anpassungen fiir 4, =2,8-10°M's! und
kw=132s" (kurz gestrichelt) und k,»=3,5-10"M's"' und ky=17s" (lang
gestrichelt) eingezeichnet (Kap. 3.4.5, Gleichung 3.12).

Neben der Anpassung der Messwerte sind in Abb. 4.5 die theoretisch erwarteten

Anpassungenen flir die Extremfille, ndmlich dass eine um den Faktor acht stirkere
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Bindung als an LckSH3 entweder ausschlieBlich durch Effekte auf die
Gleichgewichtskonstante der Assoziation beziehungsweise der Dissoziation hervorgerufen
wiirde, aufgetragen. Der Vergleich der theoretischen und gemessenen Kurven zeigt, dass
das Verhalten der LckSH3 P17G bei Tip-Bindung nur durch einen gleichzeitigen Einfluss
der Mutation auf die Assoziation und Dissoziation des Komplexes zu erkléren ist.

Anderungen beziiglich der Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation kénnen nur auf
Basis einer detaillierten Kenntnis der Wechselwirkungen im Komplex interpretiert werden.
Im Gegensatz dazu wird die Assoziationsgeschwindigkeit durch die Struktur und Dynamik
der freien LckSH3 P17G beeinflusst. Da die Bestimmung der Komplexstruktur von
LckSH3 P17G mit Tip nicht moglich ist (Kap.4.2.2), wird im weitern die freie
LckSH3 P17G analysiert, um zumindest ein besseres Verstdndnis der Effekte zu erzielen,

die sich auf die Geschwindigkeitskonstante der Assoziation auswirken.

4.2.4 Bestimmung das Austauschraten der Amidresonanzen

Aus den Kapiteln 4.2.1 und 4.2.3 geht hervor, dass LckSH3 P17G Tip(168-187) deutlich
stirker bindet und dass dieser Effekt zumindest teilweise auf einer grofleren
Assoziationsgeschwindigkeit (k,,) beruht. Daher sollen in den folgenden Kapiteln die
Eigenschaften der freien LckSH3 P17G im Vergleich zum Wildtyp hinsichtlich einer
moglichen Erklarung fiir die starkere Bindung charakterisiert werden.

Die Bestimmung der Austauschraten der Amidprotonen erlaubt es, die Dynamik von
Proteinen auf einer ms-h-Zeitskala zu charakterisieren. Zur Bestimmung der langsamen
Austauschraten wurden Proben der "N-markierten LckSH3 und LckSH3 P17G im selben
Dialysepuffer vorbereitet, um einheitliche Messbedingungen zu garantieren. Anschlieend
wurden die Proben gefriergetrocknet und erst kurz vor der Messung der NMR-Spektren in
D,O aufgenommen. Beobachtet wurden die Intensititsverluste der einzelnen
Amidprotonresonanzen im "H,"”"N-HSQC-Spektrum. Unter den verwendeten Bedingungen
waren nur im ersten 'H,”"N-HSQC-Spektrum der LckSH3 (zirka sechs Minuten nach
D,0-Zugabe) die Resonanzen der Aminosduren V9, 110, 133, L34, W41, K42 und 154 zu
erkennen. In allen weiteren Spektren waren keine Resonanzen mehr detektierbar. Dieser
Befund zeigt, dass der Austausch der Amidprotonen der beobachtbaren Resonanzen des
ersten "H,""N-HSQC-Spektrums mit den Deuteronen des Ldsungsmittels gegeniiber dem
intrinsischen Austausch verlangsamt ist. Eine Bestimmung der Austauschraten war

aufgrund fehlender weiterer Daten nicht moglich.
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Abb. 4.6 Auftragung der schnellen Austauschraten der Amidprotonen der LckSH3 (A)

und der LckSH3 P17G (B) sowie dem Verhiltnis der Austauschraten zueinander
(C) in Abhingigkeit der Sequenzposition. Die schnellsten Austauschraten sind
sowohl beim Wildtyp als auch bei der Mutante in den Schleifenbreichen (vgl.
Abb. 1.1) zwischen den [B-Faltblattstringen zu verzeichnen. Im Schnitt verdoppeln
sich die Austauschraten durch die P17G-Mutation (gestrichelte Linie, unten). Deutlich
tiberproportionale Anderungen ergeben sich vor allem fiir die RT-Schleife (besonders
H19) sowie fiir die 30Helix. Die n-Src- und distale Schleife zeigen weniger
ausgeprigte Anderungen. Grau schattierte Bereiche geben die Lage der
B-Faltblattstringe wieder (vgl. Abb. 1.1). Jeweils 1,2 mM SH3, 40 mM K-Phosphat,
20 mM NaCl, pH 6.4 bei 298 K und 600 MHz.
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Die Identifizierung langsam (min-h-Zeitskala) austauschender Amidprotonen der
LckSH3 P17G war nicht moglich, da bereits sechs Minuten nach D,O-Zugabe keine
Resonanzen im 'H,"””"N-HSQC-Spektrum mehr erkennbar waren. Aus diesem Grund
wurden wasserselektive Magnetisierungstransferexperimente zur Bestimmung der
schnellen Austauschraten der Amidresonanzen durchgefiihrt. Diese Methode erlaubt die
Analyse der Protonen, die auf einer ms-s-Zeitskala mit dem Losungsmittel austauschen.
Abb. 4.6 A bis C geben die bestimmten Austauschraten sowie ihr Verhéltnis zueinander
fiir die LckSH3 beziehungsweise die LckSH3 P17G wieder. Aus den Auftragungen der
Austauschraten ist zu erkennen, dass die hochsten Raten im unstrukturierten
NH,-Terminus (L4-N7) sowie in den Bereichen der RT- (S14, H19, D20 und G21), n-Src-
(Q36 und G38) und distalen Schleife (T48) zu verzeichnen sind. Deutlich sind die
insgesamt niedrigeren Austauschraten des Wildtyps zu erkennen. Besonders sticht H19
hervor. Die Mutation von P17 zu G17 bewirkt eine deutliche Erh6hung der Austauschrate.
In weitaus geringerem Malle, aber immer noch iiberdurchschnittlich erhohen sich die
Austauschraten der beiden Aminosduren direkt NH,-terminal der Mutation, Y15 und E16
sowie Teile der n-Src- (E36-E39) und distalen Schleife (L46-R49). Besonders fillt auf,
dass die absolut gesehen relativ geringen Austauschraten der Aminosduren der 3o-Helix
(S56-Y58) insgesamt eine signifikante Erhohung durch die P17G-Mutation erfahren. Die
Aminoséuren der 3;o-Helix bilden zusammen mit einigen stark konservierten Aminosiduren
der RT-Schleife die Kontaktfliche fiir die Bindung prolinreicher Liganden (Kap. 1.2.1).
Dabei befindet sich die 3,o-Helix direkt gegeniiber der Mutationsstelle in der RT-Schleife.
Insgesamt deuten die Ergebnisse aus den Versuchen zur Bestimmung der langsamen und
schnellen Austauschraten der LckSH3 und LckSH3 P17G darauf hin, das die Mutation
von P17 zu G17 nicht nur streng lokale Auswirkungen auf die direkte Umgebung der

RT-Schleife hat, sondern dass auch andere Teile des Proteins beeinflusst werden.

4.2.5 Bestimmung der “N-Relaxationsdaten R;, R; und des heteronuklearen
{'"H} "N-NOEs

Neben der Charakterisierung der dynamischen Eigenschaften eines Proteins auf der
ms-h-Zeitskala durch die Bestimmung der Amidprotonenaustauschraten besteht weiterhin
die Moglichkeit, die Dynamik auf der ps-ns-Zeitskala durch "N-Relaxationsmessungen zu
charakterisieren (Abb. 4.7 A). Der Vergleich der Werte fiir den heteronuklearen
{'H} "N-NOE bei 60,8 MHz Stickstofffrequenz zeigt eine gute Ubereinstimmung fiir den
Wildtyp und die P17G-Mutante.
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Abb. 4.7 "N-Relaxationsdaten der LckSH3 (offene Kreise) sowie der LckSH3 P17G
(gefiillte Kreise) bei 60,8 MHz Stickstofffrequenz. (A) Auftragung der Messdaten
der longitudinalen und transversalen Relaxationsraten R; und R, sowie des
heteronukleare {'H} "N-NOEs (Kap.3.5.8 und 3.5.9). (B) Darstellung des
R;-zu-R;-Verhéltnisses und des nach dem 'model free' Ansatz berechneten
Ordnungsparameter S* (Kap. 3.5.10). Durch die P17G-Mutation kommt es nur zu
Anderung der Dynamik in den Schleifenbereichen. Grau schattierte Bereiche geben
die Lage der B-Faltblattstringe wieder (vgl. Abb. 1.1). Jeweils 1,2 mM SH3, 40 mM
K-Phosphat, 20 mM NaCl, pH 6.4 bei 298 K und 600 MHz Protonenfrequnz.

Die Aminosduren in den Elementen reguldrer Sekundéarstruktur weisen Werte um 0,8 auf.
Die geringe Abweichung zum theoretischen Maximalwert von 0,83 bei 600 MHz
Protonenfrequenz fiir eine vollkommen starre Amidgruppe eines kugelformigen Proteins
(Kay et al., 1989) zeigt die geringe Flexibilitdt dieser Bereiche auf der ps-ms-Zeitskala.
Werte kleiner als 0,65, wie sie fiir einige Aminosduren der RT- und n-Src-Schleife sowie
fir die NHy- und COOH-Termini der Fall sind, weisen hingegen auf eine erhohte
Flexibilitdt hin. Deutliche Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante sind lediglich im
Bereich direkt COOH-terminal der Mutation zu verzeichnen. Die Werte fiir die
Resonanzen der Aminosiuren S18, H19 und D20 fallen durch den Austausch von P17
durch Glycin von 0,56 £+ 0,03 auf 0,31 + 0,02, 0,63 + 0,03 auf 0,46 + 0,02 beziechungsweise
0,71 £ 0,04 auf 0,51 + 0,03. Diese deutliche Abnahme der Werte spiegelt eine Zunahme
der Flexibilitdit der Mutante in diesem Bereich wider, wie es nach einer Prolin-zu-Glycin
Mutation zu erwarten war. Weiterhin konnen die Relaxationsdaten als R»-zu-R;-Verhéltnis
(Kap. 3.5.8) und nach den 'model free'-Formalismus in Form eines Ordnungsparameters
(S?) (Kap. 3.5.10) wiedergegeben werden (Abb. 4.7 B). Die Analyse von S* spiegelt durch
die deutlich niedrigeren Werte fiir die Aminosduren der RT-Schleife eine Zunahme der
Flexibilitdt in der P17G-Mutante wider.

Wihrend hinsichtlich des heteronuklearen {'H} "N-NOEs keine signifikanten
Unterschiede fiir die n-Src- oder distale Schleife zu erkennen sind, weisen die Werte fiir S?
auf eine leichte Reduktion der Flexibilitdt der n-Src-Schleife und eine Erhohung der
Flexibilitdat der distalen Schleife hin.

Damit zeigen die Relaxationsdaten der LckSH3 und LckSH3 P17G, dass der Austausch
von P17 durch Glycin zu der erwarteten erhohten Flexibilitdt der RT-Schleife fiihrt.
Dariiber hinaus liefert die Auswertung des Ordnungsparameters S* Hinweise darauf, dass
neben der RT- auch die n-Src- und distale Schleife durch den Aminoséureaustausch in

ihren dynamischen Eigenschaften beeinflusst werden.
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4.2.6 Korrelation der residualen dipolaren Kopplungen

Nachdem die Analyse der dynamischen Eigenschaften Anhaltspunkte fiir Anderungen in
der Mutante tiber den Bereich der Mutation hinaus liefert, stellte sich die Frage nach
moglichen strukturellen Unterschieden der LckSH3 P17G verglichen zum Wildtyp.

Eine elegante Methode zum schnellen Vergleich der beiden Strukturen — ohne erst die
vollstandige Struktur der LckSH3 P17G berechnen zu miissen — stellt die Korrelation der
residualen dipolaren Dy mv-Kopplungen dar. Residuale dipolare Kopplungen reagieren sehr
empfindlich auf die Verdnderung des Winkels der N-H"-Bindungsvektoren relativ zum
Orientierungstensor. Unterschiede in den Winkeln fithren zu starken Anderungen der
gemessenen Kopplungen (Mittermaier & Kay, 2004). Daher ist die vergleichende
Auftragung der residualen dipolaren Kopplungen der LckSH3 und LckSH3 P17G ein
sensitives MaB3, um auch kleine strukturelle Anderungen zu detektieren. Im Gegensatz zu
einer vollstindigen Strukturberechnung ist fiir diese Art des Vergleichs nur eine
Zuordnung der Amidresonanzen des Riickgrats und nicht eine vollstindige Zuordnung der
Riickgrat- und aller Seitenkettenresonanzen erforderlich. Bestimmt wurden die residualen
dipolaren Kopplungen durch eine Reihe von J-modulierten 'H,"" N-HSQC-Spektren in einer
schwach orientierenden PfI-Phagen-Suspension (Kap. 3.5.7).

Die Auftragung der gemessenen residualen dipolaren Kopplungen der LckSH3 gegen die
der LckSH3 P17G sind in Abb. 4.8 dargestellt. Aufgetragen wurden nur die Werte fiir die
Aminosduren, deren Resonanzen in beiden Proteinen eindeutig identifiziert werden
konnten und die gleichzeitig keine Signaliiberlappung mit anderen Resonanzen im
'H,”N-HSQC-Spektrum aufwiesen. Mit Ausnahme der Wertepaare fiir die Aminoséduren
S14 und S18, die sich nahe der Mutationsstelle befinden, ergibt sich fiir die Auftragung der
restlichen Wertepaare ein Korrelationskoeffizient von 0,95. Dieses zeigt, dass abgesehen
von kleinen strukturellen Anderungen um die Mutationsstelle herum, keine globalen
Anderungen der Struktur der LckSH3 P17G im Vergleich zu LckSH3 zu verzeichnen

sind.
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Abb. 4.8 Korrelation der gemessenen residualen dipolaren Dy un- Kopplungen
(RDC) der LckSH3 und LckSH3 P17G. Die durchgezogene Linie stellt eine
lineare Regression fiir die grau hinterlegten Wertepaare mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,95 dar. Von der Regression ausgenommene
Wertepaare (S14 und S18) sind beschriftet (1,2 mM SH3, 40 mM K-Phosphat,
20 mM NaCl, pH 6,4, 10 mg/ml PfI-Phagen).
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4.2.7 Freie Molekiildynamiksimulationen

Die Analyse des heteronuklearen {'H}'’N-NOEs sowie des Ordnungsparameters S*
(Kap.4.2.5) ergibt iibereinstimmend eine Zunahme der Flexibilitdt der RT-Schleife durch
die P17G-Mutation. Fiir die n-Src- und distale Schleife aber unterscheiden sich diese
Befunde, sodass hier noch weiterer Kldrungsbedarf besteht.

Neben der Bestimmung der Relaxationsdaten ist die freie Molekiildynamiksimulation
(MD-Simulation) eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung von Bewegungen auf
einer ps-ns-Zeitskala (Chandrasekhar et al., 1992; Smith et al., 1995; Chatfield et al.,
1998). Freie  MD-Simulation ist eine Technik zur  Berechnung der
Gleichgewichtseigenschaften von klassischen Viel-Koérper-Systemen. Klassisch bedeutet
in diesem Zusammenhang, dass alle beobachteten Kernbewegungen der Komponenten den
Gesetzen der Newton'schen Mechanik gehorchen — quantenmechanische Effekte werden
bei dieser Art der Simulation nicht beriicksichtigt. Der Vorteil dieser Methode liegt in der
atomaren Darstellung ihrer Resultate. Im vorliegenden Fall wurden freie MD-Simulationen
eingesetzt, um die Auswirkungen der P17G-Mutation in LckSH3 zu analysieren.

Als Startstrukturen fiir die Simulationen wurden sechs reprisentative Strukturen aus dem
NMR-Strukturensemble der LckSH3 (PDB-Eintrag 1h92, Schweimer ef al., 2002)
ausgewdhlt, um Abhéngigkeiten von einer einzelnen Startstruktur zu vermeiden
(Garcia-Vilova et al., 2004). Die Aquilibrierung der Systeme erfolgte durch eine
Alternierung verschiedener kurzer MD-Simulationen und Energieminimierungen, wobei
die anfinglichen Beschriankungen der Flexibilitit der SH3-Doménen schrittweise gelost
wurden (Kap. 3.7.2). Die Einstellung des Gleichgewichtszustands des Systems wird
normalerweise anhand der zeitlichen Anderung der Parameter fiir die Gesamtenergie (E.),
kinetische Energie (E.), potenzielle Energie (E,.), Dichte, Druck, Temperatur und
Volumen des Systems beobachtet (Abb. 4.9). Die Aquilibrierungsphase umfasste 41500
Schritte mit einer Schrittweite von 1,5 fs (entspricht 62,25 ps). Aus Abb. 4.9 ist ersichtlich,
dass die beobachteten Parameter im Bereich zwischen 5-10 ps ihren Gleichgewichtswert

erreichen, der tiber den gesamten Verlauf der Simulationen konstant blieb.
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Abb. 4.9 Darstellung der beobachteten Parameter (E.w, Eiin, Epo, Dichte, Temperatur,
Druck und Volumen) wihrend der Aquilibrierungsphase der MD-Simulation
einer der sechs Startstrukturen. Nach spitestens 10 ps haben alle beobachteten
Parameter ihren Gleichgewichtswert erreicht.
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Abb. 4.10 2D-RMSD Darstellung der Aquilibrierungsphase der MD-Simulation einer der
sechs Startstrukturen. Die mittlere quadratische Abweichung (RMSD) der einzelnen
Strukturen untereinander ist entsprechend der Farbskala wiedergegeben. Erst ab einer
Simulationsdauer von 75 ps (gestrichelte Linie) zeigen alle Strukturpaare
RMSD-Werte kleiner 1,45 A, was als Grenzwertkriterium fiir eine Gleich-
gewichtseinstellung benutzt wurde.

Weiterhin stellt eine 2D-Auftragung der mittleren quadratischen Abweichungen der
Atomkoordinaten (2D-RMSD) der SH3-Doménen ein signifikantes Mal fiir das Erreichen
des Gleichgewichtszustands dar (Bos et al., 2004). Eine entsprechende Darstellung der
Aquilibrierungsphase sowie von Teilen der Produktionsphase ist in Abb. 4.10 gezeigt. Sie
verdeutlicht, dass obwohl die einzelnen beobachteten Parameter des Systems bereits ihren
Maximalwert erreicht haben, erhebliche Anderungen der Atomkoordinaten der
SH3-Doménen zu beobachten sind. Auf der Grundlage der 2D-RMSD-Darstellung wurde

von einem Erreichen des Gleichgewichtszustands des Systems erst nach einer
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Gesamtsimulationsdauer von 75 ps ausgegangen. Daher wurden zusétzlich zu den 62,25 ps
der eigentlichen Aquilibrierungsphase noch die ersten 12,5 ps der Produktionsphase von
den nachfolgenden Analysen ausgeschlossen. Die eigentliche Produktionsphase umfasste
675000 Schritte zu je 1,5 fs (entspricht 1012,5 ps) von denen aber wegen des noch nicht
vollstdndig erreichten Gleichgewichtszustands nur die letzte Nanosekunde ausgewertet

wurde (Kap. 3.7.3).

Clusteranalyse der MD-Simulationen der LckSH3 und Vergleich mit der bekannten
NMR- Struktur

Uber die gesamte Produktionsdauer von 1 ns wurden je Startstruktur 667 Schnappschiisse
gespeichert (entspricht 1 Schnappschuss pro 1000 Simulationsschritte beziehungsweise
1 Schnappschuss pro 1,5 ps; Kap.3.7.3). Die Analyse der 4002 Strukturen
(6 Startstrukturen & 667 Schnappschiisse) erfolgte unter anderm mit dem Programm
NMRCLUST (Kap. 3.7.4), das die Strukturen entsprechend ihrer mittleren quadratischen
Abweiung der Atomkoordinaten in Gruppen zusammenfasst und jeweils eine Struktur pro
Gruppe als Respédsentanten auswéhlt (Kelley ef al., 1996). Es konnten insgesamt 24
Strukturen identifiziert werden, die den Konformationsraum der SH3-Domine wihrend
der MD-Simulation reprisentieren. Eine Uberlagerung des Strukturensemble der
Produktion der MD-Simulationen und des NMR-Strukturensemble der LckSH3 (PDB:
1h92; Schweimer ef al., 2002) zeigt eine mittlere quadratische Abweichung der
Atomkoordinaten von 0,85+027 A fiir das Riickgrat und 1,56 +0,33 A fiir alle
Schweratome (Tab. 4.1). Die Abweichung unter den beiden Ensembles entspricht dabei
ungefdhr der Abweichung der Atomkoordinaten in jedem der einzelnen Ensemble
(Tab. 4.1).

Die grofiten Abweichungen ist im Bereich von P17 der RT-Schleife zu verzeichnen

(Abb. 4.11) und wird besonders durch die Kombination der ¢- und y-Winkel ersichtlich.
In der MD-Simulation nimmt P17 einen ¢-Winkel von —67 © £ 12 ° und einen y-Winkel
von 146 ° + 28 °, verglichen mit =71 °£ 16 ° und 93 ° £+ 12 ° in der NMR-Struktur ein. Die
¢/ y-Winkelkombination der Simulation kommt dabei der bevorzugen Kombination von
—65 °/135 ° (Morris et al., 1992) deutlich ndher als die der NMR-Struktur.

Aus dem Vergleich der Ensemble wird deutlich, dass der Konformationsraum, der
wihrend der MD-Simulation abgetastet wird nur geringfiigig groBer ist als der

Konformationsraum der NMR-Strukturenschar. Im Mittel stimmen die beiden
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Konformationsrdume aber gut iiberein. Weiterhin stimmen die Strukturen der
MD-Simulation mit den experimentell bestimmten Randbedingungen, die fiir die

Berechnung des NMR-Ensembles verwendet wurden, gut {iberein.

Tab. 4.1 Mittlere Abweichungen der Atomkoordinaten der Strukturen der LckSH3 aus
NMR und MD-Simulationen. Die grofiten strukturellen Unterschiede treten

in der RT-, n-Src- und distalen Schleife auf, wéihrend die (-Faltblitter nahezu
unverédndert bleiben.

Riickgrat RMSD | RMSD aller Schweratome
MD-Simulation 0,89 + 0,21 1,56 + 0,34
NMR-Strukturenschar 0,52+0,11 1,20+ 0,18
MD gegen NMR 0,85+0,27 1,56 +£0,33

n-Src-
Schleife

Abb. 4.11 Uberlagerung der Riickgratstrukturen des Ensembles der LckSH3 aus den
MD-Simulationen (rot) und der NMR-Strukturenschar (blau) (PDB: 1h92;
Schweimer et al., 2002). Der Konformationsraum, der wiahrend der MD-Simulationen
beschrieben wird ist geringfligig grofler als der der NMR-Strukturen. Im Mittel
stimmen aber beide Konformationsrdume gut {iberein. Die Abbildung wurde mit
Molmol erstellt (Koradi et al., 1996).
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Atomare Fluktuationen der schweren Riickgratatome der LckSH3 und LckSH3—P17G

Da die MD-Simulation den Wildtyp der LckSH3 in guter Ubereinstimmung zur
experimentellen NMR-Struktur wiedergibt und da aus der Korrelation der residualen
dipolaren Dy nv-Kopplungen hervorgeht, dass die P17G-Mutation keine Anderung der
globalen Struktur bewirkt (Kap.4.2.6), wurden LckSH3 P17G in gleicher Weise
untersucht (Kap. 3.7.3). Aus den einzelnen Schnappschiissen der MD-Simulationen lassen
sich die Fluktuationen der Atomkoordinaten der LckSH3 und LckSH3 P17G berechnen.
Fiir eine Beurteilung der Flexibilitdt des Riickgrats wurden die Fluktuationen der schweren
Riickgratatome iiber den gesamten Simulationszeitraum verfolgt und iiber die jeweils sechs
durchgefiihrten Simulationen gemittelt (Abb. 4.12).

In beiden Simulationsansitzen ist die erh6hte Flexibilitdt der drei Schleifen, RT-, n-Src-
und distale Schleife, zu erkennen. Die drei zentralen Faltblattstrange 2, B3 und 4 weisen
die geringste Fluktuation auf. B1 und 5, die terminalen Faltblattstringe, zeigen hingegen
in den Bereichen zu den Termini hin eine starke Zunahme der Flexibilitit. Ebenfalls
flexibler als die zentralen Faltblattstringe sind die Reste F56 bis F58, die die 3,o-Helix
bilden. Die Mutation von P17 zu Glycin verursacht eine leichte Zunahme der Flexibilitét in
direkter Nachbarschaft der Mutationsstelle. Zusédtzlich zeigen die Bereiche der distalen
Schleife eine erhohte Fluktuation der Atomkoordinaten, wiahrend die n-Src-Schleife keine

signifikanten Verdnderungen erféhrt.

2,5—

B1
:‘5.2,0—
& A
S 1,5
'j: _
S 8 W
2 0,5
ca —

10 20 30 40 50 60
Sequenzposition

Abb. 4.12 Auftragung der atomaren Fluktuationen der C®, C'- und N"-Atome der LckSH3
(offene Kreise) und LckSH3 P17G (geschlossene Kreise) gewonnen aus
MD-Simulationen in Abhiingigkeit der Sequenzposition. Deutlich ist die erhohte
Flexibilitit der Schleifenbereiche gegeniiber den Bereichen regulédrer Sekundéarstruktur
zu erkennen. Grau schattierte Bereiche geben die Lage der B-Faltblattstringe wieder
(vgl. Abb. 1.1).
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Konformationelle Abtastrate der bindungsaktiven Konformation

Durch schnelle Mischmethoden konnte gezeigt werden, dass eine hohere Assoziationsrate
fiir die hohere Affinitdt der LckSH3 P17G mitverantwortlich ist (Kap. 4.2.3). Eine hohere
Geschwindigkeitskonstante der Assoziation (k,,) kann entweder durch zusétzliche
elektrostatischen Anziehungskrifte (encounter complex) oder hohere Population der
'bindungsaktiven' Konformation erreicht werden (Selzeref al, 2000). Da die
P17G-Mutation als elektrostatisch neutral anzusehen ist, kommt fiir die LckSH3 P17G nur
letzter Punkt in Betracht.

Auf der Grundlage des Modells des LckSH3-Tip-Komplexes (Kap.4.6) wurde die
'bindungsaktive' Konformation definiert. Alle Aminosduren der LckSH3, die mindestens
ein Atom mit Abstand kleiner als 5 A zu einem Atom von Tip(176-187) aufweisen,
wurden zur Bindungsregion der LckSH3 gezdhlt (Abb.4.13 A). Diese umfaflit die
Aminosduren H13-E16, S18, H19, D22, S37-W41, F53 und P55-F58. Aus den Positionen

ihrer C”-Atome konnte eine Matrix aus 136 paarweisen Abstdnden berechnet werden, die

die Konformation der LckSH3 bei Tip-Bindung widerspiegeln (Abb. 4.13 B).

Abb. 4.13 Definition der Bindungsregion und der 'bindungsaktiven' Konformation der
LckSH3. (A) Oberflichendarstellung des LckSH3-Tip(176-187) Modells, wobei alle
Aminosiuren der Bindungsregion (mindestens ein Atom mit Abstand < 5 A zu einem
Atom von Tip (Stibchenmodell)) in rot dargestellt sind. (B) 136 paarweise
C*-Abstinde (rot) der Aminosduren der Bindungsregion definieren die
'bindungsaktive’ Konformation. Die Abbildung wurde mit Molmol erstellt
(Koradi et al., 1996).
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Im weiteren Verlauf wurden die Schnappschiisse aus den MD-Simulationen der freien
LckSH3- und LckSH3 P17G-Doménen auf die Erfiillung der Abstinde der

'bindungsaktiven' Konformation tiiberpriift. Ein Schnappschuss der MD-Simulation wurde

als 'bindungsaktiv' definiert, wenn alle 136 paarweisen C“-Abstinde innerhalb einer
Toleranz von 0,5 A beziehungsweise 1,0 A zu den berechneten Abstéinden aus dem Modell
lagen (Kap. 3.7.4). In Abb. 4.14 sind alle 'bindungsaktiven' Schnappschiisse mit einem
schwarzen Balken in Abhéngigkeit der Simulationsdauer dargestellt. Je nach Toleranz
werden beim Wildtyp 21 beziehungsweise 174 Strukturen wihrend der Produktionsdauer
von sechs mal 1ns der MD-Simulation als 'bindungsaktiv' identifiziert. Im gleichen
Simulationszeitraum nimmt die P17G-Mutante der LckSH3 bei entsprechenden
Toleranzgrenzen 42 beziehungsweise 379-mal diese Konformation ein. Somit tastet die
LckSH3 P17G durch ihre erhohte Flexibilitit die 'bindungsaktive' Konformation in den
MD-Simulationen doppelt so oft ab wie der Wildtyp.

379

Toleranz 1,0 A

42

Toleranz 0,5 A

LckSH3 LckSH3 P17G
| T T

174 Il
21 |
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Simulationsdauer [ns]

Abb. 4.14 Abtastraten der 'bindungsaktiven' Konformation der LckSH3 und
LckSH3 P17G. Auf Basis des Modells des LckSH3-Tip-Komplexes (Kap. 4.6)
wurden die Schnappschiisse der MD-Simulationen auf die Erfiillung der 136
paarweisen Abstinde der C“-Positionen der Bindungsregion lberpriift (Kap. 3.7.4).
Lagen alle ermittelten Abstédnde innerhalb der Toleranz (links), wurde dieses in Form
eines schwarzen Balkens dargestellt. Die absolute Anzahl der Schnappschiisse mit
'bindungsaktiver' Konformation ist jeweils rechts oben angegeben. Unabhidngig von
der Toleranzgrenze tastet LckSH3 P17G im gleichen Zeitraum die 'bindungsaktive'
Konformation ungeféhr doppelt so oft ab wie der Wildtyp.
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4.2.8 Bestimmung der thermodynamischen Stabilitit mittels CD-Spektroskopie
Nachdem bisher die strukturellen und dynamischen Eingenschaften der LckSH3 und
LckSH3 P17G im Gleichgewichtszustand analysiert wurden, stellte sich die Frage, ob sich
die beiden SH3-Doménen auch hinsichtlich ihrer Nichtgleichgewichtseigenschaften
unterscheiden. Hierzu wurde die thermodynamische Stabilitdt des LckSH3-Wildtyps und
der LckSH3 P17G-Mutante anhand von CD-Schmelzkurven untersucht (Kap 3.4.3). Dies
sollte Aufschluss {iber einen moglichen Einfluss der P17G-Mutation auf die

Gesamtproteinstabilitit liefern (Abb. 4.15).

1,0

0,81

0,6 -

0,4

Anteil natives Protein

0,2

0 20 40 60 80 100
Temperatur [°C]

Abb. 4.15 Untersuchung der thermischen Stabilitit von LckSH3 (Kreise) und
LckSH3 P17G (Quadrate) mittels Fern-UV CD-Spektroskopie. Es sind sowohl die
Autheiz- (gefiillte Symbole) als auch die Abkiihlkurven (offene Symbole) bei 222 nm
dargestellt. Die Mittelpunktstemperatur (Ty) der Uberginge konnte auf 55,8 + 0,6 °C
fiir LckSH3 und auf 46,3 + 1,7 °C fiir LckSH3 P17G bestimmt werden (Kap. 3.4.3).
Die Messung erfolge in einer 1-cm-Quarzkiivette bei Proteinkonzentrationen von
10 uM, 50 mM K-Phosphat, pH 6,4.

Die CD-Schmelzkurven beider SH3-Doménen zeigen ein fir Eindomidnenproteine
typisches kooperatives Verhalten beim Entfaltungsiibergang. Dieses wird auch durch die
Uberlagerungen der CD-Spektren vor und nach dem thermischen Ubergang deutlich, die
nur marginale Unterschiede aufweisen (Abb. 4.16).

Die Mittelpunktstemperatur (Ty) der Uberginge betrigt 55,8 = 0,6 °C fiir LckSH3 und
46,3 £ 1,7 °C fur LckSH3 P17G (Kap. 3.4.3). Aus der Steigung der Auftragung von InKy
als Funktion von 1/T bei InKy =0 konnte die Stabilisierungsenthalpie AHy und die freie
Enthalpie der Stabilisierung AGn sowie die Stabilisierungsentropie ASy bestimmt werden

(Kap. 3.4.3). Die Extrapolation auf 25 °C ergibt AGy* . Somit konnte die frei Enthalpie
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der Stabilisierung bei 25 °C (AGy”°) fiir LckSH3 auf —12,09 + 0,63 kJ/mol und fiir
LckSH3 P17G auf —8,40 £0,76 kJ/mol bestimmt werden. Daraus ergibt sich eine

Destabilisierung der SH3-Doméne durch den Prolin-zu-Glycin-Austausch (AAGy” ™) von
3,69 £+ 1,39 kJ/mol.

LckSH3 LckSH3_P17G

-30

200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Wellenldnge [nm]

Abb. 4.16 CD-Spektren der LckSH3 (links) und LckSH3 P17G (rechts) vor der
thermischen Entfaltung (schwarz) und nach Riickfaltung (rot). Die Spektren
wurden bei einer Proteinkonzentration von 10 uM, 50 mM K-Phosphat, pH 6,4, 20 °C
in einer 1-cm-Quarzkiivette zwischen 200 und 250 nm aufgenommen. Die Messwerte
wurden bei einer Abtastgeschwindigkeit von 20 nm/min durch achtfache
Akkumulation erhalten.

4.2.9 Simulation der thermischen Entfaltung

Die Bestimmung der thermischen Stabilitdt der LckSH3 und LckSH3 P17G ergaben einen
signifikanten Unterschied der freien Enthalpie der Stabilisierung bei 25 °C (AAGy* ) von
3,69 £ 1,39 kJ/mol (Kap. 4.2.8). Dieser Unterschied schldgt sich in einer um zirka 9 °C
niedrigeren Ubergangstemperatur (Ty) der P17G-Mutante der LckSH3 nieder. Neben der
Frage der Auswirkungen der Mutation auf die Dynamik der SH3-Doméne (Kap. 4.2.4,
4.2.5 und 4.2.7), stellte sich somit auch die Frage nach moglichen Auswirkungen auf den
Entfaltungsprozess.

Die Entfaltung der LckSH3 und LckSH3 P17G wurde ausgehend von den jeweils sechs
Startstrukturen, die schon fiir die freie MD-Simulation verwendet wurden (Kap. 4.2.7),
durchgefiihrt (Kap. 3.8.2). Insgesamt wurden so 12 Simulationen mit einer
Gesamtsimulationszeit von 114 ns (zirka 36000 h Prozessorzeit) durchgefiihrt. Wie bei
zahlreichen anderen simulierten Entfaltungsstudien (Lazaridis & Karplus, 1997,
Gsponer & Caflisch, 2001) wurde der Anteil nativer Kontakte O als Beobachtungsvariable
fir die Beurteilung des Systems herangezogen. Als nativer Kontakt wurde ein

C*-C*-Abstand zweier Aminosiuren kleiner als 6,5 A identifiziert, wenn er in iiber 75 %
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der Schnappschiisse der jeweiligen Kontrollsimulation bei 300 K erfiillt war (Kap. 4.2.7).
Die Simulationen der Entfaltung wurden beendet, wenn die Anzahl nativer Kontakte {iber
einen Zeitraum von 15ps unter 10% (Q<0,1) abfielen. Nachfolgend wurde die
Reihenfolge der Entfaltungsprozesse ausgewertet. Dabei wurden jedem C®-C*-Abstand der
Kontaktkarte der Q-Wert zugeordnet, den das System aufwies, als der entsprechende
Kontakt verloren ging. Somit weisen die Kontakten, die als erstes verloren gingen ein
hoher O-Wert (z.B. 0 =0,95) und die, die erst sehr spit verloren gingen ein kleiner
O-Wert (z.B. 0 =0,15) auf. Die Differenz der erhaltenen Kontaktkarten der LckSH3 und
LckSH3 P17G ist in Abb. 4.17 dargestellt.

0.99

0.44

0.27

0.09

-0.09

OL1d EHSY 5 _ EHS¥ 5

Sequenzposition

-0.27

-0.44

-0.62

Sequenzposition

Abb. 4.17 Kontaktverlustkarte der LckSH3 und LckSH3 P17G Kkoloriert nach der
Differenz der zugehorigen Q-Werte. Ein C*-C”-Kontakt wurde als nativ identifiziert,
wenn er in einer 1-ns-Kontroll-MD-Simulation in mehr als 75 % der Schnappschiisse
erfillt war. Die Zeitpunkte des ersten Verschwindens der Kontakte wurden als
Funktion von Q iiber jeweils sechs MD-Simulationen gemittelt. Die Differenz der
O-Werte gibt an, ob der entsprechende Kontakt in der LckSH3 P17G frither
(negativer Wert; blau) oder spéter (positiver Wert; rot) verglichen zum Wildtyp
verloren geht. Die Kontakte der reguldren Sekundérstrukturen und der RT-Schleife
sind entsprechend gekennzeichnet.
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Aus Abb. 4.17 ist ersichtlich, dass die Kontakte der Reste der RT-Schleife durch die
P17G-Mutation schneller verloren gehen, als dieses im Wildtyp der Fall ist. Besonders gilt
dies fiir die Kontakte E16/S18, P17G/L23 und Y15/E26. Aulerdem ist zu erkennen, dass

die Kontakte zwischen den Faltblattstrangen 2 und 33, B3 und B4 sowie 1 und 5 oft zu
einem deutlich spdteren Zeitpunkt aufbrechen. Die Kontakte zwischen den
Faltblattstringen 1 und B2 sowie zwischen der RT-Schleife und 4 gehen in beiden
Féllen zu etwa identischen Zeitpunkten verloren. Zusammenfassend 1483t sich aus der

Darstellung ableiten, dass im Gegensatz zum LckSH3-Wildtyp bei der P17G-Mutante das

zentrale Faltblatt, bestehend aus den Faltblattstringen B2, B3 und B4 erst die Integritit
verliert, nachdem alle sonstigen nativen Kontakte nicht mehr bestehen.

Um diese Beobachtung ndher zu analysieren, wurde der bevorzugte Entfaltungsweg der
beiden SH3-Doménen betrachtet. Dazu wurden die nativen Kontakte der SH3-Doménen in

zwel Untersysteme eingeteilt, fiir die die O-Werte separat ermittelt wurden (Kap. 3.8.3).
Zum einen waren dies die Kontakte zwischen den Faltblattstrangen 2, 33 und 34 (Q p234)
und zum anderen die zwischen den Faltblattstrangen B1 und B2, B1 und B5 sowie die

Kontakte innerhalb der RT-Schleife und zwischen der RT-Schleife und P4 der
SH3-Doménen (Qnichepazs). Der zeitliche Verlauf wurde iiber jeweils sechs
Entfaltungs-MD-Simulationen summiert und in der Q g3s, Qnicnip23s-Ebene in Abb. 4.18
aufgetragen. Dabei geben die Bereiche, die mit groBBer Haufigkeit populiert werden den

bevorzugten Entfaltungsweg wieder.

Abb. 4.18 Auftragung der Erscheinungshiufigkeiten entlang der Q p:3s , O nienep23s-Ebene der
Entfaltungs-MD-Simulationen der LckSH3 und LckSH3 _P17G. Der zeitliche
Verlauf der Entfaltungsereignisse wurde anhand der Q-Werte fiir das zentrale Faltblatt
(Q p234) und der restlichen nativen Kontakte der SH3-Doménen (Q nicn p234) verfolgt und
die Erscheinungshéufigkeiten der einzelnen Q g4 , O nicni p23a-Wertepaare iiber jeweils
sechs MD-Simulationen summiert. Die Regionen mit den hdochsten
Erscheinungshiufigkeiten geben die statistisch bevorzugten Entfaltungswege wieder.
Wihrend bei LckSH3 P17G nur der Entfaltungsweg tiber ein fast vollstidndig intaktes
zentrales Faltblatt als Faltungsintermediat bevorzugt wird, ist bei LckSH3 ein
alternativer Entfaltungsweg zu erkennen (gestrichelte Pfeile).
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Zu Beginn der Simulationen sind alle nativen Kontakte erfiillt (Q p23s = Qnichepoza = 1,0).
Fiir die LckSH3 P17G ist zu erkennen, dass gleichzeitig fiir O p234 und Q nicne p234 der Anteil
nativer Kontakte auf 80 % abféllt (Q g4 = Onichip2zs = 0,8). Im weiteren Verlauf bleibt
O p234 konstant wihrend Q nicn p23s sukzessive auf zirka 0,2 sinkt. Erst wenn nur noch 20 %
der nativen Kontakte der restliche SH3-Doméne intakt sind, beginnt das zentrale Faltblatt
seine Integritit zu verlieren. Die Ausbildung eines Faltungs- beziehungsweise
Entfaltungsintermediats, bestehend aus dem zentralen Faltblatt, ist in der Vergangenheit
fuir eine Vielzahl von SH3-Dominen gezeigt worden (Martinez et al., 1998;
Martinez & Serrano, 1999; Riddle ef al., 1999; Northey et al., 2002; Ollerenshaw et al.,
2004; Korzhnev et al., 2004). Aus den Haufigkeitsverteilungen der
O p34 » Onienpzs-Wertepaare  fur den LckSH3-Wildtyp sind im  Gegensatz  zur
P17G-Mutante zwei Entfaltungswege mit einer Wahrscheinlichkeit von 1/3 zu 2/3 zu
erkennen. Neben dem schon fiir die LckSH3 P17G identifizierten Entfaltungsweg tiber das
zentrale Faltblatt ist hier noch ein weiterer Weg erkennbar. Bei zirka 50 bis 60 %
erhaltener nativer Kontakte auflerhalb des zentralen Faltblatts verliert diese seine Integritét.

Analysen der entsprechenden Trajektorien ergaben, dass in diesen Fillen der Kontakt

zwischen den Faltblattstrangen 1 und 2 erhalten bleibt und erst als letztes verloren geht
(Abb. 4.19).
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Abb. 4.19 Schematische Darstellung der Entfaltungswege der LckSH3 und LckSH3 P17G.
Die LckSH3 P17G zeigt den klassischen Entfaltungsweg vieler SH3-Doménen mit
dem zentralen Faltblatt (f234) als Faltungsintermediat. Im Gegensatz dazu kann die
Entfaltung der LckSH3 auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Einerseits ebenfalls
tiber das zentrale Faltblatt aber auch tiber das Faltblatt 31/p2 als Faltungsintermediat.
Die Faltblattstréinge sind von rot nach blau entsprechend ihrer Reihenfolge 1-B5
eingefirbt. Die Abbildung wurde mit Molmol erstellt (Koradi ez al., 1996).
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4.3 Strukturbestimmung der LynSH3

4.3.1 Initiale NMR-spektroskopische Charakterisierung der LynSH3
Das 1D '"H-NMR-Spektrum der LynSH3 (Abb. 4.20) zeigt eine gute Dispersion der
chemischen Verschiebungen im Amidprotonenbereich (7 bis 10 ppm), die typisch fiir

Proteine mit hohem [-Faltblattanteil ist. Weiterhin sind die scharfen Resonanzen der

beiden H*'-Protonen vom W44 und W45 bei 10,01 und 9,95 ppm deutlich zu erkennen.
Zusidtzlich  ist  die  ebenfalls gute Dispersion der hochfeldverschobenen
Methylgruppenresonanzen der Aminosduren Isoleucin, Leucin und Valin im Bereich
zwischen 0 und 1 ppm ersichtlich.

Wegen der guten Dispersion wurde fiir eine schnelle Zuordnung der Riickgratresonanzen
ein teilweise automatisiertes Verfahren auf der Basis von (‘H, "C, ""N) Tripel-

resonanzexperimenten verwendet (Kap. 3.5.2).

T ——

|
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Abb. 4.20 1D '"H-NMR-Spektrum von LynSH3 (1,6 mM in 100 mM K-Phosphat, 50 mM

NaCl, pH 6,4; aufgenommen bei 800 MHz, 298 K). Das Spektrum weist eine, fiir

B-Faltblattproteine typische, gute Dispersion der Signale auf. Die scharfen

Resonanzen der beiden H*'-Protonen vom W44 und W45 bei 10,01 und 9,95 ppm sind

deutlich zu erkennen. Ebenfalls gut ist die Dispersion der hochfeldverschobenen
Methylgruppenresonanzen im Bereich zwischen 0 und 1 ppm.
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4.3.2 Identifizierung der Spinsysteme und sequenzspezifische Zuordnung der
Resonanzen

Im ersten Schritt der sequenzspezifischen Zuordnung der Resonanzen wurden jeder
H" (i), N (i) Kreuzresonanz des 'H,"””"N-HSQC-Spektrums (Abb. 4.21) die entsprechenden
C“ (i) und CP (i) sowie die C*(i-1) und CP (i-1) Resonanzen aus den HNCACB- und
CBCA(CO)NH-Spektren (Kap. 3.5.2) zugeordnet.
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Abb. 4.21 Uberlagerung der 2D 'H,'’N-HSQC-Spektren von LynSH3 in 90 % H,O,

10 % D,O (schwarz) und in 100 % D,O nach 20 min. (rot), 100 mM K-Phosphat,
50 mM NaCl pH 6,4 bei 298 K. Die Spektren wurden an einem Bruker DRX600
Spektrometer bei einer Proteinkonzentration von 1,6 mM aufgenommen. Die

Kreuzresonanzen der Amide

sich mit

ihrer zugehorigen Sequenzposition

gekennzeichnet. Resonanzen der Seitenketten sind mit 'sc' gekennzeichnet und fiir die
Aminoséduren Asparagin und Glutamin mit einer gestrichelten Linie verbunden.

Durch diese Zuordnung der intra- und interresidualen C* und C* Resonanzen besteht die

Moglichkeit die HY (i), N (i) Kreuzresonanzen in ihre sequenzielle Reihenfolge zu bringen.

Der dafiir nétige Vergleich der jeweiligen intra- und interresidualen Resonanzen wurde

mithilfe des Programms ks assign (Schweimer, 2000) durchgefiihrt. Der in diesem

Programm integrierte Algorithmus war im vorliegenden Fall in der Lage, zirka 90 % der

Resonanzen sequenzspezifisch zuzuordnen. Neben den vier Prolinen sowie G1, die keine

Signale im 'H,"””"N-HSQC-Spektrum liefern, konnten bis auf Y17, E40-W44, F57, 158 und

S60 alle Resonanzen eindeutig automatisch zugeordnet werden. Die Identifizierung der

verbleibenden Resonanzen des Riickgrats war durch manuelle Auswertung der HNCO-,

HNCA- und HBHA(CO)NH-Spektren (Kap. 3.5.2) moglich.
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Abb. 4.22 Ausschnitt des Aromatenbereichs aus den 2D 'H,”C-HSQC-Spektrum der
LynSH3 (1,6 mM in 100 mM K-Phosphat, 50 mM NaCl, 10 % D,O, pH 6,4;
aufgenommen bei 700 MHz, 298 K). Der erste Buchstabe der Beschriftung entspricht
der Einbuchstabenabkiirzung der entsprechenden Aminosdure gefolgt von der
entsprechenden Sequenzposition und der jeweiligen Atombezeichnung.

Die Vervollstindigung der verbleibenden Resonanzen der aliphatischen Seitenketten der
einzelnen Spinsysteme wurde durch die Auswertung der (H)CC(CO)NH- und
H(C)CH-TOCSY-Spektren (Kap. 3.5.2) erzielt. Fiir die Zuordnung der aromatischen
Seitenketten wurden CCH-TOCSY-, “C-NOESY-HSQC- und 'H,"”C-HSQC-Spektren
(Abb. 4.22) herangezogen (Kap. 3.5.2). Auf diese Weise konnten alle Resonanzen der
LynSH3 zugeordnet werden, mit Ausnahme der Resonanz der HY-Protonen von G1. Da es
sich hierbei um die schnell mit dem Losungsmittel austauschende Aminogruppe des
Aminoterminus handelt, ist eine entsprechende Resonanz in den Spektren nicht sichtbar.
Die getroffene Zuordnung ist in der BioMagResBank (BMRB) unter der Kennung 6261
hinterlegt und im Anhang 10.3 abgedruckt.



94 4 Experimente und Ergebnisse

4.3.3 Bestimmung des heteronuklearen {'H} "N-NOEs
Um die Flexibilitit der LynSH3 auf einer ps-ns-Zeitskala bestimmen zu konnen, wurde der
heteronukleare {'H} "N-NOE bei 600 MHz gemessen (Kap. 3.5.9). Die Auswertung des
heteronuklearen {'H} '"N-NOEs zeigt deutlich die hohe Flexibilitit des COOH- und
NH»-Terminus an (Abb. 4.34). 122 (0,53 £ 0,03) und H23 (0,67 + 0,03) der RT-Schleife
sowie H41 (0,62+0,03), G42 (0,52 +0,03) und E43 (0,66 +0,03) der n-Src-Schleife
weisen ebenfalls eine erhohte Flexibilitdt auf. Die dritte Schleife, die distale Schleife der
LynSH3 ist im Gegensatz zu den ersten beiden Schleifen mit Werten zwischen 0,72 + 0,04
und 0,775+ 0,04 ebenso starr wie die Abschnitte reguldrer Sekundérstruktur. Somit
erreichen die Werte der in den B-Faltblattbereichen befindlichen Amidgruppen fast den
theoretischen Wert von 0,83 (Kay et al., 1989) fiir eine vollkommen starre Amidgruppe in

einem ideal kugelférmigen Protein bei einer Protonenfrequenz von 600 MHz.

4.3.4 Einschrinkung der dihedralen Winkel aus *J(H", H*)-Kopplungskonstanten
Auf der Grundlage des HNHA-Experiments (Kap.3.5.5) lassen sich die
SJ(HY, H)-Kopplungskonstanten ~ ermitteln.  Diese  konnen  entsprechend  der
Karplus-Beziehung (Karplus, 1954; Pardier al., 1984) in Beschrankungen der
Diederwinkel ¢ des Riickgrats iibersetzt werden (Kap. 3.5.5). Fiir helikale Bereiche werden
auf diese Weise in der Regel Werte kleiner als 6 Hz, fiir Faltblattbereiche Werte groBer
8 Hz beobachtet. Aus dem HNHA-Spektrum konnten wegen Signaliiberlappung und unter
Ausschluss der Aminosduren Prolin und Glycin 55 °J(HY, H*)-Kopplungskonstanten
bestimmt werden. Da nur Kopplungskonstanten kleiner 6 Hz und grof3er 8 Hz eindeutige
Strukturinformationen enthalten, konnten nur 22 Beschrinkungen der ¢-Winkel fiir die

Strukturberechnung herangezogen werden (Anhang 10.5).

4.3.5 Identifizierung von Wasserstoffbriicken aus skalaren *J(N(i), C'(j))-Kopplungen
Die Bestimmung von skalaren **J(N(i), C'(j))-Kopplungen aus einem weitreichenden
HNCO-Experiment (Ir-HNCO) (Kap. 3.5.6) eroffnet die Moglichkeit die Bindungspartner
einer Wasserstoffbriicke direkt zu ermitteln (Cordier & Grzesiek, 1999; Cornilescu et al.,
1999). Im Gegensatz zur Identifizierung von Wasserstoftbriicken {iiber langsam
austauschenden Amidprotonen (Kap.4.3.5) miissen somit die Akzeporen der
Wasserstoffbriicke nicht erst aus iterativen Strukturberechnungen abgeleitet werden,

sondern werden direkt ermittelt. Beobachtet wird dabei eine elektronenvermittelte
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Kopplung zwischen dem Amidstickstoff und dem an der Wasserstoffbriicke beteiligten
Carbonylkohlenstoff. Uberlagert man ein HNCO mit einem Ir-HNCO (Abb. 4.23), so
erhidlt man zusitzliche Resonanzen, die zum einen auf skalare *J(N(i), C'(j))-
(Wasserstoffbriicken), 2J(N(i), C'(i))- sowie 'J(N(i), C'(i-1))-Kopplungen, die nicht
vollstdndig unterdriickt wurden, zuriickgefithrt werden konnen. Auf diese Weise konnten

14 Wasserstoftbriicken eindeutig identifiziert werden (Anhang 10.5).
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Abb. 4.23 Uberlagerung der HNCO- (rot) und Ir-HNCO-Spektren (schwarz) der LynSH3
zur Identifizierung des Kohirenztransfers iiber Wasserstoffbriicken
(Proteinkonzentration 1,6 mM, 100 mM K-Phosphat, 50 mM NaCl pH 6,4 bei
800 MHz und 298 K). Resonanzen durch den schwachen Kohirenztransfer iiber die
skalare *"J(N(i), C'(j))-Kopplung sind mit den entsprechenden Sequenzpositionen
versehen und durch Fettdruck hervorgehoben. Die 'J(N(i), C'(i-1))-Resonanzen (rot)
sind mit den jeweiligen Sequenzpositionen gekennzeichnet. 2J(N(i), C'(i))-Kopplungen
sind kursiv beschriftet.

4.3.6 Identifizierung von langsam austauschenden Amidresonanzen
Zur Identifizierung langsam austauschender Amidresonanzen wurden
"H,"*N-HSQC-Spektren einer nach Gefriertrocknung in D,O geldsten *N-markierten Probe
in kurzer Folge hintereinander aufgenommen (Abb. 4.21). In den Spektren konnten zu

Beginn 26 Resonanzen von Amiden identifiziert werden, darunter alle
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14 Amidresonanzen, die nachweislich skalare "J(N(i), C'(j))-Kopplungen iiber
Wasserstoffbriicken zeigen. Fiir drei weitere langsam austauschende Amidresonanzen
konnte wéhrend iterativer Runden der Strukturberechnung der Akzeptor eindeutig

identifiziert werden (Anhang 10.5).

4.3.7 Abstandsbeschrinkungen aus NOE-Kreuzresonanzen
Die Abstandsbeschrankungen fiir die Berechnung der Tertidrstruktur der LynSH3 wurden
in mehreren iterativen Runden aus NOESY-Experimenten gewonnen. Auf dem
Kern-Overhauser-Effekt ~ beruhend,  koénnen in  NOESY-Spektren  dipolare
Wechselwirkungen rdumlich naher Protonen beobachtet werden. Die Intensititen dieser
Wechselwirkungen sind ndhrungsweise proportional zu 1/r°, wobei r den Abstand der
jeweiligen Protonen wiedergibt. Aufgrund dieser Korrelation ist es moglich, von den
Intensititen der Resonanzen auf die maximalen Abstinde der beteiligten Protonen zu
schlieBen. Um eventuell auftretende Uberlagerungen zu vermeiden, wurden heteronuklear
editierte NOESY-Experimente als 3D- beziechungsweise 4D-Datensédtze aufgenommen. In
diesen Fillen werden die Protonenresonanzen zusitzlich entlang der "C- und/oder
"N-Dimension (3D bezichungsweise 4D) der kovalent an die Protonen gebundenen Kerne
entzerrt. Im vorliegenden Fall wurden folgende NOESY-Experimente zur Auswertung
herangezogen: 3D-"N-NOESY-HSQC, 3D-"C-NOESY-HSQC sowie 4D-"C-HMQC-
NOESY-"N-HSQC und 4D-"C-HMQC-NOESY-"C-HSQC (Kap. 3.5.2). Durch die
Auswertung dieser Spektren war es moglich, 638 Abstandsbeschrinkungen eindeutig
zuzuordnen. Davon entfallen 17 Abstandsbeschrinkungen auf intraresiduale
Kreuzresonanzen. Die Zahl der interresidualen Kreuzresonanzen setzt sich aus 222
sequenziellen, 83 mittelweitreichenden und 316 weitreichenden Abstandsinformationen

zusammen (Tab. 4.2; Anhang 10.5).

4.3.8 Beschrinkungen durch residuale dipolare Kopplungen
Die Beobachtung von residualen dipolaren Kopplungen in Pf7-Phagen-Suspension wurde
durch die Auswertung J-modulierter HSQC-Spektren erzielt (Kap.3.5.7). Fir die
Strukturberechnung wurden lediglich die Kopplungskonstanten der Aminosduren mit
einem Wert fiir den heteronuklearen {'H} "N-NOE (Kap. 4.3.3) grofler als 0,65 sowie die
Aminosiuren, deren verwendeten Kreuzresonanzen keine Uberlagerungen mit anderen
Kreuzresonanzen aufwiesen herangezogen. Somit wurden 47 Dyun- und 40 Dcgno-

Kopplungskonstanten fiir die Berechnung der Tertidrstruktur ausgewihlt (Anhang 10.5).
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Die fiir die Strukturberechnung benétigten Werte fiir die Anisotropie D, und Rhombizitét
R des  Vorzugsorientierungstensors D  wurden aus den  Extremwerten
Dxun vezy = -22,44 Hz =2 D, und Dxun (a47y = 18,56 Hz=-D,(1+3/2 R) zu D,=-11,22 Hz
und R = 0,44 Hz geschitzt (Kap. 3.6.3).

4.3.9 Berechnung der Tertidrstruktur der LynSH3

Die insgesamt 764 experimentellen Randbedingungen fiir die Aminosduren Q9 bis T68 aus
den Abschnitten 4.3.4 bis 4.3.8 dienten als Grundlage fiir die Strukturberechnung der
LynSH3. Da aufgrund der Werte des heteronuklearen {'H} "N-NOEs kleiner 0,2 fiir die
Aminosduren G1 bis E8 eine sehr hohe Flexibilitit nachgewiesen werden konnte, wurde
dieser Sequenzabschnitt nicht beriicksichtigt. Bei der Berechnung der Tertidrstruktur
wurde eine zweiphasige Simulated- Annealing- Strategie verwendet (Kap. 3.6.2 und 3.6.3).
Im ersten Schritt wurden 120 Strukturen unter Verzicht auf 87 Randbedingungen aus
dipolaren Kopplungskonstanten berechnet. Im zweiten Schritt wurden die 60 Strukturen
mit den niedrigsten Werten der Zielfunktion E,, aus dem ersten Schritt unter zusitzlicher
Verwendung der Randbedingungen aus dipolaren Kopplungskonstanten verfeinert. Aus
dem Ensemble der 60 verfeinerten Strukturen wurden die 20 Strukturen mit den
niedrigsten Werten der Zielfunktion E,, als konvergierende Strukturen akzeptiert
(Abb. 4.24). Bei der akzeptierten Strukturenschar wurden keine der verwendeten
Abstandsbeschrinkungen um mehr als 0,13 A verletzt sowie keine systematische
Verletzung einer Abstandsbeschrinkung um mehr als 0,12 A beobachtet. Die
Atomkoordinaten der 20 akzeptierten Strukturen wurde unter der Kennung 1W1F in der
Protein Data Bank (PDB) hinterlegt. Eine Zusammenfassung der wichtigsten
Strukturparameter findet sich in Tabelle 4.2. Die nachfolgende Analyse der Strukturen der
LynSH3 bezieht sich auf die 'Kernstruktur' (Aminosduren D11 bis L66) die sich durch
Werte fiir den heteronuklearen {'H} "N-NOE groBer als 0,5 auszeichnet (Abb. 4.34).
Dieser Bereich ist mit einer mittleren quadratischen Standardabweichung der
Atomkoordinaten fiir das Riickgrat von 0,25 A und fiir alle schweren Atome von 0,91 A
sehr gut definiert.

Kontrollrechnungen ohne residualen dipolaren Kopplungen ergeben eine mittlere
quadratische Standardabweichung der Atomkoordinaten des Riickgrats von 0,35 A. Die
Abweichung der jeweiligen gemittelten Strukturen von 0,61 A zeigt, dass die
Randbedingungen aus dipolaren Kopplungen die Riickgrattopologie, die aus den

'konventionellen' NMR Daten bestimmt wurden, bestétigen.
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Tab. 4.2 Zusammenfassung der Strukturberechnung der LynSH3. Die Angaben stellen mit

Ausnahme der experimentellen Randbedingungen die Mittelwerte und
Standardabweichungen tiber die 20 akzeptierten Strukturen dar.
Fiir die Strukturberechnung der LynSH3 verwendete experimentelle Randbedingungen
Abstandsbeschrinkungen aus NOEs insgesamt 638
intraresiduale NOEs 17
interresiduale NOEs sequenziell 222
mittelweitreichend 83
weitreichend 316
Beschrankungen der Diederwinkel 22
Wasserstoftbriicken 17
dipolare Kopplungskonstanten Dxun 47
Dcona 40
Statistik der Molekiilldynamiksimulation
Energien / (kcal/mol) Epo 439+1,6
Eonds 1,6 £0,3
Eangies 21,8+0,9
Eimpropers 50+04
Eva 6,3+1,0
Enor 50+0,5
Ecan 0,001 + 0,003
Esani 4,1£04
Standardabweichungen von den idealen Abstinden /A Bindungslingen 0,00125 +0,0011
Abstandsbeschrinkungen 0,012 £ 0,001
Standardabweichungen von den idealen Winkeln / © Bindungswinkel 0,282 + 0,006
Improperwinkel 0,347 + 0,026
Diederwinkelbeschrinkungen 0,025 + 0,060
Standardabweichungen von den idealen dipolaren Dnun 0,144 + 0,017
Kopplungskonstanten / Hz Do 0278 0,018

Atomare Standardabweichungen von der mittleren Struktur

Kernstruktur®

Proteinriickgrat
0,25+ 0,08 A

Schwere Atome
091+0,11 A

2 Aminosduren 11 — 66
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RT-Schleife

distale

Schleif
A n-Sre-Schleife

Abb. 4.24 Uberlagerung des Proteinriickgrats der 20 akzeptierten Strukturen und
schematische Darstellung der reguliren Sekundirstrukturelemente anhand der
Struktur mit dem niedrigsten Wert der Zielfunktion E,, der LynSH3. (A)
Dargestellt sind die Aminosduren Q9 bis T68. Die Aminosduren G1 bis E8 des
NH,-Terminus wurden aufgrund des Fehlens experimenteller Randbedingungen nicht
in die Strukturberechnung einbezogen. Mit Ausnahme der Reste Q9, G10 und L66 bis
T68 des NH,- beziechungsweise COOH-Terminus, zeigen die berechneten 20
Strukturen eine sehr hohe Ubereinstimmung. (B) Es sind fiinf B-Faltblattstringe
(D11-A15, K34-E40, W44-549, K54-P59 und V63-K65) zu erkennen, die zwei
anti-parallele dreistrangige Faltblitter bilden. Faltblatt 1 (35, B1 und B2) steht dabei
nahezu senkrecht auf Faltblatt 2 (32, B3 und 4), wobei 2 sowohl an Faltblatt 1 und 2
beteiligt ist. Die Faltblattstringe werden durch die RT- (zwischen B1 und B2), die
n-Src- (zwischen B2 und B3) und die distale Schleife (zwischen 33 und 4) sowie eine
3,0-Helix (zwischen 34 und 35) verbunden. Die Abbildung wurde mit Molmol erstellt
(Koradi ef al., 1996).

Mithilfe des Programms PROCHECK 3.4 (Laskowski ef al., 1996) wurden die regulidren
Sekundérstrukturelemente identifiziert. Diese sind in Abb. 4.24 B dargestellt. Gleichzeitig
wurde eine Analyse der durch die Torsionswinkel ¢ und 1 charakterisierten
Proteinriickgratkonformation erstellt (Abb. 4.25). Sie ergibt, dass 80,9 % der Aminosduren
sterisch besonders bevorzugte Konformationen einnehmen, obwohl auf die Verwendung
eines Datenbankterms (Neudecker ef al., 2001) bei der Strukturberchnung verzichtet
wurde. Weitere 17,0 % und 2,1 % der Aminosduren nehmen ¢ / y-Winkelkombinationen

ein, die sterisch begiinstigt, beziechungsweise noch sterisch erlaubt sind.
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~b
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¢ (%)
Statistik
Aminoséuren in den meist favorisierten Regionen 38 80.9%
Aminosauren in den zusafzlich erlaubten Regionen 8 17.0%
Aminosauren in den groRzugig erlaubten Regionen 1 2.1%
Aminosauren in nicht erlaubten Regionen 0 0.0%
Anzahl der Nicht-Gly und Nicht-Pro Aminosauren 47  100.0%
Anzahl der endstandigen Aminosauren 2
Anzahl der Glycine (dardestellt als Dreiecke) 4
Anzahl der Proline 3

Gesamtanzahl der Aminosduren 56

Abb. 4.25 Grafische Darstellung der ¢ /y Winkelkombinationen der Aminosiuren der
LynSH3 nach Ramachandran. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die
Darstellung nur fiir die Struktur mit dem niedrigsten Wert der Zielfunktion E,.
dargestellt. Die in Strukturdatenbanken besonders héufig auftretenden Riickgrat-
konformationen sind griin eingefirbt. Die etwas selteneren Konformationen sind in
gelb, die sehr seltenen blassgelb hinterlegt. In weil} sind die Regionen mit sterisch sehr
ungiinstigen Konformationen dargestellt (nicht erlaubte Regionen). Alle Aminosduren
der LynSH3 Struktur befinden sich in sterisch erlaubten Bereichen. Die Abbildung
wurde mithilfe des Programms PROCHECK 3.4 (Laskowski et al., 1996) erstellt.
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Die Analyse der Verteilung der reguldren Sekundirstrukturelemente ergibt, dass die
LynSH3 aus fiinf B-Faltblattstringen aufgebaut ist. Diese bilden eine (-Fass-Struktur aus
zwei antiparallelen dreistrdngigen Faltbléttern, die nahezu senkrecht aufeinander stehen
(Abb. 4.24 B). Die Struktur beginnt am NH,-Terminus mit dem Faltblattstrang 1 (D11 bis
A15), der iiber die so genannte RT-Schleife mit dem Faltblattstrang 2 (K34 bis E40)
verbunden ist. Der Ubergang von Bl zur B-haarnadelidhnlichen Struktur der RT-Schleife
wird durch die Sequenz “ALYPY' gebildet (Abb. 4.26 A). Diese Sequenz ist dem
ALYDY Konsensus sehr dhnlich, der bei einer Vielzahl von SH3-Doménen konserviert ist
(Masacchio, 2003) (Abb. 1.1). Nachdem der erste Teil von B2 iiber Wasserstoftbriicken
mit 1 verbunden ist, knickt der zweite Teil von 2 abrupt ab und bildet
Wasserstoffbriicken mit 33 (W44 bis S49) aus. Auf diese Weise ist 2 sowohl Teil des
Faltblattes 1, bestehend aus 5 (V63 bis K65), 1 und B2, als auch Teil des Faltblattes 2,
bestehend aus 2, B3 und B4 (K54 bis P59). Die Faltblattstrange f2 und B3, sowie 3 und
B4 werden durch die n-Src- beziehungsweise die distale Schleife verbunden. Das am
starksten unter SH3-Dominen konservierte Merkmal, das WW-Dipeptid (Masacchio,
2003), ist am Beginn von B3 zu finden (Abb. 4.26 A). Ein ebenfalls unter SH3-Doménen
weit verbreitetes Merkmal ist die PxxY-Konsensussequenz, die in der 3,o-Helix zwischen
B4 und B5 zu finden ist. In den vorliegenden Strukturen nehmen die Reste *PSNY®
(Abb. 4.26 A) zwar helixtypische Kombinationen der ¢ und y Winkel ein, die Kriterien fiir
eine Wasserstoftbriicke des Proteinriickgrats zwischen S60 und V63, wie fiir 3,0-Helices zu
erwarten, ist nicht mit den experimentellen Randbedingungen aus den residualen dipolaren
Kopplungen zu vereinbaren. Die 3-Faltblattstrange und die RT-Schleife umschlie3en einen
hydrophoben Kern, der von den Aminosdure V13, A15, L27, F29, M35, V37, A47, S49,
G56, 158, P59 und V63 gebildet wird (Abb. 4.26 B). Die Uberlagerung der mittleren
Strukturen von LynSH3 und LckSH3 (Abb. 4.27) gibt ihre groBe Ahnlichkeit wieder. Die
beiden SH3-Doménen, die eine 56 %ige Sequenzidentitit und 72 %ige Sequenzihnlichkeit
verbindet, weisen eine mittlere quadratische Abweichung der schweren Riickgratatome
von 1,11 A auf. Beschrinkt man sich bei dem Vergleich auf die B-Faltblitter, so fillt der
Wert der mittleren quadratischen Abweichung auf 0,74 A. Dies zeigt, dass die
strukturellen Unterschiede der beiden SH3-Doménen hauptsdchlich in den flexiblen

Schleifenbereichen zwischen den Faltblattstrangen liegen.
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“ALYPY"

COOH COOH

Abb. 4.26 Schematische Darstellung der fiir SH3-Dominen typischen Sequenzmerkmale
und des hydrophoben Kerns der LynSH3. (A) In rot hervorgehoben sind die
Positionen der drei wichtigsten Sequenzmerkmale fiir SH3-Doménen. Sequenzbereich
A15 bis Y19 steht in guter Ubereinstimmung mit der ALYDY Konsensussequenz am
Ubergang von P1 zur RT-Schleife. B3 beinhaltet mit W44 und W45, das
WW-Dipeptid, eines der am stirksten konservierten Sequenzmerkmale der
SH3-Dominen. P59 bis Y62 zwischen 34 und B5 bilden die 3;o-Helix aus und erfiillen
die PxxY Konsensussequenz. (B) In Stdbchen-Darstellung und rot hervorgehoben sind
die Aminosduren V13, A15, L27, F29, M35, V37, A47, S49, G56, 158, P59 und V63,
die den hydrophoben Kern des Proteins bilden. Die Abbildung wurde mit Molmol
erstellt (Koradi et al., 1996).

Abb. 4.27 Uberlagerung der mittleren
Strukturen der SH3-
Domiéinen von Lyn und Lck.
Die mittlere Struktur der
LynSH3 (blau) weist eine sehr
hohe Ubereinstimmung mit
der mittleren Struktur der
LckSH3 (rot) auf. Strukturelle
Unterschiede  finden  sich
hauptsichlich in den flexiblen
Schleifenbereichen, die die
einzelnen  [(-Faltblattstringe
verbinden. Die Abbildung
wurde mit Molmol erstellt
(Koradi et al., 1996).

COOH
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4.4 Identifizierung und Charakterisierung der LynSH3-Tip Interaktionen
Da in der NMR-Spektroskopie nur magnetisch aktive Kerne beobachtet werden konnen,
besteht bei der Untersuchung von Komplexstrukturen die Mdoglichkeit, die einzelnen
Komponenten bei der Komplexierung separat zu beobachten. Zu diesem Zweck wurden
BC,"N-markierte LynSH3 beziehungsweise Tip(140-191) mit dem jeweils anderen,
unmarkierten Bindungspartner versetzt. Somit mussten die NMR-Spektren fiir die
sequenzspezifische Zuordnung der Resonanzen und fiir die Bestimmung der
experimentellen Randbedingungen zur Strukturberechnung doppelt (fiir jede markierte
Komponente einmal) gemessen werden (Kap.3.5.2). Diese Vorgehensweise hat den
Vorteil, dass die Spektren der komplexierten LynSH3 ohne etwaige Signaliiberlappungen
von Aminosduren aus Tip(140-191) eindeutig ausgewertet werden konnen und umgekehrt.
Gleichzeitig ermoglicht die getrennte Charakterisierung beider Komponenten im Komplex
eine schnellere Bestimmung experimenteller Randbedingungen fiir die Struktur-

berechnung.

4.4.1 Identifizierung der Spinsysteme und sequenzspezifische Zuordnung der Tip-
Resonanzen im Komplex

Tip(140-191) ist bis auf die Ausbildung der Polyprolinhelix in Losung unstrukturiert
(Bauer ef al., 2004). Die hieraus resultierende Unstrukturiertheit eines Grofteils des
Proteins hat zur Folge, dass es zu einer starken Linienverbreiterung und Uberlappung der
einzelnen Resonanzen kommt, die eine eindeutige Identifizierung und sequenzspezifische
Zuordnung der Spinsysteme im ungebundenen Zustand stark erschweren beziehungsweise
unmoglich machen. Aus diesem Grund wurde auf diese Zuordnung fiir diesen Zustand
verzichtet.

Nach Zugabe von LynSH3 sind im 'H,"”"N-HSQC-Spektrum von Tip(140-191) nur 22 der
theoretisch 51 erwarteten Resonanzen mit guter Dispersion und hohem
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zu erkennen (Abb. 4.28). Die Resonanzen der Aminosduren
M140 bis T169 sind aufgrund der konformationellen Heterogenitét der flexiblen Bereiche
nur schwach oder gar nicht zu erkennen. Die Identifizierung und sequenzspezifische
Zuordnung der Resonanzen mit hohem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (W170 bis A191)
wurde analog zur Vorgehensweise bei der freien LynSH3 vorgenommen (Kap. 4.3.2). Die
Zuordnung der Riickgratresonanzen erfolgte iiber die vergleichende Auswertung der
HNCACB- und CBCA(CO)NH-Spektren. Diese ermoglichte die sequenzspezifische
Zuordnung aller nicht-Proline des Sequenzabschnitts von W170 bis A191 (Abb. 4.28). Die
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Vervollstdndigung der verbleibenden Resonanzen der aliphatischen Seitenketten sowie die
sequenzspezifische Zuordnung der Proline wurde durch Auswertung der (H)CC(CO)NH-,
H(C)CH-TOCSY - sowie der 3D-"N-NOESY-HSQC und 3D-"C-NOESY-HSQC-Spektren
(Kap. 3.5.2) erzielt. Auf diese Weise konnten iiber 93 % der Resonanzen der Aminosiuren
T169 bis Al91 zugeordnet werden. Nicht identifiziert werden konnte das
HY, N-Kreuzsignal von T169 sowie die H*-Kreuzsignale von R182 und R189. Des
Weiteren konnte von der aromatischen Seitenkette von W170 nur H®' eindeutig
identifiziert werden. Die Zuordnung ist in der BioMagResBank (BMRB) unter der
Kennung 6456 hinterlegt und im Anhang 10.3 abgedruckt.
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Abb. 4.28 2D-"H,"N-HSQC-Spektren von “N-markiertem Tip(140-191) in Gegenwart von
LynSH3. 1,6 mM Tip(140-191), 3,3 mM LynSH3 100 mM K-Phosphat, 50 mM
NaCl, pH 6,4 bei 298 K. Die Spektren wurden an einem Bruker Avance 700
Spektrometer aufgenommen. Die Kreuzresonanzen der Amide sind mit ihrer
zugehorigen Sequenzposition gekennzeichnet. Resonanzen der Seitenketten sind mit
's¢' gekennzeichnet und fiir die Aminosiduren Asparagin und Glutamin mit einer
gestrichelten Linie verbunden.
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Interaktionsstellen in Tip bei LynSH3-Bindung

Wie aus Abb. 4.28 ersichtlich ist, erfahren nur die Resonanzen der Aminosiduren W170 bis
A191 eine deutliche Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnis gegeniiber dem
ungebundenen Zustand im Vergleich zu den restlichen Aminosduren von Tip(140-191).
Diese ist ein Indiz, dass diese Aminosduren bei der Bindung von Tip an die LynSH3 eine
Stabilisierung erfahren. Dieses kann einerseits durch die direkte Beteiligung an der
Bindung oder durch von der Bindung induzierte Effekte hervorgerufen werden. Zur
weiteren Charakterisierung der Flexibilitdt von Tip(140-191) auf einer ps-ns-Zeitskala bei
LynSH3-Bindung, wurde der heteronukleare {'H} "N-NOE ermittelt (Kap 3.5.9). Die
Auftragung des heteronuklearen {'H} "N-NOEs (Abb. 4.29) zeigt fiir die Aminosduren
W170, Q190 und A191 eine sehr hohe Flexibilitit, erkennbar an den negativen Werten.
Die Aminosduren L179 und R182, die Teil der Polyprolin-Helix sind, weisen mit 0,76 und
0,72 die hochsten Werte fiir den heteronuklearen {'H} "N-NOE und damit die
eingeschrinkteste Flexibilitdt auf. T176, als einzige weitere nicht-Prolin Aminosdure der
Polyprolin-Helix, weist mit einem Wert von 0,50 ebenfalls auf eine Einschrinkung der

Flexibilitit des Riickgrats bei Bindung von LynSH3 hin.
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Abb. 4.29 Heteronuklearer {'H} *N-NOE von Tip nach LynSH3-Bindung in Abhingigkeit
der Sequenzposition bei 600 MHz. Dargestellt sind die gemittelten Werte sowie die
Fehler, ermittelt aus zwei Messungen. Der Sequenzabschnitt der Polyprolin-Helix ist
grau hinterlegt. Auffallend ist die eingeschrinkte Flexibilitit der Aminosiduren
COOH-terminal der Polyprolin-Helix. Diese liefert einen Hinweis auf eine verlangerte
Bindungsregion von Tip bei der LynSH3-Erkennung. 1,6 mM Tip(140-191), 3,3 mM
LynSH3, 100 mM K-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 6.4.
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Vergleicht man die Werte des heteronuklearen {'H} "N-NOEs NH,- und COOH-terminal
der Polyprolin-Helix, so fillt auf, dass NH,-terminal nur M174 gerade noch einen Wert
grofler als 0,4 aufweist. COOH-terminal sind es aber alle Aminoséuren von A184 bis
G187. Dieser Befund zeigt, dass neben den Aminosduren der Polyprolin-Helix weitere
Reste COOH-terminal eine wichtige Rolle bei der Bindung spielen, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass die Aminosduren M174 bis G187 an der Bindung beteiligt

oder zumindest von ihr indirekt betroffen sind.

4.4.2 1dentifizierung der Spinsysteme und sequenzspezifische Zuordnung der LynSH3
Resonanzen im Komplex

Im Gegensatz zu der Komplexbildung von LckSH3 und Tip, die sich durch einen auf der
NMR-Zeitskala schnellen Austausch von freier und gebundener Form auszeichnet
(Schweimer et al., 2002; Bauer et al., 2004), zeigt der Komplex aus LynSH3 und
Tip(167-199) ein {iberwiegend intermedidres und langsames Austauschverhalten
(Abb. 4.30). Dies bedeutet, dass bei der Titration in den "H,""N-HSQC-Spektren jeweils
Resonanzen des freien und des gebundenen Zustands nebeneinander zu detektieren sind.
Wihrend der Titration bleiben die Positionen der einzelnen Resonanzen unveridndert,
lediglich ihre Intensitdten variieren mit dem Verhiltnis aus freier zu gebundener Spezies.
Aus diesem Grund ist eine neue Zuordnung des gebundenen Zustands erforderlich. Diese
Zuordnung erfolgte analog der Zuordnung des freien LynSH3 (Kap. 4.3.2). Hierfiir wurden
die folgenden Experimente verwendet: CBCA(CO)NH, H(C)CH-TOCSY, HNCA,
PN-NOESY-HSQC und "C-NOESY-HSQC (Kap. 3.5.2). Auf diese Weise konnten 99 %

der Resonanzen identifiziert werden. Nicht zugeordnet werden konnte die Resonanz H*

von Y17 und H” von P18. Die Zuordnung ist in der BioMagResBank (BMRB) unter der
Kennung 6456 hinterlegt und im Anhang 10.5 abgedruckt.
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Abb. 4.30 NMR-Titrationsexperiment der LynSH3 mit Tip(167-199). Uberlagerung der
'H,"”"N-HSQC-Spektren der freien, '"N-markierten LynSH3 (rot) unter gradueller
Zugabe von Tip (Endkonzentrationen: 200 uM LynSH3, 950 uM Tip33, 30 mM
K-Phosphat, 15 mM NaCl, pH 6,4 bei 298 K und 600 MHz). Die Resonanzen der
gebundenen LynSH3 sind in griin dargestellt, alle Zwischenschritte in gelb. Die
Kreuzresonanzen der Aminosduren im gebundenen Zustand sind mit ihrer zugehérigen
Sequenzposition gekennzeichnet. Resonanzen, die eine Verinderung der chemischen
Verschiebungen bei Ligandenbindung erfahren, sind mit durchgezogenen Linien
verbunden. Seitenkettenresonanzen sind mit 'sc' gekennzeichnet und flir die
Aminoséduren Asparagin und Glutamin mit einer gestrichelten Linie verkniipft.

Interaktionsstellen in LynSH3 bei Tip-Bindung

Aus den Abb.4.30 und 4.31 ist ersichtlich, dass sich die groBten Anderungen der

chemischen Verschiebungen in drei Abschnitten der Peptidkette ereignen. Zum einen ist

dieses der Bereich von Y17 bis D26, der die RT-Schleife umfaf3t, weiterhin der Bereich

von E40 bis K46 — die n-Src-Schleife — sowie der helikale Bereich zwischen den
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Faltblattstrangen 34 und B5, Aminosduren 158 bis Y62. Strukturell dhnliche Bereiche der
LckSH3 zeigen unter der Zugabe von Tip ein sehr gleichartiges Verhalten
(Schweimer et al., 2002). Allgemein stellen diese Bereiche eine Hauptinteraktionsfldche
bei der Bindung von Liganden mit prolinreichen Sequenzen dar (Larson & Davidson,

2000).
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Abb. 4.31 Histogramm der normierten Verschiebung der "H-, C- und *N-Resonanzen der
LynSH3 bei Ligandenbindung in Abhiingigkeit von der Sequenzposition. Starke
Anderungen  der  chemischen  Verschiebungen  der  durchschnittlichen
Protonenresonanzen sind im Bereich der RT-Schleife, der n-Src-Schleife sowie im
Bereich der 3jo-Helix zwischen B4 und B5 zu erkennen. Grau schattierte Bereiche
geben die Lage der B-Faltblattstringe wieder (vgl. Abb. 1.1).

Abb. 4.31 stellt eine quantitative Beschreibung fiir alle Aminosduren der LynSH3 dar.
Hierbei wurden nicht nur die Anderungen der chemischen Verschiebungen im
'H,*N-HSQC-Spektrum ausgewertet, sondern die Anderungen der Verschiebungen aller
'H-, *C- und “N-Resonanzen der Aminosiuren mit in Betracht gezogen (Kap. 3.5.12). Fiir
dieses Vorgehen ist eine vollstindige Zuordnung der freien, sowie der Tip-gebundenen
LynSH3 zwingend erforderlich. Der Vorteil dieser Darstellungsweise besteht einerseits
darin, dass Proline, die keine H-Resonanz aufweisen und somit nicht im
'H,""N-HSQC-Spektrum vertreten sind, ebenfalls dargestellt werden kénnen. Andererseits
werden auch Anderungen der chemischen Verschiebungen der Seitenketten registriert.
Diese ist bei Ligandenbindung von grofer Bedeutung, da eine Vielzahl der
intermolekularen Kontakte nicht tiber das Proteinriickgrat, sondern iiber die Seitenketten
der beteiligten Aminosduren ausgebildet wird. Somit konnen die Resonanzen der

Seitenketten bedeutende Anderungen ihrer chemischen Umgebung erfahren, ohne dass das
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Proteinriickgrat nennenswert beeinflusst wird. E39 und Y62 sind zwei Beispiele fiir diese
Art der Anderung der chemischen Verschiebungen bei Ligandenbindung (Abb. 4.32). Wie
schon aus den 'H,""N-HSQC-Spektrum (Abb. 4.30) zu erkennen ist, erfahren die
H" Resonanzen beider Aminosiuren eine Verschiebung bei Ligandenbindung. Diese
wiirde allein  auf Grundlage des 'H,”"N-HSQC-Spektrums aber als eher
unterdurchschnittlich gewertet werden. Die genauere Betrachtung der Normverschiebung

der Aminoséduren (Abb. 4.31) beziehungsweise der Normverschiebungen geordnet nach
den einzelnen Protonen (Abb. 4.32) zeigt aber, dass die H*' und H” Resonanzen von E39

sowie die H* Resonanzen von Y62 sehr stark verschoben werden, was auf eine erhebliche
Anderung der chemischen Umgebung beziehungsweise auf einen direkten Beitrag zur

Ligandenbindung schlie3en lésst.

Normverschiebung [ppm |

0 , " n
I9H H H' H* H' H 62H H* H' H' W H

Abb. 4.32 Histogramm der normierten Verschiebungen der Protonen und zugehoriger
Heterokerne der Aminosduren E39 und Y62. E39 und Y62 sind zwei Beispiele fiir
den zusdtzlichen Informationsgewinn durch die Auswertung der normierten
Verschiebungen (Kap. 3.5.12). Beide Aminoséduren zeichnen sich durch eine geringe
Verschiebung der HY-Resonanz aus. Die normierte Verschiebung der Resonanzen der
Seitenkette verdeutlicht aber die erhebliche Anderung bei Ligandenbindung.
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Aus eigenen Untersuchungen (Schweimer et al., 2002) und der Literatur (Musacchio,
2003) ist bekannt, dass die aromatischen Aminosduren der SH3-Doménen eine bedeutende
Rolle bei der Bindung von prolinreichen Liganden spielen. Diese Tatsache spiegelt sich in
der Uberlagerung der Ausschnitte aus den 'H,"*C-HSQC Spektren der freien und der
Tip-gebundenen LynSH3 wider. Mit Ausnahme von HE3 und HZ3 von W45 und HD* von
Y19 und F57 erfahren alle beobachteten Resonanzen der aromatischen Seitenketten eine

Verdnderung bei der Ligandenbindung.
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Abb. 4.33 Uberlagerung des Ausschnitts der aromatischen Protonen aus dem
"H,”C-HSQC-Spektrum der freien (schwarz) und der Tip-gebundenen LynSH3
(grau). Der erste Buchstabe der Beschriftung entspricht der Einbuchstabenabkiirzung
der entsprechenden Aminoséure gefolgt von der entsprechenden Sequenzposition und
der jeweiligen Atombezeichnung. Resonanzen, die eine Verinderung der chemischen
Verschiebung bei Ligandenbindung erfahren, sind mit durchgezogenen Linien
verbunden. Jeweils 1,6 mM LynSH3, 100 mM K-Phosphat, 50 mM NacCl, pH 6.4; in
gebundener Form mit 3,4 mM Tip(167-199).
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4.4.3 Anderung der dynamischen und strukturellen Eigenschaften der LynSH3 bei
Ligandenbindung

Zusidtzlich zur Identifizierung der Interaktionsstellen der LynSH3 bei Ligandenbindung
wurde die Dynamik auf einer ps-ns-Zeitskala anhand der Relaxationsdaten R;, R, und des
heteronuklearen {'H} "N-NOEs ermittelt (Abb. 4.34 A) (Kap.3.5.8 und 3.5.9). Die
Interpretation  wurde anhand des R,-zu-R;-Verhiltnisses und nach dem
'model free'-Formalismus mit dem Programm Tensor v2.0 (Dosset ez. al., 2000) in Form
eines Ordnungsparameters (S?) (Kap.3.5.10) durchgefiihrt (Abb. 4.34 B). Aus der
Auftragung der Messwerte fiir den heteronuklearen {'H}"N-NOE und den
Ordnungsparameter ergaben sich fiir den freien und Tip-gebundenen Zustand nur
marginale Unterschiede (< 5 %). Dies stellt keine signifikante Anderung der dynamischen
Eigenschaften der LynSH3-Doméne bei Ligandenbindung dar.

Die ungebundene LynSH3 weist nach dem Lipari-Szabo-Model eine Korrelationszeit der
Rotationsdiffusion (t.) von 5,7 ns auf (Kap. 3.5.10). Fiir den Komplex aus LynSH3 und
Tip(167-199) ergibt die Berechnung der Rotationskorrelationszeit hingegen einen Wert
von 8,1 ns. Der Quotient der beiden Rotationskorrelationszeiten betrdgt 0,70 und korreliert
gut mit der groBeren Masse des LynSH3-Tip-Komplexes. Das Verhéltnis von R, zu R,
hiangt fiir starre Proteinbereiche in erster Nihrung von der jeweiligen

Rotationskorrelationszeit t. ab (Kay ef al., 1989). Betrachtet man die Unterschiede der

R>-zu-R;-Verhiltnisse der B-Faltblattstrange vor und nach der Ligandenbindung, so ergibt
sich eine Quotient von 0,56 & 0,06, der sich in derselben GroBBenordnung wie der Quotient
der beiden Rotationskorrelationszeiten befindet. Somit sind die beobachteten Anderungen
der Werte fiir das R,-zu-R;-Verhiltnis allein durch die Massenzunahme bei der
Komplexbildung aus LynSH3 und Tip zu erkldren und liefern keinerlei Anhaltspunkte auf
globale strukturelle Anderungen der LynSH3 bei Ligandenbindung.

Um mogliche kleinere strukturelle Anderungen der LynSH3 bei Ligandenbindung zu
identifizieren, wurden die residualen dipolaren Dyun-Kopplungen der freien und der
gebundenen LynSH3 in Gegenwart von PfI Phagen gegeneinander aufgetragen
(Abb. 4.35) (Kap. 3.5.7). Unterschiede in der Orientierung oder konformationelle
Anderungen des Proteins fithren zu starken Abweichungen der jeweiligen gemessenen
Kopplungen (Mittermaier & Kay, 2004). Daher ist die vergleichende Auftragung der
dipolaren Kopplungen der freien und der ligandengebundenen LynSH3 ein sensitives Mal3
etwaiger struktureller Anderungen. Unter Ausschluss von zehn Wertepaaren, die

grofitenteils zu Aminosduren gehoren, die entweder selbst an der Ligandenbindung
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beteiligt sind oder die sich in direkter Nachbarschaft zu Aminosduren mit direkter
Beteiligung befinden, ergibt sich fiir die Auftragung der Kopplungen ein
Korrelationskoeffizient von 0,99. Die von der Korrelation ausgeschlossenen Wertepaare
konnten zu 80 % der Bindungsregion zugeordnet werden (Abb. 4.35). Daraus ldsst sich
ableiten, dass die LynSH3-Domine nur sehr geringe strukturelle Verdnderung bei
Ligandenbindung erfihrt, was 1im FEinklang mit fritheren Strukturen steht

(Larson & Davidson, 2000; Schweimer et al., 2002).

Abb. 4.34 "N-Relaxationsdaten der freien LynSH3 (gefiillte Kreise) sowie der Tip(167-199)-
gebundenen LynSH3 (offene Kreise) bei 60,8 MHz Stickstofffrequenz. (A)
Auftragung der Rohdaten der longitudinalen und transversalen Relaxationsraten R,
und R, sowie des heteronukleare {'H} "N-NOEs. (B) Interpretation der Rohdaten als
R»-zu-R;-Verhiltnis (Kay et al., 1989) und durch den nach dem 'model free'-Ansatz
berechneten Ordnungsparameter S* (Lipari & Szabo, 1981). Die Unterschiede im
R;-zu-R;-Verhiéltnis vor und nach Ligandenbindung korrelieren gut mit der Zunahme
der Rotationskorrelationszeit und sind somit allein durch den Massenunterschied zu
erklaren (Kay et al, 1989). Grau schattierte Bereiche geben die Lage der
B-Faltblattstringe wieder (vgl. Abb. 1.1). Jeweils 1,6 mM LynSH3, 100 mM
K-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 6.4; in gebundener Form mit 3,4 mM Tip(167-199).
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Abb. 4.35 Korrelation der gemessenen residualen dipolaren Dyux-Kopplungen (RDC) der
freien und der Tip(167-199)-gebundenen LynSH3. Die durchgezogene Linie stellt
eine lineare Regression fiir die grau hinterlegten Wertepaare mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,99 dar. Von der Regression ausgenommene
Wertepaare sind mit der entsprechenden Sequenzposition beschriftet. Durch Fettdruck
hervorgehobene Sequenzpositionen weisen entweder selbst NOE-Kreuzresonanzen
zum Tip Liganden auf oder stehen in direkter Nachbarschaft (i+1) zu Aminoséuren,
die NOE-Kreuzresonanzen zum Liganden zeigen. Mit Ausnahme weniger, an der
Bindung beteiligter Aminosduren, zeigen die Dyun-Vektoren der Aminosduren der
LynSH3 keine signifikante Anderung bei Ligandenbindung. Jeweils 1,6 mM LynSH3,
100 mM K-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 6.4, 18 mg/ml PfI Phagen; in gebundener
Form mit 3,4 mM Tip(167-199).
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4.5 Strukturbestimmung des LynSH3-Tip-Komplexes
Basierend auf der sequenziellen Zuordnung der Spinsysteme beider Komplexkomponenten

konnten aus weiteren Experimenten Daten fiir die Strukturbestimmung ermittelt werden.

4.5.1 Einschrinkung der dihedralen Winkel aus *J(H", H*)-Kopplungskonstanten
Aus dem HNHA-Experiment (Kap. 3.5.5) der gebundenen LynSH3 konnten 50
3J(HY, H)-Kopplungskonstanten bestimmt werden. Wegen der Beschrinkung auf
Kopplungskonstanten kleiner 6 Hz und gré8er 8 Hz konnten nach der Karplus-Beziehung

(Karplus, 1954; Pardietal., 1984) 21 Beschrinkungen der ¢-Winkel fir die
Strukturberechnung der gebundenen LynSH3 herangezogen werden (Anhang 10.5).

Fiir das gebundene Tip(140-191) wurde auf die Auswertung eines HNHA-Experiments
verzichtet, da aus Betrachtung der Proteinsequenz ersichtlich ist, dass der Grof3teil der an
der Bindung beteiligten Aminosduren Proline oder Glycine sind. Fiir diese

Aminoséduretypen sind entweder keine Resonanzen im HNHA-Spektrum vorhanden oder

die Resonanzen lassen sich nicht eindeutig in Beschrankungen des ¢-Winkels {ibersetzen.
Aus eigenen vorangegangenen CD-spektroskopischen Untersuchungen (Bauer, 2001;
Schweimer et al., 2002; Bauer et al., 2004) ist bekannt, dass T176 bis P183 in Tip sowohl
bei Bindung, als auch frei in Losung eine Typ-II-Polyprolin (PPII)-Helix ausbilden. Die
PPII-Helix zeichnet sich durch eine Beschridnkung der dihedralen Winkel fiir Proline von
¢ =-75° und y = 145° aus (Morton et al., 1996). Trotz des experimentellen Nachweises
der PPII-Helix konnte aufgrund der Vielzahl anderer experimenteller Randbedingungen
bei der Berechnung der Komplexstruktur auf eine Beschrankung der dihedralen Winkel der

Proline in Tip verzichtet werden.

4.5.2 Identifizierung von Wasserstoffbriicken
Da durch das hohe Mal} an Korrelation der residualen dipolaren Kopplungen der freien
und gebundenen LynSH3 gezeigt werden konnte, dass die Ligandenbindung nur zu sehr
geringen strukturellen Anderungen fiihrt (Kap.4.4.3), wurde auf eine zusitzliche
experimentelle Bestimmung der Wasserstoffbriicken aus **J(N(i), C'(j)) skalaren
Kopplungen oder langsamen Amidprotonenaustausch der gebundenen From verzichtet.
Alle 17 fir die Berechnung der Struktur der freien LynSH3 verwendeten
Wasserstoffbriicken konnten auch im Komplex wihrend der iterativen Runden der

Strukturberechnung ohne Verletzung anderer experimenteller Daten erfiillt werden.
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4.5.3 Abstandsbeschrinkungen aus NOE-Kreuzresonanzen

Die Abstandsbeschrinkungen fiir die Berechnung der Tertidrstruktur  des
LynSH3-Tip-Komplexes wurde in mehreren iterativen Runden aus den durchgefiihrten
NOESY-Experimenten gewonnen. Dabei wurden zwei verschiedene Proben verwendet, in
denen jeweils nur einer der Bindungspartner mit den stabilen Isotopen "*C und "N markiert
war. Auf diese Weise konnte die Uberlagerung von Signalen deutlich verringert und somit
die eindeutige Zuordnung erleichtert werden. Im Fall der markierten LynSH3 wurden
folgende NOESY-Experimente zur Auswertung herangezogen: 3D-"N-NOESY-HSQC,
3D-"C-NOESY-HSQC, 4D-“C-HMQC-NOESY-"C-HSQC (Kap. 3.5.2). NOE-Kreuz-
resonanzen von Tip(140-191) wurden durch die Auswertung der 3D-"N-NOESY-HSQC-,
3D-"C-NOESY-HSQC-Spektren (Kap. 3.5.2) identifiziert.

Durch die Auswertung dieser Spektren war es moglich, 914 Abstandsbeschrinkungen
eindeutig zuzuordnen. Davon entfallen 124 Abstandsbeschrankungen auf intermolekulare
NOE-Kreuzresonanzen zwischen den beiden Komplexkomponenten. Fiir die LynSH3
wurden 658 Abstandsbeschrinkungen identifiziert, von denen 19 intraresiduale
Kreuzresonanzen darstellen. Die verbleibenden 639 interresidualen Kreuzresonanzen
setzten sich aus 228 sequenziellen, 85 mittelweitreichenden und 326 weitreichenden
Abstandsbeschrankungen zusammen. Fiir den Bereich W170 bis A191 von Tip(140-191)
wurden 132 intramolekulare, interresiduale Abstandsbeschrankungen erhalten, 99 davon
sequenziell und 33 mittelweitreichend. Die Gesamtheit der Abstandsbeschrankungen ist im

Anhang 10.5 abgedruckt.

4.5.4 Beschrinkungen durch residuale dipolare Kopplungen
In schwach orientierender PfI-Phagen-Suspension konnten aus J-modulierten
'H,”N-HSQC-Spektren 41 Dyn- und 37 Dc,n.-Kopplungskonstanten bestimmt werden
(Kap. 3.5.7). Fur die Strukturberechnung wurden lediglich die Kopplungskonstanten der
Aminosiuren mit einem Wert fiir den heteronuklearen {'H} "N-NOE groBer als 0,65,
sowie der Aminosiuren, deren Kreuzresonanzen keine Uberlagerungen mit anderen
Kreuzresonanzen aufweisen, herangezogen. Da im Gegensatz zur LynSH3 in Tip diese
Kriterien maximal fiir die Aminosduren L179 und A182 erfiillt worden wéiren (Abb. 4.29),
wurde auf eine Bestimmung der Dnun- und D, no-Kopplungskonstanten in diesem Fall
verzichtet. Die fiir die Strukturberechnung benétigten Werte fiir die Anisotropie D, und
Rhombizitdit R des Vorzugsorientierungstensors D wurden aus den Extremwerten
Dnun 34 =-27,56 Hz =2 D, und Dxun (asn = 18,20 Hz = -D,(143/2 R) fiir die LynSH3 zu
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D,=-13,76 Hzund R = 0,22 Hz geschitzt (Kap. 3.6.3).

4.5.5 Identifizierung der Salzbriicke D26-R182

Das minimale Bindungselement eines kanonischen SH3-Liganden ist das so genannte
xP-x-xP Motiv (Di-xP-Motiv), das entweder NH,- (Klasse I) oder COOH-terminal
(Klasse IT) von einer 'Kompassaminosdure' flankiert wird, die die Orientierung des Peptids
relativ zur SH3-Doméne bestimmt (Kap. 1.2.1). Aus Selektionsversuchen mit Peptid-
bibliotheken ist bekannt, dass diese 'Kompassposition' fast ausschlieSlich von Argininen
besetzt wird, die eine Salzbriicke zu einem meist hochkonservierten Aspartat der
SH3-Doméne ausbilden (Yu et al., 1994; Feng et al., 1994; Feng et al., 1995). Das System
aus LynSH3 und Tip(140-191) erfiillt mit D26 und R182 theoretisch die Anforderungen
fiir die Ausbildung dieser Salzbriicke.

Ein Nachweis von Salzbriicken ist mit Hilfe von Abstandsbeschrinkungen aus
NOE-Kreuzresonanzen nicht moglich, da die an der Salzbriicke beteiligten H" Protonen
des R182 schnell mit dem Losungsmittel austauschen, sodass eine Zuordnung nicht
moglich 1st. Weiterhin ist der geringste Abstand zweier eindeutig identifizierter
Resonanzen der beiden Spinsysteme (D26 HP" zu R182 H®") groBer als 7,5 A und damit zu
gro3, um NOE-Kreuzresonanzen detektieren zu konnen. Aus diesem Grund wurde nach
den iterativen Runden zur Bestimmung der Abstandsbeschrinkungen aus
NOE-Kreuzresonanzen die erhaltene Struktur in einer freien Molekiildynamiksimulation in
explizitem Wasser untersucht (Kap. 3.7). Dazu wurde die vorldufige Komplexstruktur in
einer Wasserbox &quilibriert und anschlieBend iiber den Simulationszeitraum von 1 ns
(675 Schnappschiisse) beobachtet. Eine Auswertung dieser Schnappschiisse ergab, dass zu
68 % des Simulationszeitraums die Abstinde beider O° Sauerstoffatome von D26 zu
jeweils einem der beiden H" Proton von R182 kleiner als 2,3 A waren. In weiteren 17 %
war zumindest einer der Abstinde zwischen den O° Sauerstoffen von D26 und einem
H" Proton von R182 kleiner als 2,3 A. Dieser Befund stiitzt die Annahme der Ausbildung
einer Salzbriicke zwischen D26 und R182 im LynSH3-Tip-Komplex. Daher wurde die
Salzbriicke in Form von zusitzlichen Abstandsbeschrinkungen in die finale Runde der

Strukturberechnungen mit einbezogen (Anhang 10.5).

4.5.6 Berechnung der Tertidrstruktur des LynSH3-Tip-Komplexes
Die insgesamt 1031 experimentellen Randbedingungen aus den Abschnitten 4.5.1 bis 4.5.5
dienten als Grundlage fiir die Berechnung der Komplexstruktur der LynSH3 und Tip. Da
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lediglich experimentelle Randbedingungen fiir die Sequenzbereiche Q9 bis T68 von
LynSH3 und W170 bis A191 von Tip eindeutig zugeordnet werden konnten, wurden nur
diese Bereiche bei der Strukturberechung beriicksichtigt. Im ersten Schritt wurden 120
Strukturen unter Verzicht auf die 78 Randbedingungen aus dipolaren
Kopplungskonstanten berechnet (Kap. 3.6.2). Im zweiten Schritt wurden die 60 Strukturen
mit den niedrigsten Werten der Zielfunktion E,, aus dem ersten Schritt unter zusétzlicher
Verwendung der Randbedingungen aus dipolaren Kopplungskonstanten verfeinert
(Kap. 3.6.3). Aus dem Ensemble der 60 verfeinerten Strukturen wurden die 20 Strukturen
mit den niedrigsten Werten der Zielfunktion £, als konvergierende Strukturen akzeptiert
(Abb. 4.36 A). Bei der akzeptierten Strukturenschar wurden keine der verwendeten
Abstandsbeschrinkungen um mehr als 0,18 A sowie keine systematische Verletzung einer
Abstandsbeschrinkung um mehr als 0,11 A beobachtet. Die Atomkoordinaten wurden
unter der Kennung 1WA7 in der Protein Data Bank (PDB) hinterlegt. Eine
Zusammenfassung der wichtigsten Strukturparameter findet sich in Tabelle 4.3. Die
nachfolgende Analyse der Strukturen des LynSH3-Tip-Komplexes bezieht sich auch die
'Kernstruktur' (Aminosduren D11 bis L66 der LynSH3 und M174 bis G187 von
Tip(140-191)), die sich durch Werte fiir den heteronuklearen {'H} "N-NOE groBer als 0,6
(LynSH3) beziehungsweise grofer als 0,4 (Tip) auszeichnen (Abb.4.34 und 4.29).
Dadurch sollte der Tatsache Rechnung getragen werden, dass in die Werte des
heteronuklearen {'H} "N-NOEs sowohl die interne Dynamik als auch die Dynamik der
Komplexbildung mit eingehen. Die mittlere quadratische Standardabweichung der
Atomkoordinaten fiir das Riickgrat der LynSH3 betriigt dabei 0,34 A und fiir die alle
schweren Atome 0,96 A. Der Ligand ist ebenfalls sehr gut definiert und weist eine mittlere
quadratische Standardabweichung der Atomkoordinaten des Proteinriickgrats von 0,34 A

und aller schweren Atome von 0,82 A auf.
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Tab. 4.3 Zusammenfassung der Strukturberechnung des LynSH3-Tip-Komplexes. Die
Angaben stellen mit Ausnahme der experimentellen Randbedingungen die Mittelwerte

und Standardabweichungen tiber die 20 akzeptierten Strukturen dar.

Abstandsbeschriankungen aus NOEs
intermolekular
intramolekular (LynSH3)
intraresiduale NOEs

interresiduale NOEs
intramolekular (Tip)
interresiduale NOEs
Beschriankungen der Diederwinkel
Wasserstoftbriicken

Salzbriicken

dipolare Kopplungskonstanten

Energien / (kcal/mol)

Standardabweichungen von den idealen Abstinden / A

Standardabweichungen von den idealen Winkeln / ©

Standardabweichungen von den idealen dipolaren
Kopplungskonstanten / Hz

Gesamtkomplex®
Kernstruktur® der LynSH3

erweitertes Bindungsmotiv von Tip®

Polyprolin-Helix von Tip*

insgesamt

insgesamt

sequenziell
mittelweitreichend
weitreichend
insgesamt
sequenziell

mittelweitreichend

DN HN
DCa Ha

Statistik der Molekiilldynamiksimulation

E, pot

E bonds

E angles

E impropers
E.a

E NOE

E cdih

E sani

Bindungsléngen

Abstandsbeschrankungen

Bindungswinkel

Improperwinkel

Diederwinkelbeschrankungen

DNHN
DC(XHOL

Atomare Standardabweichungen von der mittleren Struktur

Proteinrtickgrat
0,70+£0,13 A
0,34+0,10 A
0,34 £0,08A
0,22 +£0,07 A

Fiir die Strukturberechnung des LynSH3-Tip-Komplexes verwendete experimentelle Randbedingungen

914
124
658
19
228
&5
326
132
99
33
21
17
1

41
37

101,0 3,1
3,7+0,3
435432
123+1,1
20,8 +23
12,1 +1,5
09+04
7,9+0,9
0,00167 £+ 0,00007
0,016 +0,001
0,342 £ 0,012
0,384 £0,014
1,632 +£0,376
0,213 £0,027
0,367 = 0,030

Schwere Atome
1,38+0,17 A
0,96+ 0,18 A
0,82+0,14 A
0,46+ 0,13 A

* Aminoséduren 11-66 der LynSH3 und 174-187 von Tip ;° Aminoséuren 11 — 66; ¢ Aminoséuren 174 — 187; ¢ Aminosduren 175 — 182
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Abb. 4.36 Uberlagerung des Proteinriickgrats der 20 akzeptierten Strukturen und
schematische Darstellung der reguliren Sekundirstrukturelemente anhand der
Struktur mit dem niedrigsten Wert der Zielfunktion E,, des
LynSH3-Tip-Komplexes. (A) Dargestellt sind die Aminosduren Q9 bis T68 der
LynSH3 sowie W170 bis A191 von Tip. Die Aminosduren G1 bis E8 der LynSH3
wurden aufgrund des Fehlens experimenteller Randbedingungen nicht in die
Strukturberechnung einbezogen. Mit Ausnahme der jeweiligen NH,- und
COOH-Termini zeigen die 20 berechneten Strukturen eine sehr hohe
Ubereinstimmung. (B) Dargestellt sind die fiinf B-Faltblattstringe (D11-A15,
K34-E39, W44-549, K54-P59 und V63-K65) der LynSH3. Zusitzlich sind die zehn
Reste, die NOE-Kreuzresonanzen zu Tip aufweisen als Stibchenmodell in rot
hervorgehoben und mit der entsprechenden Sequenzposition beschriftet. Das Riickgrat
von Tip ist in blau und cyan (Polyprolin-Helix T176-P182) dargestellt. Die Abbildung
wurde mit Molmol erstellt (Koradi ez al., 1996).

Kontrollrechnungen ohne experimentelle Randbedingungen aus residualen dipolaren
Kopplungen ergaben eine mittlere quadratische Standardabweichung der Atomkoordinaten
des Riickgrats der LynSH3 von ebenfalls 0,34 A. Die Abweichung der jeweils gemittelten
Strukturen von 0,68 A zeigt, dass die Randbedingungen aus dipolaren Kopplungen die

Riickgrattopologie, basierend auf den 'konventionellen' NMR-Daten, bestitigen.
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Stafistik
gesamt LynSH3 Tip(170-191)

Aminosauren in den meist favorisierten Regionen 38 65.5% | 36 76.6% 2 18.2%
Aminosauren in den zusatzlich erlaubten Regionen 18 31.0% 9 19.1% 9 81.8%
Aminosauren in den groBzUgig erlaubten Regionen 1 1.7% 1 2.1% 0 0.0%
Aminosauren in nicht erlaubten Regionen 1 1.7% 1 2.1% 0 0.0%
Anzahl der Nicht-Gly und Nicht-Pro Aminosduren 58 100.0% | 47 1000% | 11 100.0%
Anzahl der endstandigen Aminosauren 4 2
Anzahl der Glycine (dardestellt als Dreiecke) 6 4 2
Anzahl der Proline 10 3 7
Gesamtanzahl der Aminosauren 78 56 22

Abb. 4.37 Grafische Darstellung der ¢/y-Winkelkombinationen der Aminosiuren des
LynSH3Tip-Komplexes nach Ramachandran. Die Aminosduren der LynSH3 sind
durch schwarze, die des Tip Liganden durch rote Symbole wiedergegeben. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die Darstellung nur fiir den Komplex mit dem
niedrigsten Wert der Zielfunktion £, dargestellt. Die in Strukturdatenbanken
besonders hiufig auftretenden Riickgratkombinationen sind griin eingeférbt. Die etwas
selteneren Konformationen sind in gelb, die sehr seltenen blassgelb hinterlegt. In weil3
sind die Regionen mit sterisch sehr ungiinstigen Konformationen dargestellt (nicht
erlaubte Regionen). Die Abbildung wurde mithilfe des Programms PROCHECK 3.4

(Laskowski et al., 1996) erstellt.
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Die Analyse der durch die Torsionswinkel ¢ und w charakterisierten Protein-
riickgratkonformationen ergibt, dass 76,6 % der Aminosduren der LynSH3 sterisch
besonders bevorzugte Konformationen einnehmen (Abb. 4.37), ohne das ein statistischer
Datenbankterm (Neudecker et al., 2001) bei der Strukturberechnung zur Anwendung kam.

Weitere 19,1 % nehmen Torsionswinkelkombinationen ein, die sterisch erlaubt sind. Im

Liganden nehmen 18,2% und 81,8% der Aminosduren ¢/ y-Torsions-

winkelkombinationen ein, die sterisch besonders bevorzugt beziehungsweise erlaubt sind.

COOH

Abb. 4.38 Uberlagerung der reguliren Sekundirstrukturelemente der Durchschnitts-
strukturen der freien LynSH3 (blau) und der Tip-gebundenen LynSH3 (rot). Die
rdumliche Orientierung der P-Faltbldtter ist in beiden Fillen nahezu identisch,
lediglich B2 ist um eine Aminosdure verkiirzt. Grofere Unterschiede zeigen sich in
den Schleifenbereichen — besonders der RT- und n-Src-Schleife. Aminoséuren mit
einer Anderung des ¢- und/oder y-Winkels groBer 40 ° sind als Stibchenmodell
dargestellt und mit der entsprechenden Sequenzposition beschriftet. Die Abbildung
wurde mit Molmol erstellt (Koradi ez al., 1996).
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Tab. 4.4 Mittlere Abweichungen der Atomkoordinaten der Strukturen der freien und
Tip-gebundenen LynSH3 bei Uberlagerungen der Gesamtstrukturen. Die groften
strukturellen Unterschiede treten in der RT-, n-Src-Schleife und der 3,0-Helix auf,
wihren die distale Schleife sowie die -Faltblitter nahezu unveréndert bleiben.

Riickgrat RMSD RMSD der Schweratome
Kernstruktur * 091 1,26
B-Faltblitter ° 0,63 0,97
RT-Schleife © 1,11 1,50
n-Src-Schleife ¢ 1,48 1,77
distale Schleife © 0,50 0,62
3101t " 0,96 1,34

*D11-L66; * D11-A15, K34-E40, W44-S49, K54-P59 und V63-K65; © L16-E33; ¢ H41-E43;
¢ L50-K53; " S60-Y62

Aus Tab. 4.4 und Abb. 4.38 ist ersichtlich, dass die grofiten strukturellen Unterschiede
zwischen der LynSH3 in freien und gebundenen Zustand in der RT- und der n-Src-Schleife

auftreten. Wihrend der RMSD des Proteinriickgrats der Kernstruktur bei 0,91 A und der

der PB-Faltblitter bei 0,63 A liegt, betrigt der Riickgrat-RMSD in der RT- und
n-Src-Schleife 1,11 A beziehungsweise 1,48 A. Diesem Trend entgegengesetzt betrigt die
mittlere Abweichung der Atomkoordinaten des Riickgrats der distalen Schleife lediglich
0,50 A. Das gleiche Bild ergibt sich bei der Betrachtung der Differenzen der
durchschnittlichen Anderung der ¢- und y-Torsionswinkel (Abb.4.39 und Abb. 4.38).
Anderungen des ¢-und/oder y-Winkels von mehr als 40 ° auf, die auf eine erhebliche
Konformationsédnderung des Proteinriickgrats schlieen lassen, sind in den Bereichen der
RT-Schleife, der n-Src-Schleife der 3i-Helix zu finden. Die Riickgrat-
konformationsinderungen in der RT-Schleife begriinden sich hauptsichlich auf Anderung
des Wasserstoffbriicken-Netzwerks um das auf Sequenzebene hoch konservierte D26, das
bei Bindung von Tip eine Salzbriicke mit R182 ausbildet. Sehr dhnliche Verdnderungen
des Wasserstoftbriicken-Netzwerks der RT-Schleife bei Ligandenbindung konnten auch
schon fiir andere SH3-Dominen beschrieben werden (Arold et al., 1997). Eine ebenfalls
deutliche Anderung des ¢p-Winkels erfihrt S60, welches in der 3,-Helix liegend, direkt an

der Bindung von Tip beteiligt ist. Die groBten Unterschiede der ¢-und y-Torsionswinkel
weist aber H41 der n-Src-Schleife auf.
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Abb. 4.39 Differenzen der ¢- und y-Torsionswinkel zwischen den gemittelten Strukturen
der freien und Tip-gebundenen LynSH3. Die Differenzwerte fiir die ¢-
und y-Torsionswinkel sind als schwarze beziehungsweise weile Balken in
Abhiéngigkeit der Sequenzposition dargestellt. Differenzwerte grofler 40 ©, die auf eine
erhebliche Konformationsédnderung des Proteinriickgrats schlieBen lassen, sind fiir
Bereiche der RT-Schleife, der n-Src Schleife und der 3,0 Helix zu erkennen. Grau

schattierte Bereiche geben die Lage der B-Faltblattstringe wieder (vgl. Abb. 1.1).

In der Struktur der freien LynSH3-Domine kommt das HM-Proton von H41 dem
Carbonylsauerstoff von W44 niher als 2,3 A, sodass eine Wasserstoffbriicke ausgebildet
werden kann. Nach der Bindung von Tip, an der unter anderem die Seitenketten von H41
und W44 beteiligt sind, wichst dieser Abstand auf iiber 4,8 A an und verhindert die

Ausbildung einer Wasserstoffbriicke. Durch das Aufbrechen dieser Wasserstoffbriicke bei

Ligandenbindung verkiirzt sich der Faltblattstrang 32 um eine Aminosédure (Abb. 4.38).

4.5.7 Bindung der PPII-Helix an die LynSH3
Der Sequenzabschnitt T176 bis R182 von Tip bildet eine Polyprolin-Helix aus, deren beide
xP-Dipeptidmotive T176-P177 (P5/ P,) und L179-P180 (Po/ P.;) (Abb. 1.2; Nomenklatur
nach Limef al,, 1994) in die flachen, hydrophoben Tasche-1 und Tasche-2 der
SH3-Doméne binden (Abb. 4.40 A). Dabei wird die Tasche-1 von den beiden Tyrosinen
17 und 62, Tasche-2 von Y62, Y19 und W44 gebildet (Abb. 4.40 A und 4.41). R182 an der
Position P packt gegen die Seitenkette von W44 und bildet eine Salzbriicke zu D26 der
LynSH3 aus (Kap 4.5.5) und bestimmt somit die Klasse II-Orientierung des Liganden

relativ zur SH3-Domiine.
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Abb. 4.40 Molekiiloberflichendarstellung der LynSH3 im Komplex mit Tip. (A)
Stabchendarstellung von Tip(174-187) gebunden an LynSH3. Die Aminosduren der
PPII-Helix sind in cyan hervorgechoben und nummeriert. Die Molekiil-
oberflichenareale von Y17, Y19, W44 und Y62, die die hydrophoben
Bindungstaschen 1 und 2 (schwarze Ellipsen) bilden, sind in rot dargestellt und
entsprechend beschriftet. (B) um 60 © (entlang der y-Achse) relativ zu A, C und D
gedrehte Darstellung der Bindungsbereiche COOH-terminal der PPII-Helix. R182
(gelb) bildet eine Salzbriicke zu D26 (rote Molekiiloberflichendarstellung) aus,
wihrend L186 (gelb) in eine hydrophobe Tasche aus H41, W44 und F57 (griine
Molekiiloberflichendarstellung) bindet. (C) Darstellung der elektrostatischen
Oberflachenpotenziale der LynSH3 (negatives Potenzial in rot, positives Potenzial in
blau). Abgesehen von D26, spielt das Oberflichenpotenzial der LynSH3 nur eine
untergeordnete Rolle bei der Ligandenbindung. (D) Darstellung der Hydrophobizitit
der Molekiiloberfliche der LynSH3 (hydrophobe Areale in griin, hydrophile Areale in
blau). Die Tip-Bindung erfolgt fast ausschlieBlich {iiber hydrophobe
Wechselwirkungen mit der LynSH3. Die Abbildung wurde mit Molmol erstellt
(Koradi et al., 1996).
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Abb. 4.41 Schematisches Diagramm der Wechselwirkungen der Bindungsregion der
PPII-Helix von Tip mit der LynSH3. Als Kugel-Stiabchen-Modell dargestellt sind
die Aminosduren T176 bis R182 von Tip und D26 der LynSH3. Die Salzbriicke
zwischen R182 und D26 ist durch zwei griin gestrichelte Linien eingezeichnet.
Hydrophobe Wechselwirkungen sind durch rote Speichen um die beteiligten Atome
des Liganden gekennzeichnet. Die entsprechenden Bindungspartner der LynSH3 sind
durch rote Bégen mit Speichen und der zugehdrigen Sequenzposition wiedergegeben.
Die Darstellung wurde mit dem Programm LIGPLOT v.4.4.2 erstellt
(Wallace et al., 1995).
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Abb. 4.42 Schematisches Diagramm der hydrophoben Wechselwirkungen von L186 von
Tip mit den Resten H41, W44 und F57 der LynSH3. Als Kugel-Stibchen-Modell
dargestellt sind die Aminosduren A184 bis E188 von Tip. Hydrophobe
Wechselwirkungen sind durch rote Speichen um die beteiligten Atome des Liganden
gekennzeichnet. Die entsprechenden Bindungspartner der LynSH3 sind durch rote
Bogen mit Speichen und der zugehorigen Sequenzposition wiedergegeben. Die
Darstellung  wurde mit dem  Programm = LIGPLOTv.4.4.2  erstellt
(Wallace et al., 1995).

4.5.8 Beitrag des Bereichs COOH-terminal der PPII-Helix in Tip zur
LynSH3-Bindung

Der Bereich COOH-terminal der PPII-Helix, P183 bis G187, ist auf der Sequenzebene
unter Isolaten aus verschiedenen Herpesvirus saimiri- Stimmen und sogar unter Tio aus
Herpesvirus ateles hoch konserviert (Abb. 1.5) (Ensser et al., 2003, Bauer ef al., 2004).
Dieser Bereich, bestehend aus fiinf Aminosduren, bindet unter Ausbildung einer
Doppelschleife in die Furche zwischen RT- und n-Src-Schleife auf der Oberfldche der
LynSH3. NOE-Kreuzresonanzen zwischen der H-, H'- und H’-Protonen von P183 und den
H*, HP-, und H°-Protonen L186 sowie NOE-Kreuzresonanzen zwischen H“ und
HP-Protonen von N185 und den HN-, H"-, H'-Protonen von E188 zeigen ihre rdumliche
Néhe an. Somit bildet P183 bis L186 die erste Schleife und N185 bis E188 die zweite
Schleife der Doppelschleife aus.
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Abb. 4.43 Uberlagerung der Strukturen des LynSH3-Tip mit dem SrcSH3-VSL12-Komplex
(Feng et al., 1995) sowie Sequenzvergleich von Tip, APP12 und VSL12. (A) Die
tiberlagerten SH3-Doménen sind in hell- beziehungsweise dunkelgrau dargestellt. Tip
(blau) als Klasse II Ligand bindet in umgekehrter Orientierung verglichen mit dem
Klasse I Liganden VSLI2 (rot). L186 (blaues Stibchenmodell) bildet Kontakte zur
n-Src-Schleife der LynSH3 aus, wihrend L3 (rotes Stibchenmodell) die RT-Schleife
der SrcSH3 kontaktiert. Die Abbildung wurde mit Molmol erstellt (Koradi et al.,
1996). (B) Neben den Sequenzen von Tip, APP12 und VSLI12 sind die Konsensi fiir
SH3-Ligenden der Klasse I und Klasse II angegeben (Feng et al., 1995). Nomenklatur
der Bindungsregion erfolgt nach Yueral, 1994. Leucinreste aussenhalb der
Konsensussequenzen sind grau hinterlegt.

Die zentralen Reste der ersten Schleife, A184 und N185, zeigen von der Bindungsfldache
weg und weisen keine NOE-Kreuzresonanzen zur LynSH3-Doméne auf. L186 und G187
in der zweiten Schleife binden hingegen in eine hydrophobe Tasche, die von den
Aminosduren H41, W44 und F57 der LynSH3 gebildet wird. Dabei liegt die lange
Seitenkette von L186 direkt tiber dem aromatischen Ring von F57. Der Ringstromeffekt

von F57 erklart die starke Hochfeldverschiebung der Resonanzen der Seitenkettenprotonen
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von L186 (H”=1,03 und 1,07 ppm, H' = 0,67 ppm, H®= 0,34 und 0,13 ppm). Zusitzlich
zeigt eine der 8-Methylgruppen NOE-Kreuzresonanzen zu H41 der n-Src-Schleife.

Ahnliche Kontakte eines Leucinrests an der Position P.s wurden in der Vergangenheit fiir
den Klasse I-Liganden VSL12 im Komplex mit der SrcSH3 beobachtet (Feng et al., 1995).
Als ein Ligand der Klasse I besitzt VSL12 NH,-terminal flankierende Bereiche, die
zusitzliche Kontakte zur SH3-Doméne ausbilden. Diese Bereiche kontaktieren ebenfalls
die Furche zwischen RT- und n-Src-Schleife auf der Oberfliche der SH3-Doméne. Im
Gegensatz zu Tip bilden die Reste an den Positionen P4 bis Ps "RAL?) in VSL12 eine
'‘pseudozyklische’ Struktur aus (Feng et al., 1995), die zur Oberfliche der SH3-Doméne
orientiert ist und nicht von ihr weg zeigt, wie A184 und N185 in Tip. Der aliphatische Teil
der Seitenkette von R5 packt gegen die n-Src-Schleife, wihrend A4 das Zentrum der
Vertiefung ausfiillt. Die lange Seitenkette von L3 kommt, in gleicher Weise wie L186,
direkt iiber dem aromatischen Ring von Y131 (dquivalent zu F57 der LynSH3) der SrcSH3
zu liegen. Im Gegensatz zum LynSH3-Tip-System, wo L186 die n-Src-Schleife
kontaktiert, weist L3 im SrcSH3-VSL12-System Kontakte zur RT-Schleife auf. Ein
weiterer wesentlicher Unterschied ist die Oberflichenzugidnglichkeit der beiden
Leucinreste. Wihrend L3 in VSL12 nach der Bindung noch mit 52,7 % (141,1 A?) seiner
Oberflache Kontakt mit dem Losungsmittel zeigt, sind es bei L186 im Tip nur 8,9 %
(23,8 A?). Diese geringe Zuginglichkeit von L186 wird durch H41 der n-Src-Schleife
erzielt, das eine Art Deckel {iber der hydrophoben Tasche aus W44 und F57 der LynSH3
(dquivalent zu W44 und Y57 in SrcSH3) darstellt. In der Studie zum
SrcSH3-VSL12-Komplex haben Feng und Kollegen (1995) auch einen Klasse II-Liganden
identifiziert — APP12. Auffallend ist, dass APP12 ebenso wie Tip und VSLI2 ein
Leucinrest COOH-terminal der PPII-Helix aufweist. Leider war aber in diesem Fall die
Bestimmung der Orientierung der Leucinseitenkette  mangels  eindeutiger
NOE-Kreuzresonanzen nicht moglich. Lediglich Anderungen der chemischen
Verschiebungen der Resonanzen auf Seiten der SrcSH3 zeigten eine Beteiligung des

Leucinrests in APP12 an der Bindung genau wie bei VSL12 an (Feng et al., 1995).
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4.6 Modellierung des LckSH3-Tip-Komplexes

Aufgrund des ungiinstigen Austauschverhaltens bei der Bindung von Tip an die LckSH3,
das zum Entwurf der P17G-Mutante gefiihrt hat (Kap. 4.1), ist bisher nur die Generierung
NMR-basierter Modelle mit relativ geringer Auflésung moglich gewesen (Bauer, 2001;
Schweimer et al., 2002; Bauer et al., 2004). Weiterhin war die Kristallisation der LckSH3
mit verschiedenen Varianten des Tip-Liganden bis zu diesem Zeitpunkt nicht erfolgreich
(Prof. Y. Muller, Lehrstuhl fiir Biotechnik, Universitdt Erlangen-Niirnberg, personliche
Mitteilung).

Durch die in dieser Arbeit bestimmte Losungsstruktur des LynSH3-Tip-Komplexes
(Kap. 4.5) steht zum ersten Mal eine hochaufgeloste Komplexstruktur fiir eine

homologiebasierte Modellierung (Kap. 3.9.2) des LckSH3-Tip-Komplexes zur Verfiigung.

4.6.1 Vergleich des Bindungsmodus von Tip an LckSH3 und LynSH3

Vor der Modellierung des LckSH3-Tip-Komplexes auf Basis des hochaufgelosten
LynSH3-Tip-Komplexes wurde ein Vergleich der jeweils erhaltenen experimentellen
Daten durchgefiihrt. Dies sollte sicherstellen, dass Tip auch tatséchlich auf identische
Weise von LckSH3 und LynSH3 gebunden wird.

Alle Dbisherigen Modelle des LckSH3-Tip-Komplexes basierten aufgrund der
Unzuldnglichkeiten der entsprechenden NMR-Spektren nur auf einer geringen Anzahl
intermolekularer Abstandsbeschrankungen aus NOE-Kreuzresonanzen (20 Stiick) (Bauer,
2001; Schweimer et al., 2002; Bauer et al., 2004). Im Gegensatz dazu ist der Komplex aus
LynSH3 und Tip mit insgesamt 124 intermolekularen Abstandsbeschrankungen sehr gut
definiert (Kap. 4.5.6).

In Abb.4.44 sind einige Schliissel-NOE-Kreuzresonanzen des LckSH3-Tip- und
LynSH3-Tip-Komplexes gegeniibergestellt. Dargestellt sind die NOE-Kreuzresonanzen fiir
die Amidprotonen der Aminosduren T176 (erster Rest der PPII-Helix), R182 (letzter Rest
und Kompassaminosdure der PPII-Helix) sowie G187 (letzte Aminosdure des erweiterten
Bindungsmotivs) von Tip. Zusammen mit dem Sequenzvergleich der LckSH3 und
LynSH3 (Abb. 1.1), der zeigt, dass sich W40 und F58 in LckSH3 an &quivalenter
Positionen wie W44 und Y62 in LynSH3 befinden, wird aus dem Muster der
intermolekularen NOE-Kreuzresonanzen einerseits die Klasse II-Orientierung von Tip
auch bei LckSH3-Bindung und andererseits die Bindung des erweiterten Bindungsmotivs

COOH-terminal der PPII-Helix analog zum LynSH3-Tip-Komplex bestétigt.
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Abb. 4.44 Ausschnitte aus den “N-NOESY-HSQC-Spektren des LckSH3-N-Tip- und
LynSH3-"N-Tip-Komplexes. Die Streifen entsprechen den verschiedenen Ebenen
der "N-Dimension der Amidprotonenresonanzen der Aminosiuren T176, R182 und
G187 von "N-Tip(140-191). Eindeutig identifizierte intermolekulare NOE-
Kreuzresonenzen sind beschriftet. Die Streifendarstellung der Tip-LckSH3-
Wechselwirkungen wurde Bauer e/ al. (2004) entnommen und bearbeitet.

Die Bindung der Bereiche COOH-terminal der PPII-Helix wird auch durch den Vergleich
der Werte des {'"H} "N-NOEs LckSH3-  und
LynSH3-Bindung deutlich (Abb. 4.29 und 4.45). Wie schon bei der Bindung von Tip an

heteronuklearen von Tip bei
LynSH3 zu beobachten, zeigen die Sequenzbereiche COOH-terminal der PPII-Helix
ebenfalls Anzeichen geringerer Flexibilitdt, die auf eine gleichartige Bindungsbeteiligung
schlieBen lassen.

Somit konnte gezeigt werden, dass Tip von LckSH3 und LynSH3 auf die gleiche Weise
gebunden wird und somit LynSH3 eine geeignete Basis fiir die homologiebasierte

Modellierung der LckSH3-Tip-Bindung darstellt.
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Abb. 4.45 Heteronuklearer {'H} *N-NOE von Tip nach LckSH3-Bindung in Abhiingigkeit
der Sequenzposition bei 600 MHz. Der Sequenzabschnitt der Polyprolin-Helix ist
grau hinterlegt. Auffallend ist die eingeschriankte Flexibilitit der Aminosduren
COOH-terminal der Polyprolin-Helix. Diese lieferen einen Hinweis auf eine
verldngerte Bindungsregion von Tip bei der LckSH3-Erkennung und stimmen
tendenziell mit dem Werten fiir die LynSH3-Bindung gut iiberein (Abb. 4.29). 1,5 mM
Tip(140-191), 1,8 mM LckSH3, 80 mM K-Phosphat, 40 mM NaCl, pH 6.4.

4.6.2 Homologiemodellierung des LckSH3-Tip-Komplexes

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Tip die LckSH3 in gleicher Weise bindet wie die
LynSH3 (Kap. 4.6.1) und da ein Vergleich der Sequenzen der beiden SH3-Doménen zeigt,
dass sie zu 56 % identisch und zu 72 % &hnlich sind (Abb. 1.1), ist ersichtlich, dass der
LynSH3-Tip-Komplex eine gute Vorlage fiir die Modellierung des Lck-Tip-Komplexes
darstellt.

Der durch Homologiemodellierung (Kap. 3.9.2) erhaltene LckSH3-Tip-Komplex ist in
Abb. 4.46 dargestellt und ist konsistent mit den zur Verfiigung stehenden experimentellen
Daten. Das hochaufgeldste Strukturmodell steht in guter Ubereinstimmung zu (1) den
intermolekularen NOE-Kreuzresonanzen zwischen Tip und LckSH3, (2) den
intramolekularen NOE-Kreuzresonanzen innerhalb der LckSH3 nach Tip-Bindung
(Schweimer et al., 2002) und (3) den Anderungen der chemischen Verschiebungen der
Resonanzen der Amidprotonen der LckSH3 bei Tip-Bindung (Schweimer et al., 2002).
Gleichzeitig ist ersichtlich, dass die Aminosduren an Position 17 (Prolin oder Glycin)

keine direkten Wechselwirkungen mit dem Liganden bei Bindung eingehen.
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Abb. 4.46 Molekiiloberfliichendarstellung des Modells der LckSH3 im Komplex mit Tip.
Das Proteinriickgrat von Tip(174-187) ist als Band in blau dargestellt. Die
16sungsmittelzugéngliche Oberfliche der LckSH3 ist in Abhingigkeit von der
Anderung der jeweiligen chemischen Verschiebungen (A.m) bei Zugabe von Tip
eingefirbt: rot Ao > 0,12 ppm; orange 0,12 ppm > Anorm > 0,06 ppm; gelb 0,06 ppm >
Anorm > 0,04 ppm; grau < 0,04 ppm. Die zugingliche Oberfldche von P17 (G17 in
LckSH3 P17G) ist in griin dargestellt und verdeutlicht, dass die P17G-Mutation keine
van der Waals Wechselwirkungen mit dem Liganden eingeht. Die Abbildung wurde
mit Molmol erstellt (Koradi ef al., 1996).

4.6.3 Einfluss von L186 auf die Affinitit zu LckSH3 und LynSH3

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Tip von LckSH3 in gleicher Weise gebunden wird
wie von LynSH3 (Kap. 4.6.1), sollte der Einfluss des erweiterten Bindungsmotivs und hier
vor allem der Einfluss von L186 von Tip auf die Affinitdt zu den beiden SH3-Dominen
untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden die Affinitidten beider SH3-Doménen zu Tip(168-187) sowie zu
einem um zwei Aminosduren verkiirzten Peptid als Negativkontrolle, Tip(168-185), mittels
Tryptophanfluoreszenz ~ verglichen (Abb. 4.47) (Kap.3.4.4). Die so erhaltenen
Bindungskonstanten betragen fiir die Bindung von Tip(168-187) an LynSH3 0,8 + 0,1 uM
und an LckSH3 16,8 + 1,2 uM. Entsprechende Titrationen von Tip(168-185) ergaben fiir
LynSH3 und LckSH3 Bindungskonstanten von 15,0+2,0 uM beziehungsweise
15,8 £ 1,6 uM. Wihrend Tip(168-185) von beiden SH3-Doménen mit annéhernd gleicher
Affinitdt gebunden wird, ist durch L186 und G187 in Tip(168-187) bei LynSH3-Bindung

ein signifikanter Affinititsanstieg im Vergleich zur LckSH3 zu verzeichnen.
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Betrachtet man die energetischen Unterschiede, die sich aus den unterschiedlichen
Bindungskonstanten berechnen lassen, so ist zu erkennen, dass sich die Bindung von

Tip(168-187) an LynSH3 und LckSH3 um 7,2 kJ/mol unterscheidet.

rel. Fluoreszenz

0 20 40 60 80
Tip-Konzentation [uM]

Abb. 4.47 Bestimmung des Einflusses von L186 und G187 auf die Affinitit von Tip zur
LynSH3 (gefiillte Symbole) wund LckSH3 (offene Symbole) mittels
Fluoreszenztitration. Aufgetragen sind die relativen Anderungen der Fluoreszenz der
Tryptophane der SH3-Doménen bei steigenden Konzentrationen an Tip(168-185)
(Kreise) und Tip(168-187) (Quadrate) zu 0,5 uM SH3 in 50 mM Tris/HCI, 150 mM
NaCl, pH 7,5 beobachtet bei 340 nm.

Tip wird von LckSH3 genau wie von LynSH3 als Klasse II-Ligand erkannt und sowohl
tiber die Wechselwirkungen der PPII-Helix, als auch iiber Wechselwirkungen der
erweiterten Bindungsregion COOH-terminal der PPII-Helix gebunden (Kap. 4.6.1).
Trotzdem unterscheiden sich die Affinitdten der beiden SH3-Doménen zu Tip hinsichtlich
der Anwesenheit oder Abwesenheit von L186 signifikant.

Einer der auffilligsten Unterschiede im Sequenzvergleich der beiden SH3-Doménen
(Abb. 1.1) befindet sich an Position 41 der LynSH3. Wihrend die LynSH3 mit H41 eine
Art Deckel tiber der hydrophoben Tasche aus W44 und F57 bildet, besitzen alle anderen
Mitglieder der Tyrosinkinasen der Src-Familie ein Serin oder Threonin an der
entsprechenden Position der SH3-Domine. H41 bewirkt, dass L186 von Tip eine
zugingliche Oberfliche von nur 23,8 A% aufweist (Kap. 4.5.8). Im modellierten Komplex
von Tip mit LckSH3 weist L186 hingegen eine Oberflichenzuginglichkeit von 114,5 A2
auf. Die Differenz in der Zuginglichkeit der Oberfliche von 90,7 A2 lisst sich in eine

Differenz der freien Bindungsenergie unpolarer Gruppen (AGy,) von 5,9 kJ/mol umrechnen
(Sitkoff et al., 1994; Kuhn & Kollman, 2000) (Kap. 3.9.3) und stimmt damit gut mit dem
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energetischen Unterschied von 7,2 kJ/mol iiberein, der aus den ermittelten Kp-Werten
berechnet werden konnte. Ein dhnlicher Wert wird auch in der Literatur fiir den Transfer
einer Isopropylgruppe von Wasser in eine hydrophobe n-Octanol-Phase beschrieben
(7,4 kJ/mol; Hansch & Coats, 1970). Somit kann der beobachtete Affinitdtsunterschied fast
vollstindig auf die unterschiedliche Oberflaichenzugénglichkeit von L186 in Tip
zuriickgefiihrt werden.

Erst durch den Vergleich der hochaufgelosten LynSH3-Tip-Komplexstruktur und des
hochaufgelosten Strukturmodells des LckSH3-Tip-Komplexes (Kap. 4.6.2), die eine
detaillierte Interpretation erlauben, ldsst sich das deutlich unterschiedliche Verhalten von
LynSH3 und LckSH3 durch die Anwesenheit oder Abwesenheit von L186 und G187 in
Tip erkldren. Dies unterstreicht die Bedeutung hochaufgeloster Strukturen fiir das

detaillierte Verstdndnis molekularer Erkennungsprozesse.
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5 Diskussion

5.0 Affinitit und Spezifitit molekularer Erkennungsprozesse

In den vergangenen Jahren wurde eine stidndig steigende Anzahl biologischer Systeme
bekannt, in denen die jeweiligen Charakteristika molekularer Erkennung nicht allein durch
Unterschiede in den statischen Proteinstrukturen der beteiligten Bindungspartner
vollstandig beschrieben werden konnten (Kap. 1.1). In diesen Fillen konnte erst eine
detaillierte Betrachtung des Zusammenspiels von Struktur, Dynamik und Energetik der
Bindung zu einem tieferen Verstdndnis der Prozesse fithren. Obwohl bereits grofie
Fortschritte auf diesem Gebiet gemacht wurden, sind die Ergebnisse meist nur in der Lage,
das verwendete Modellsystem ausreichend genau zu beschreiben. Verallgemeinerungen
oder Vorhersagen fiir andere Systeme sind aber trotz der Vielzahl verfiigbarer
Vorhersagemethoden (Kap. 1.1.3 bis 1.1.5) immer noch problematisch und liefern héufig
falschen Vorhersagen beziiglich der Affinitdt molekularer Erkennung. Hieraus wird
deutlich, dass wir noch weit von einem globalen Verstindnis aller Facetten der
molekularen Erkennung entfernt sind. Im Zeitalter der Genomik und Proteomik wird aber
die (automatische) Vorhersagbarkeit und Quantifizierung von molekularen Interaktionen
immer mehr an Bedeutung gewinnen und zeigt deutlich den hohen Forschungs- und
Erkenntnisbedarf in diesem Bereich auf.

Aus diesem Grund sind in der vorliegenden Arbeit die Wechselwirkungen des Tip-Proteins
aus Herpesvirus saimiri (Kap. 1.4) mit verschiedenen SH3-Doménen unter dem Aspekt der
Identifizierung molekularer Faktoren, die die Affinitdt der Ligandenbindung beeinflussen,

analysiert worden.
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5.1 Initiale Charakterisierung der Bindung von Tip an LckSH3 und LynSH3
Das T-Zell-interagierende Protein Tip weist einen 37 Aminosduren langen Sequenzbereich
(L146 bis P183) auf, der fiir die Interaktion mit der Tyrosinkinase Lck notwendig und
hinreichend ist (Kap. 1.4). Dieser Sequenzabschnitt wechselwirkt sowohl mit der
SH3-Doméne, als auch mit der Kinase-Doméne der Lck (Hartley ez al., 2000). Da in der
vorliegenden Arbeit lediglich die SH3-bindenden Eigenschaften von Tip Gegenstand der
Analysen sein sollten, war eine Fokussierung auf die SH3-Bindesequenz von Tip sinnvoll,
um so die Verwendung von kurzen synthetischen Peptiden zu ermoglichen. Aus
Vorarbeiten war bekannt, dass Tip(168-187) deutlich stiarker an die zu untersuchenden
SH3-Doménen bindet als Tip(173-185), das die PPII-Helix von Tip darstellt
(Schweimer et al., 2002). Eine Erkldrung fiir diesen Befund auf atomarer Ebene war nicht
bekannt.
Um sicherzustellen, dass in dieser Arbeit alle SH3-Interaktionsbereiche im Liganden
vorhanden sind, wurde die anfingliche Charakterisierung mit einem sehr langen,
rekombinanten Tip(140-191)-Fragment durchgefiihrt (Kap.4.4). Weitere Analysen
erlaubten die Eingrenzung der SH3-bindenden Eigenschaften zuerst auf den Bereich
Tip(167-199) und schlieBlich auf Tip(168-187) (Kap. 4.4.1).
Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Peptide Tip(168-187) und Tip(167-199)
sowie das rekombinant dargestellte Tip(140-191) weisen alle die gleichen
Bindungseigenschaften auf (Kap. 4.2). Da zu keinem Zeitpunkt der Studien Einfliisse der
Liange der verwendeten Fragmente von Tip auf die Ergebnisse zu verzeichnen waren,
wurde wenn moglich wegen der leichteren Handhabbarkeit auf die synthetischen Peptide
Tip(168-187) beziehungsweise Tip(167-199) zuriickgegriffen. Fiir direkte Vergleiche
verschiedener Tip-Interaktionspartner wurden immer die gleichen Peptidfragmente
verwendet (Kap 4.2.1,4.2.3 und 4.6.3),
Im Unterschied zu vorangegangenen Studien (Schweimer ef al., 2002) wurden in dieser
Arbeit nur synthetische Peptide mit NH,-terminaler Acetylierung und COOH-terminaler
Amidierung verwendet. Diese Modifikation der NH,- und COOH-Termini hat zur Folge,
dass die Peptide die Eigenschaften des entsprechenden Sequenzabschnitts im Protein
besser wiedergeben (Chakrabartty ef al., 1993; Maillere & Herve, 1997). Dies ist im
vorliegenden Fall von besonders groer Bedeutung, da durch die Reduktion von Tip ein
minimales Fragment identifiziert wurde, bei dem die COOH-terminale Aminoséure G187
noch Teil der Bindungsregion ist (Kap. 4.4.1). Ein freier COOH-Terminus innerhalb der
Bindungsregion fiihrt aufgrund der Ladung und ihrer pH-Abhéngigkeit zu starken
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Abweichungen und geringer Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (E. Hofinger & H. Sticht,
personliche Mitteilung). Eine erneute Bestimmung der Affinititen ergab, dass das
Tip(168-187)-Fragment mit geschiitzten Endgruppen von der LynSH3 nicht nur mit
vierfach (Schweimer et al., 2002), sondern mit 20-fach héherer Affinitit gebunden wird
als von LckSH3 (Kap. 4.2.1).

Dieser groBere Unterschied der Affinititen steht mit dem beobachteten, unterschiedlichen
Austauschverhalten auf der NMR-Zeitskala gut im Einklang. Fir den
LckSH3-Tip-Komplex ~ wird  tiberwiegend ein  schnelles bis  intermedidres
Austauschverhalten der Amidresonanzen beobachtet (Bauer, 2001; Schweimer ef al.,
2002; Baueref al., 2004), wihrend beim LynSH3-Tip-Komplex iiberwiegend ein
intermedidres bis langsames Austauschverhalten beobachtet wird (Kap. 4.4.2), das typisch
fiir Rezeptor-Liganden Wechselwirkungen mit nanomolaren Kp-Werten ist (Lian et al.,
1994; Feng et al., 1995). Aufgrund dieses Unterschieds im Austauschverhalten der beiden
Komplexe resultiert, dass im Gegensatz zum LynSH3-Tip-Komplex der
LckSH3-Tip-Komplex nicht oder nur sehr schwer mit NMR-spektroskopischen Methoden
hochaufgelost bestimmt werden kann (Bauer, 2001; Schweimer et al., 2002; Bauer et al.,
2004). Daraus ergeben sich die beiden in dieser Arbeit verfolgten Ansdtze zum
Verstiandnis der Interaktionen von Tip bei SH3-Bindung. Zum einen sollte die Affinitét der
LckSH3 durch eine sich an der LynSH3 orientierenden Punktmutation gezielt erhoht
werden (Kap. 5.2), zum anderen sollten die strukturellen Grundlagen der affineren

LynSH3-Tip-Wechselwirkungen verstanden werden (Kap. 5.3 und 5.4).
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5.2 Die P17G-Mutante der LckSH3

5.2.1 Auswahl der P17G-Mutante

Aus Arbeiten von Arold und Kollegen (1998) ist bekannt, dass hohere Affinitidten von
SH3-Doménen mit gréBeren Flexibilititen ihrer RT-Schleifen korreliert sind. Durch einen
Sequenzvergleich der SH3-Doménen von Lck und Lyn (Abb. 1.1 B) fillt auf, dass der
groffte Unterschied der Sequenzen der RT-Schleife an Position 17 (beziehungsweise
Position 21 nach LynSH3-Nummerierung) zu verzeichnen ist. Wahrend die LckSH3 an
Position 17 die Aminosdure Prolin mit seiner sehr eingeschrankten Riickgratflexibilitét
enthélt, weist die LynSH3 an entsprechender Position ein flexibles Glycin auf. Zudem
unterscheiden sich die beiden SH3-Doménen beziiglich ihrer Affinitdt zu Tip(168-187).
Wéhrend LckSH3 mit einem Kp-Wert von 16,8 £0,6 uM bindet, weist LynSH3 mit
0,8 +£0,1 uM einen deutlich niedrigeren Kp-Wert auf (Kap. 4.2.1). Aufgrund der hohen
Sequenzidentitdt von 56 % der beiden analysierten SH3-Doménen (Abb. 1.1) ist zu
vermuten, dass die deutlich hohere Affinitdt von LynSH3 zumindest teilweise durch eine
groBBere Flexibilitdt der RT-Schleife begriindet wird. Die P17G-Mutation der LckSH3
wurde ausgewdhlt, um diese Hypothese zu liberpriifen.

Fluoreszenztitrationsexperimente konnten zeigen, dass LckSH3 P17G Tip(168-187) mit
einer Bindungskonstante von 2,2 + 0,3 uM bindet (Kap. 4.2.1). Dies entspricht zwar einer
achtfach stirkeren Bindung als LckSH3 aber immer noch eine dreifach schlechteren
Bindung als LynSH3. Ebenso wie LckSH3 weist LckSH3 P17G aber im
NMR-Titrationsexperiment  {iberwiegend  Amidresonanzen im  schnellen oder
intermedidren Austausch auf (Kap. 4.2.2, Abb. 4.2). Dies hat zur Folge, dass durch die
P17G-Mutation zwar der Wert der Bindungskonstante deutlich gesenkt werden konnte, die
Bestimmung einer hochaufgeldsten Komplexstruktur aus LckSH3 P17G und Tip genau
wie fiir den Wildtyp nicht moglich ist.

Auch wenn keine Bestimmung einer hochaufgelosten Komplexstruktur moglich ist,
machen die verdnderte Ligandenbindungseigenschaften von LckSH3 P17G jedoch eine

ndhere Charakterisierung und einen Vergleich mit dem Wildtyp interessant.

5.2.2 Gleiche globale Struktur aber verinderte Dynamik auf verschiedenen Zeitskalen
Der Korrelationskoeffizient von 0,95 der gemessenen residualen dipolaren Kopplungen der
LckSH3 und LckSH3 P17G  (Kap. 4.2.6) zeigt eine gute Ubereinstimmung der
Orientierungen der jeweiligen Winkel der N-HM-Bindungsvektoren. In der Literatur

(Mittermaier & Kay, 2004) wird eine solche Korrelation als typisch fiir eine unverénderte
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Tertidrstruktur genommen, was zeigt, dass die Prolin-zu-Glycin Mutation im zeitlichen
Mittel keinen Einfluss auf die Gesamtstruktur der SH3-Doméne hat.

Aus dem Vergleich der Relaxationsdaten R;, R, und dem heteronuklearen {'H} "N-NOE
sowie dem daraus ermittelten Ordnungsparameter S* und dem R2-zu-R1-Verhiltnis
(Kap. 4.2.5) gehen fiir die fiinf B-Faltblattstréinge keine Anderungen der Dynamik auf der
ps-ns-Zeitskala durch die P17G-Mutation hervor. Fiir die Schleifenbereiche unterscheiden
sich die Befunde. Wahrend einheitlich eine Zunahme der Flexibilitdt der RT-Schleife in
direkter Nachbarschaft der Mutationsstelle angezeigt wird, zeigen der heteronukleare
{'"H} "N-NOE und S* uneinheitliche Einfliisse auf die Flexibilitit der n-Src- und distalen
Schleife. Eine Anderung der Flexibilitit auf dieser Zeitskala ldsst sich auch aus der
Auftragung der atomaren Fluktuationen wéhrend der MD-Simulationen erkennen
(Kap. 4.2.7). Fiir die Bereiche der RT- und distalen Schleife sind erhéhte Fluktuationen
des Riickgrats durch die Prolin-zu-Glycin Mutation zu verzeichnen, wo hingegen die
Anderungen der Fluktuationen der Aminosduren der n-Src-Schleife innerhalb der
Standardabweichungen bleiben.

Ebenso wie auf der ps-ns-Zeitskala zeigen auf der ms-s-Zeitskala die ermittelten schnellen
Austauschraten der Amidprotonen der LckSH3 P17G einen Einfluss der Mutation auf die
direkte Nachbarschaft der Mutationsstelle (Kap. 4.2.4). Zusétzlich zu der unterschiedlichen
Flexibilitit der RT-Schleife werden auf dieser Zeitskala auch unterschiedliche
Austauschraten fiir die 3;o-Helix (S56-Y58) identifiziert. Neben lokalen Auswirkungen auf
die Schleifenbereiche ist durch die P17G-Mutation auch eine globale Anderung auf dieser
Zeitskala zu verzeichnen. Im Verhéltnis zur LckSH3 sind die Austauschraten der
LckSH3 P17G nédhrungsweise doppelt so hoch (Abb.4.6). Da die Proben fiir die
entsprechenden Messungen in demselben Dialysepuffer vorbereitet wurden, ist
sichergestellt, dass dieser Unterschied kein Artefakt der Messbedingungen, sondern eine
Folge der P17G-Mutation ist.

Im Gegensatz zum Wildtyp der LckSH3 waren fiir die LckSH3 P17G keine
D,0O-Austauschdaten zu erhalten (Kap. 4.2.4). Dies lédsst auf der s-h-Zeitskala (ebenso wie
auf der ms-s-Zeitskala) auf eine globale Anderung der dynamischen Eigenschaften durch
die P17G-Mutation schlief3en.

Zusammenfassend betrachtet wird deutlich, dass die P17G-Mutation je nach analysierter
Zeitskala unterschiedliche Einfliisse auf die SH3-Doméne ausiibt. Auf den schnelleren
Zeitskalen (ps-ns und ms-s) sind Anderungen der Dynamik der Schleifenbereiche zu

erkennen. Anderungen auf dieser Zeitskala kénnen eine wichtige Rolle bei den verinderten
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Ligandenbindungseigenschaften spielen und werden daher im Kap. 5.2.4 eingehender
beleuchtet. Auf den ldngeren Zeitskalen (ms-s und s-h) sind hingegen weitreichendere
Anderungen der Eigenschaften der SH3-Domine zu verzeichnen. Diese Unterschiede
deuten auf eine globale Anderung der Stabilitit der Domine hin und sind Gegenstand des

folgenden Kapitels.

5.2.3 Verinderte thermodynamische Stabilititen und unterschiedliche Entfaltungswege
Da die Effekte der P17G-Mutation nicht nur lokal auf die RT-Schleife der LckSH3 P17G
beschrinkt sind, sondern auf lingeren Zeitskalen (ms-h) globale Anderungen der Dynamik
bewirken (Kap 5.2.2), wurde im Vergleich zum Wildtyp eine Destabilisierung der
SH3-Doméne durch die Punktmutation erwartet. Daher wurden die beiden Doménen auf
thre thermodynamische Stabilitdt untersucht (Kap. 4.2.8). Aus den CD-Schmelzkurven
ergaben sich Mittelpunktstemperaturen (Tv) von 55,8 £ 0,6 °C und 46,3 = 1,7 °C fiir die
LckSH3 und LckSH3 P17G, gleichzeitig konnte eine Destabilisierung von
3,7 £ 1,4 kJ/mol durch die P17G-Mutation ermittelt werden (Kap. 4.2.8).

Zusitzlich wurde die thermische Entfaltung der LckSH3 und LckSH3 P17G
molekiildynamisch bei 498 K simuliert (Kap. 4.2.9), um den Entfaltungsweg genauer zu
charakterisieren. Faltungs- und Entfaltungsprozesse von Proteinen ereignen sich
tiblicherweise auf einer Zeitskala von Mikrosekunden bis Minuten. Diese Zeitskala ist fiir
eine molekiildynamische Simulation der entsprechenden Prozesse deutlich zu lang. Aus
diesem Grund werden thermische Entfaltungen von Proteinen iiblicherweise bei 498 K
simuliert, wie zum Beispiel fiir BPTI (Daggett & Levitt, 1993), Ubiquitin
(Alonso & Daggett, 1995, 1998), SrcSH3 (Tsai et al., 1999; Grantcharova & Baker, 1997;
Grantcharova et al., 2000; Gsponer & Caflisch, 2001). Binnen weniger Nanosekunden
verlieren die meisten Proteine bei 498 K ihre native Struktur, ein Zeitraum, der durch
MD-Simulationen in explizitem Wasser zugénglich ist. Durch Studien konnte gezeigt
werden, dass diese extreme Erhohung der Temperatur lediglich die Geschwindigkeit, aber
nicht die Gesamtcharakteristik und die Reihenfolge der Ereignisse der Entfaltungsprozesse
beeinflusst (Day et al., 2002). Weiterhin stehen bestimmte Charakteristika, wie das
Ubergangszustandsensemble der Strukturen und das entfaltete Ensemble, in guter
Ubereinstimmung mit experimentellen Ergebnissen (Day & Daggett, 2003).

Als Beobachtungsvariable wurde analog zu fritheren Studien (Lazaridis & Karplus, 1997;

Gsponer & Caflisch, 2001) der Anteil nativer C“-Kontakte O gewidhlt. Durch die

Hochtemperatursimulation (Kap 3.8.2) ist zwar die Bestimmung eines spezifischen
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Schmelzpunktes beziehungsweise einer Mittelpunktstemperatur nicht moglich; was ein
intrinsisches Problem dieser Simulationsmethode darstellt (Day & Daggett, 2003). Die
durchschnittliche Simulationsdauer bis zur vollstdndigen Entfaltung (Q <0,1) korreliert
aber fiir LckSH3 mit 10,5 ns und fiir LckSH3 P17G mit 8,5 ns gut mit den Messungen der
CD-Schmelzkurven. Die  Simulation bis zur vollstdindigen Entfaltung der
LckSH3-Doménen mit ihrer hoheren Mittelpunktstemperatur dauerte im Schnitt 19 %
langer als die der LckSH3 P17G.

Neben der Beobachtung der reinen Dauer der Entfaltung erméglichte die MD-Simulation
Aussagen tiiber einzelne Schritte entlang des Entfaltungswegs (Day & Daggett, 2003). Die
Differenz der Kontaktverlustkarten der beiden SH3-Doménen verdeutlicht, dass vor allem
die Kontakte E16/S18, G17/L23 und Y15/E26 der RT-Schleife in der Mutante zu einem
deutlich fritheren Punkt auf dem Entfaltungsweg verloren gehen, als dies beim Wildtyp der
Fall ist (Abb.4.17). Dies korreliert sehr gut mit den hoheren Austauschraten der
Amidresonanzen (Kap.4.2.4) sowie den niedrigeren Werten des heteronuklearen
{'"H} "N-NOEs (Kap.4.2.5) der P17G-Mutante fiir diesen Bereich, die auf erhohte
Flexibilitdt schlieBen lassen. Uberraschender ist die Tatsache, dass die Verluste der
Kontakte zwischen den Faltblattstrangen [2/B3 und p3/B4, die bei kinetischen
Betrachtungen als die stabilsten gelten (Martinez & Serrano, 1999; Riddle ef al., 1999;
Grantcharova et al., 2000), bei der Mutante deutlich spiter im Entfaltungsweg zu
verzeichnen sind (Abb. 4.17). Aufgrund der geringeren thermischen Stabilitdt der
LckSH3 P17G (Kap. 4.2.4) wiére zu erwarten gewesen, dass diese Elemente ihren nativen
Kontakte frither verlieren. Um diese Befund eingehender zu untersuchen, wurden Q s34 als
Teilmenge der C® Kontakte des zentralen Faltblatts (B234) definiert. FEine
zweidimensionale Auftragung der Héaufigkeiten von Q 3, gegen Q niew g3« (Abb. 4.18)
erlaubt eine tibersichtlichere vergleichende Darstellung der Entfaltungswege der LckSH3
und LckSH3 P17G.

Im Fall der LckSH3 P17G bleiben im ersten Schritt der Entfaltung nahezu alle nativen
C“-Kontakte des zentralen Faltblatts intakt (> 80 %), wihrend die Kontakte au3erhalb des
zentralen Bereichs kontinuierlich abnehmen. Erst ab einem Wert von Q siew s34~ 0,2
verliert das Faltblatt p234 seinen Zusammenhalt. Dies steht in Ubereinstimmung zum
klassischerweise beobachteten Entfaltungsweg von SH3-Domédnen (Borreguero et al.,
2002). Zuerst werden aufgrund der Flexibilitdt der RT-Schleife die Kontakte von selbiger
und der benachbarten Faltblattstringe f1 und B2 sowie zwischen 34 und der RT-Schleife

aufgebrochen. Erst deutlich spiter gehen die Kontakte von 3234 verloren.
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Bei den MD-Simulationen der LckSH3 ist vornehmlich (in vier von sechs Fillen) ebenfalls
dieser Entfaltungsweg erkennbar (Abb. 4.18). In zwei weiteren Simulationen ist hingegen
ein alternativer Entfaltungsweg zu beobachten.

Nachdem die Kontakte der terminalen Faltblattstrainge 1 und B5 sowie Teile der

RT-Schleife aufgebrochen waren, blieben die restlichen Kontakte der RT-Schleife sowie

die Kontakte zwischen B1 und B2 erhalten. Erst nachdem die Kontakte des zentralen

Faltblatts verloren waren, entfalteten als letzte noch verbliebene Elemente reguldrer
Sekundéarstruktur auch die Faltblattstringe B1 und 2. Wéhrend aus der Literatur
unterschiedliche Entfaltungswege fiir die Faltblattstringe des zentrale Faltblatt der
a-SpectrinSH3- und SrcSH3-Doméne bekannt sind (2/B3 vor B3/B4 und umgekehrt;
Gsponer & Caflisch, 2001), ist die Beobachtung der Entfaltung iiber ein
Entfaltungsintermediat 1/f2 neu. Eine mogliche Erkldrung konnte die geringere
Flexibilitit der RT-Schleife des Wildtyps darstellen. Sie bewirkt, dass das
Wasserstoffbriickennetzwerk der RT-Schleife zumindest teilweise erhalten bleibt. Dieser

Erhalt der Schleifenstruktur stabiliert die Wechselwirkungen zwischen den

Faltblattstringen Bl und B2 derart, dass ihre Kontakte erst nach denen des zentralen

Faltblatts verloren gehen. Wird durch die P17G-Mutation die Flexibilitdt der RT-Schleife
erhoht, fallen die stabilisierenden Effekte fiir $1/B2 weg und LckSH3 P17G entfaltet nach

dem klassischen Weg, wie von Borreguero et al. (2002) beschrieben. P17 scheint in der
LckSH3 als eine Art stabilisierender Anker zu wirken, der die Entfaltung der RT-Schleife

verzogert.

5.2.4 Eine veriinderte Dynamik verschiebt das konformationelle Gleichgewicht in
LckSH3 _P17G vor der Bindung

Durch die P17G-Muation kommt es in LckSH3 P17G zu Anderungen der Dynamik der
Schleifenbereiche, die Einfluss auf die Ligandenbindungseigenschaften haben koénnen
(Kap. 5.2.2). Durch schnelle  Mischmethoden (stopped-flow) konnten die
Geschwindigkeitskonstanten ~ der  Assoziation und Dissoziation der wildtyp
LckSH3-Tip(168-187)-Bindung zu k,, = 3,5 - 10’ M''s™ und k,;= 132 s ermittelt werden
(Kap. 4.2.3). Eine entsprechende quantitative Bestimmung der kinetischen Parameter der
LckSH3 P17G-Tip-Bindung war nicht moglich, da die Reaktion deutlich schneller ablauft.
Die Verminderung der eingesetzten Proteinkonzentrationen erméglichte jedoch zumindest
die Verlangsamung der Reaktion, sodass sie iiber einen Zeitraum groBer als 2 ms (Totzeit

des Gerits) ablief. Eine weitere Absenkung der Ligandenkonzentration war aber nicht
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moglich, da ansonsten die Amplitude des resultierenden Signals nicht mehr signifikant
vom Rauschen unterschieden werden kann (Abb. 4.5). Somit waren die Beitrdge der
P17G-Mutation auf die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und Dissoziation nur
qualitativ abzuschétzen.

Theoretisch berechnete Kurven, die die achtfach stirkere Bindung (Kap.4.2.1)
ausschlieBlich aufgrund der Anderung eines der Parameter von k,, oder k,; wiedergeben,
sind nicht mit den gemessenen Werten in Einklang zu bringen (Abb. 4.5). Dies bedeutet,
dass sowohl die Geschwindigkeitskonstante der Assoziation, als auch die der Dissoziation
durch die P17G-Mutation beeinflusst werden.

Eine langsamere Dissoziation des LckSH3 P17G-Tip-Komplexes wiére nur auf der Basis
hochaufgeloster Strukturen der Komplexe des Wildtyps und der Mutante zu kldren. Diese
stethen aber weder durch NMR-spektroskopische (Kap.5.2.1), noch durch
rontgenkristallografische Methoden (Prof. Y. Muller, Lehrstuhl fiir Biotechnik, Universitit
Erlangen-Niirnberg, personliche Mitteilung) zur Verfiigung. Aus diesem Grund ist nur die
Analyse der verdnderten Geschwindigkeitskonstante der Assoziation durch die
P17G-Mutation Gegenstand dieser Arbeit.

Die Assoziation eines Komplexes kann auf zwei Arten beschleunigt werden. Einerseits
konnen durch Mutationen zusétzliche langreichweitige elektrostatische Wechselwirkungen
begiinstigt werden (encounter complex), andererseits kann ein hohere Population der
'bindungsaktiven' Konformation dazu fithren, dass die Begegnungen von Rezeptor und
Ligand hiufiger zur Bindung fithren (Selzer et al., 2000). Da sowohl Prolin als auch
Glycin kleine, neutrale Aminosduren sind, konnen zusitzliche elektrostatische Effekte fiir
den Unterschied der Affinitdt ausgeschlossen werden. Somit bleibt eine hohere Abtastrate
(sampling) der 'bindungsaktiven' Konformation als Erkldarungsansatz fiir die schnellere
Assoziation.

Aus Kap. 5.2.2 ist ersichtlich, dass die P17G-Mutation eine Anderung der Dynamik in den
Schleifenbereichen der LckSH3 auf einer schnellen Zeitskala (ps-ns) bewirkt. Dieser
experimentelle Befund ist konsistent mit den Daten der atomaren Fluktuationen aus
Molekiildynamiksimulationen (Kap. 4.2.7). Gleichzeitig ist aus der Uberlagerung der
Strukturen der Clusteranalyse der MD-Simulationen und der Schar der NMR-Strukturen
der LckSH3 ersichtlich, dass in den molekiildynamischen Simulationen ein nur geringfiigig
groBerer Konformationsraum abgetastet wird, der im Mittel gut mit den experimentellen
Randbedingungen der NMR-Struktur tibereinstimmt (Abb. 4.11). Im Unterschied zu den

experimentellen Daten, liefern die MD-Simulationen aber Ergebnisse mit atomaren Details
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sowohl fiir den LckSH3-Wildtyp, als auch fiir die Mutante. Somit stellen
MD-Simulationen eine geeignete Methode zur weiterfithrenden Analyse der strukturellen
und dynamischen Eigenschaften der beiden Doménen vor Ligandenbindung dar.
Ausgehend von der LynSH3-Tip-Komplexstruktur  (Kap.4.5.6) wurde der
LckSH3-Tip-Komplex modelliert und die Bindungsregion sowie die 'bindungsaktive'
Konformation definiert (Kap.4.6.2 und Kap.4.2.7). Nachfolgend wurden alle
Schnappschiisse der MD-Simulationen der freien SH3-Doménen auf die Erfiillung der
'bindungsaktiven' Konformation untersucht. Unabhingig von den verwendeten
Toleranzkriterien nimmt die LckSH3 P17G die 'bindungsaktive' Konformation im
gleichen Zeitraum doppelt so oft ein wie der Wildtyp (Abb. 4.14).

Neben diesen Beobachtungen auf der ps-ns-Zeitskala ist natiirlich nicht auszuschliefen,
dass auch verdnderte Dynamiken auf anderen Zeitskalen die Population der
'bindungsaktiven' Konformation zusétzlich beeinflussen. Diese sind aber mit theoretischen
oder experimentellen Methoden momentan kaum auf atomarer Ebene analysierbar
(Hansson et al., 2002).

Zusammenfassend betrachtet ist davon auszugehen, dass aufgrund der elektrostatisch
neutralen P17G-Mutation die schnellere Assoziation des Liganden an LckSH3 P17G
primir durch die erhohte Flexibilitét der Bindungsregion erklédrt werden kann. Die grof3ere
Haufigkeit, mit der die Bindungsregion der LckSH3 P17G die 'bindungsaktive'
Konformation einnimmt, ldsst darauf schlieen, dass das konformationelle Gleichgewicht
zwischen bindender und nicht bindender Population durch die P17G-Mutation beeinflusst
wird. Im Vergleich zum Wildtyp bewirkt die Punktmutation eine Verschiebung des

Gleichgewichts hin zur bindenden Konformation.

5.2.5 Einfluss von Proteinflexibilitit auf Protein-Liganden Wechselwirkungen

Aus NMR-spektroskopischen Charakterisierungen und molekiildynamischen Analysen der
LckSH3 und LckSH3 P17G ist erkennbar, dass die hohere Affinitdt des Tip Liganden zu
LckSH3 P17G zumindest teilweise durch das konformationelle Gleichgewicht der freien
SH3-Doménen vor der Bindung beeinflusst wird (Kap. 5.2.4). Die Punktmutation P17G
bewirkt in LckSH3 P17G eine Verschiebung dieses Gleichgewichts hin zu einer groferen
Population der 'bindungsaktiven' Konformation, die mit einer schnelleren Assoziationsrate
korreliert.

Der Einfluss von konformationellen Gleichgewichten auf die Bindungskinetik ist fiir

verschiedene Systeme in der Literatur beschrieben worden, wie Thrombin (Engh et al.,
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1996), cAMP-abhingige Proteinkinase (Pradde et al., 1997), Ostrogenrezeptor
(Brzozowski et al., 1997), Aldosereduktase (Urzhumtsev et al., 1997; Davis et al., 1999),
Thymidylatsynthase (Fritzef al., 2001), HIV-1 Protease (Perrymanef al, 2004;
Wartha ef al., 2005) sowie eine Faktor Xa-Bindungsstelle insertiert in murines und
bovines Trypsin (Rauh et al., 2004). Im letzteren Fall waren Rauh und Kollegen (2004)
sogar in der Lage, unterschiedliche Substrukturen zu kristallisieren und ihre Haufigkeit mit
den jeweiligen Affinitdten zu korrelieren, da die Energiebarrieren fiir die
Konformationsdnderungen zwischen den einzelnen Substrukturen in diesem Fall sehr grof3
sind.

Im Fall der Thymidylatsynthase fiihrte eine detaillierte Betrachtung der Flexibilitét
einzelner Bereiche innerhalb und auBerhalb der Bindungsregion zur Entwicklung eines
speziesspezifischen = Thymidylatsynthaseinhibitors, ungeachtet der sehr hohen
Konserviertheit der einzelnen Thymidylatsynthasen auf Sequenzebene (Fritz et al., 2001).
Erst kiirzlich lieferten Perryman und Kollegen (2004) durch vergleichende
MD-Simulationen des Wildtyps und der medikamentenresistenten V82F/I84V Variante der
HIV-1 Protease eine Erklarung fiir die deutlich niedrigere Affinitdt der Doppelmutante.
Die Autoren konnten eine Verschiebung des konformationellen Gleichgewichts von der so
genannten geschlossenen Konformation des nicht ligandengebundenen Wildtyps hin zu
einer semi-offenen Struktur der Mutante zeigen und somit einen neuartigen
Resistenzmechanismus identifizieren (Perryman et al., 2004).

Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass Flexibilitidt auch bei SH3-Doménen integraler
Aspekt der Proteinfunktion ist (Arold ef al., 1997; Arold et al., 1998; Horita et al., 2000;
Ferreon & Hilser, 2003; Ferreon et al., 2003; Dutta ef al., 2004). Fiir die c-SH3 von
Sem-5-SH3 konnte gezeigt werden, dass die RT-Schleife durch ihre ausgeprigte
Flexibilitdt eine Vielzahl von Konformationen einnehmen kann (Ferreon & Hilser, 2003),
sodass vor der Bindung eines Liganden ein konformationelles Gleichgewicht besteht.
Weiterhin konnten Ferreon und Hilser (2003) zeigen, dass die Bindung eines
Peptidliganden die Flexibilitdt der RT-Schleife und mit ihr die Vielzahl an moglichen
Konformationen reduziert, die RT-Schleife aber eine gewisse Flexibilitdt behilt. Daraus
resultiert eine zweigeteilte Bindungsstelle der Sem-5-SH3, bestehend aus einer starren
Gertiststruktur auf der einen Seite und einer flexiblen Oberflache (RT-Schleife) auf der
anderen. Weiterhin spekulieren die Autoren, dass die konformationelle Variabilitdt der
flexiblen Komponente der Bindungsregion ein interessanter Angriffspunkt fiir die

Anderung von Affinitit oder Spezifitit der SH3-Domine darstellen kénnte. Diese
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Vermutung konnte hier fir LckSH3 durch die P17G-Mutante bestétigt werden
(Kap. 5.2.4).
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5.3 Komplexstruktur von LynSH3-Tip
Aus eigenen Vorarbeiten ist bekannt, dass die LynSH3-Doméne im Komplex mit Tip fiir
die NMR-spektroskopische Strukturbestimmung deutlich giinstigere Voraussetzungen
bietet als der LckSH3-Tip-Komplex (Bauer, 2001; Schweimer et al., 2002; Bauer ef al.,
2004). Das iiberwiegend intermedidre bis langsame Austauschverhalten der chemischen
Verschiebungen der Amidresonanzen im LynSH3-Tip-Komplex (Kap 4.4.2) lie die
Bestimmung einer hochaufgelosten Komplexstruktur realistisch erscheinen. Daher sollte in
dieser Arbeit die LynSH3-Tip-Kontakte im Detail analysiert und mit den
LckSH3-Tip-Kontakten verglichen werden. Dabei wurde die Vorgehensweise bei der
Strukturbestimmung so gewihlt, dass eine moglichst optimale Automatisierung bei der

spateren Gewinnung der Abstandsbeschrankungen moglich war.

5.3.1 Hochaufgeloste Struktur der freien LynSH3
Zu Beginn dieser Arbeit war die Struktur der freien LynSH3 noch nicht bekannt. Daher
wurde im Rahmen der Aufklarung der LynSH3-Tip-Komplexstruktur zuerst die
LynSH3-Struktur in Abwesenheit des Liganden gelost (Kap.4.3.9). Dazu konnten
insgesamt 764 experimentelle Randbedingungen identifiziert werden (Tab. 4.2; Kap. 4.3.4
bis 4.3.8), die eine sehr hohe Auflosung der Struktur erlaubten (Riickgrat-RMSD-Wert
0,25+ 0,08 A). Die Anordnung der Elemente regulirer Sekundirstrukturen sowie der
flexiblen Schleifenbereiche zwischen ihnen (Abb. 4.24 B, 4.26 A & B) entspricht der
klassischerweise bekannten Anordnung fiir SH3-Doméinen der Src-Familie (Kap. 1.2.1).
Eine Uberlagerung der gemittelten Strukturen der LynSH3 sowie der LckSH3 (PDB: 1h92;
Schweimer et al., 2002) lisst ein hohes MaB an Ubereinstimmung, besonders in den

Bereichen regulédrer Sekundarstrukturen, erkennen (Abb. 4.27).

5.3.2 Initiale Charakterisierung der Bindungsregionen von Tip zeigt die Beteiligung
flankierender Bereiche an der Bindung

Der Bestimmung der Komplexstruktur wurde eine initiale Charakterisierung aller direkt an
der Bindung beteiligten Regionen vorangestellt (Kap. 4.4).

Aus der sehr guten Korrelation der residualen dipolaren Kopplungskonstanten der freien
und ligandenbebundenen LynSH3 (Abb.4.35) kann im Einklang zur Literatur
(Mittermaier & Kay, 2004) geschlossen werden, dass die rdumliche Struktur der
SH3-Doménen bei Ligandenbindung nur geringfiigig variiert.

Neben den wenigen Abweichungen der residualen dipolaren Kopplungskonstanten dndern
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sich auch die dynamischen Eigenschaften der SH3-Domine bei Ligandenbindung nur
geringfiigig (Abb. 4.34; Kap. 4.4.3). Dabei sind kleine strukturelle Anderungen auf die
Ligandenbindungsregion beschrinkt. Die beobachteten kleineren Anderungen der
Dynamikdaten (Abb. 4.34) sind primér auf die verdnderte Masse nach Ligandenbindung
zuriickzufiihren (Kay et al., 1989).

Insgesamt lassen die Werte des heteronuklearen {'H} "N-NOEs sowie des
Ordnungsparameters S* (Abb. 4.34) eine leichte Abnahme der Flexibilitdt durch die
Bindung des Liganden erkennen, die typisch fiir SH3-Doménen ist (Ferreon & Hilser,
2003; Duttaet al., 2004). Die maligeblich an der Ligandenbindung beteiligten
Aminosduren wurden iiber die normierten Verschiebungen ihrer 'H-, “C- und
"N-Resonanzen identifiziert (Kap.4.4.2). Im Gegensatz zur Auswertung der
Verschiebungen des 'H,”N-HSQC-Titrationsexperiments  (Abb. 4.30) ist diese
Vorgehensweise deutlich aufwendiger, da sie die vollstandige Zuordnung aller Resonanzen
im freien und gebundenen Zustand voraussetzt. Dafiir liefert sie aber auch Aussagen tiber
Proline und Aminosduren, bei denen lediglich die Resonanzen der Seitenketten
Anderungen bei der Ligandenbindung erfahren. Die groBten Anderungen ergaben sich fiir
die aromatischen Aminosduren der Bereiche der RT- und n-Src-Schleife sowie die
310-Helix zwischen B4 und 5 (Abb.4.31) und sind konsistent mit der Literatur
(Larson & Davidson, 2000).

Ebenfalls konnten die Interaktionsstellen von Tip ermittelt werden (Kap.4.4.1). Sie
befinden sich in der PPII-Helix, aber auch in den NH,- und vor allem COOH-terminal
angrenzenden Sequenzbereichen (Abb. 4.29).

Diese initiale Charakterisierung der Bindungsregionen zusammen mit dem Befund, dass in
LynSH3 keine groBeren strukturellen Anderungen bei Ligandenbindung auftreten,
ermoglichte eine schnelle und gezielte Automatisierung bei der Gewinnung

experimenteller Randbedingungen fiir die Berechnung der Komplexstruktur.

5.3.3 Der LynSH3-Tip-Komplex — der erste SH3-Ligandenkomplex der Gruppe B
der Src-Familie

Insgesamt konnten 1031 experimentelle Randbedingungen fiir den LynSH3-Tip-Komplex
gewonnen werden (Tab.4.3; Kap.4.5.1 bis 4.5.5). Die daraus resultierende
Komplexstruktur stellt die erste hochaufgeloste Struktur eines Komplexes einer
SH3-Doméne der Gruppe B der Familie der Src-Kinasen (Kap. 1.3) iiberhaupt dar
(Kap. 4.5.6). Sowohl die Struktur des Liganden als auch die Struktur der SH3-Domine
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konnten durch die gewonnenen experimentellen Randbedingungen gleichermallen gut
definiert werden. Beide Teile weisen isoliert betrachtet, genau wie der Gesamtkomplex,
eine mittlere Abweichung der schweren Riickgratatome von 0,34 A auf (Tab. 4.3) und

ermoglichen so die Identifizierung atomarer Details der Wechselwirkung.

5.3.4 Die PPII-Helix von Tip bindet in einer Typ II-Orientierung

Der Bereich der PPII-Helix (T176-R182) ist durch die starke konformationelle
Einschrinkung der vier enthaltenen Proline mit einer mittleren Abweichung der
Atomkoordinaten der schweren Riickgratatome von 0,22 A iiberdurchschnittlich gut
definiert (Tab.4.3; Abb.4.36 A). Wie fiir =zahlreiche anderen SH3-Liganden-
Wechselwirkungen bekannt ist (Fengef al., 1995; Larson & Davidson, 2000;
Schweimer et al., 2002; Bauer et al., 2004), findet die Bindung der PPII-Helix
hauptsédchlich tiber hydrophobe Kontakte der Proline mit aromatischen Seitenketten der
SH3-Doméne statt. Ein Teil der Wechselwirkungsenergien ergibt sich aus einer eher
unkonventionellen C-H---m Wechselwirkung zwischen den Atomen der Pyrrolidinringe der
Proline und den Ringelektronen der Aromaten (Bhattacharyya & Chakrabarti, 2003). Im
vorliegenden  Fall  kann  aufgrund  der  berechneten = Geometrien  der
Tip-LynSH3-Interaktionen bei P177-Y17 und P177-Y62 sowie P180-W44 von dieser Art
der Wechselwirkung ausgegangen werden (Abb. 4.40 A). Dies liefert eine gute Erkldrung
fuir die extrem hohe Konserviertheit dieser Aminoséduren (Abb. 1.1 B und 1.5) im Laufe der
Evolution.

Wihrend diese Wechselwirkung der Proline mit den aromatischen Seitenketten der
SH3-Doméne keinen Einfluss auf die Orientierung des Liganden haben, besitzt Tip im
Bereich der PPII-Helix mit R182 eine so genannte Kompassaminosédure (Kap. 1.2.1), die
die Orientierung des Liganden relativ zur SH3-Domine vorgibt (Lim ef al., 1994).
Abhingig von NH,- oder COOH-terminaler Positionierung dieses meist hochkonservierten
Arginins (oder Lysins) bindet der Ligand in einer Klasse I- oder Klasse II-Orientierung
(Abb. 1.2). Fiir den LynSH3-Tip-Komplex konnte durch NOE-Abstandsbeschrankungen
eindeutig die Klasse II-Orientierung des Liganden nachgewiesen werden (Abb. 4.44). Die
Ausbindung einer Salzbriicke zwischen R182 von Tip und D26 von LynSH3 konnte nur
iiber eine Kombination der verwendeten biophysikalischen Methoden mit theoretischen
Molekiildynamiksimulationen in explizitem Wasser identifiziert werden, da die Abstidnde
der durch NMR-Spektroskopie beobachtbaren Protonen der Salzbriicke zu groB3 sind
(Kap. 4.5.5).
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5.3.5 Bindung der COOH-terminal flankierenden Bereiche von Tip
Bereits in fritheren Studien wurden neben dem Oberflachenbereich fiir die Erkennung der
Polyprolinhelix iiber die Rolle benachbarter Oberfachenbereiche der SH3-Doménen und
deren Bindung flankierender Sequenzen des Liganden diskutiert (Feng et al, 1995;
Dutta et al., 2004), allerdings existieren diesbeziiglich kaum strukturelle Daten.
Durch den LynSH3-Tip-Komplex (Kap.4.5.6) konnte gezeigt werden, dasss im
herpesviralen Tip-Protein dieser flankierende Sequenzabschnitt direkt COOH-terminal an
die PPII-Helix grenzt und die Aminosduren P183 bis G187umfasst. Diese Reste aus Tip
bilden eine Doppelschleife aus, die mit L186 in eine hydrophobe Furche aus H41, W44
und F57 der LynSH3 zwischen RT- und n-Src-Schleife packt (Abb. 4.36 B, 4.40 B und
4.42). Der LynSH3-Tip-Komplex stellt dabei die erste hochaufgeloste Struktur dar, die fiir
eine Klasse II-Orientierung Kontakte des Liganden zu dieser hydrophoben Tasche zeigt.
Die Positionierung von L186 direkt tiber dem aromatischen Ring von F57 konnte anhand
zahlreicher eindeutiger NOE-Kreuzresonanzen identifiziert werden und liefert gleichzeitig
eine gute Erkldrung fiir die ausgeprigte Hochfeldverschiebung der Seitenkettenresonanzen
der aliphatischen Aminoséure (Kap. 4.5.8).
Im Gegensatz zu L186 sind fiir die Aminosduren A184 und N185, die zentralen Reste der
ersten Schleife der Doppelschleifenstruktur, keine intermolekularen NOE-Kreuz-
resonanzen auffindbar. Beide Aminosduren zeigen von der Bindungsfliche weg und
weisen keine Interaktionen mit der SH3-Doméne auf (Abb. 4.42). Nichtsdestotrotz sind
thre Positionen, ebenso wie ihre sequenzielle Umgebung, hochgradig konserviert
(Abb. 1.5).
Die grofe Bedeutung der Interaktionen dieser Sequenzbereiche und vor allem von L186
und G187 aus Tip mit der LynSH3 wird besonders durch die signifikant geringere Affinitét
von Tip(168-185), der um L186 und G187 verkiirzten Variante von Tip(168-187), als
Negativkontrolle deutlich (Kap. 4.6.3).
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5.4 Interaktionen des LckSH3-Tip-Komplexes

5.4.1 Tip wird von LckSH3 und LynSH3 in gleicher Weise gebunden

Aus vorangegangenen Arbeiten (Bauer, 2001; Schweimer et al., 2002; Bauer et al., 2004)
ist bekannt, dass eine hochaufgeloste Losungsstruktur des LckSH3-Tip-Komplexes
aufgrund des dynamischen Austauschverhaltens an die Grenzen der aktuellen
NMR-Methodik stoft. Durch die P17G-Mutante der LckSH3 konnte zwar die Affinitit
erhoht werden (Kap.4.2.1), eine Verbesserung der NMR-Spektren war aber nicht zu
erkennen (Kap.4.2.2). Ebenfalls ohne Erfolg waren die Versuche, LckSH3 oder
LckSH3 P17G in Gegenwart von Tip zu kristallisieren (Prof. Y. Muller, Lehrstuhl fiir
Biotechnik, Universitdt Erlangen-Niirnberg, personliche Mitteilung). Aus diesem Grund
wurde der LckSH3-Tip-Komplex auf der Basis des LynSH3-Tip-Komplexes modelliert
(Kap. 4.6.2). Durch die 72 %-ige Sequenzihnlichkeit zwischen LckSH3 und LynSH3, die
fiir die Bindungsregion (Definition siehe Kap. 4.2.7) sogar auf 88 % anwichst (Abb. 1.1),
stellt die LynSH3 eine geeignete Vorlage fiir die Modellierung dar (Kap. 1.1.4).

Dariiber hinaus konnte aus den Vergleichen der NOE-Muster (Abb. 4.44) sowie der Werte
fiir den heteronuklearen {'H} "N-NOE von Tip sowohl bei LynSH3-, als auch bei
LckSH3-Bindung (Abb. 4.29 und 4.45) ein dhnliches Verhalten abgeleitet werden. Ebenso
wie bei der Bindung an die LynSH3 zeigt Tip bei LckSH3-Bindung eine deutliche
Zunahme der Rigiditidt des COOH-terminal flankierenden Bereichs der PPII-Helix, der die
Aminosduren P183 bis G187 umfasst. Fiir die chemischen Verschiebungen der
Resonanzen von L186 in Tip konnte bei Bindung an LckSH3, genau wie bei Bindung an
LynSH3 eine identische Hochfeldverschiebung festgestellt werden (Bauer, 2001;
Kap. 4.5.8), die durch die Ringstromeffekte der Aromaten W40 und F53 (LckSH3)
beziehungsweise W44 und F57 (LynSH3) verursacht werden, die die hydrophobe Tasche
auf der Oberflaiche der SH3-Doméne bilden (Abb. 4.40 und 1.1). Unterschiede bei der
Bindung ergeben sich lediglich beziiglich des Grads der Losungsmittelzugédnglichkeit des
Rests L186 von Tip, auf die in Kap. 5.4.2 néher eingegangen wird. Somit konnte gezeigt
werden, dass Tip von LckSH3 in gleicher Weise gebunden wird wie von LynSH3.

5.4.2 Erweiterung der Bindungssequenz fiir Liganden der SH3-Domiinen der
Src-Familie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl LckSH3 als auch LynSH3 als Vertreter der
SH3-Doménen der Src-Familie den Leucinrest an Position 186 von Tip in gleicher Weise

erkennen, stellte sich die Frage, ob dhnliche Interaktionen schon fiir andere SH3-Liganden-
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Komplexe beobachtet werden konnten.

Feng und Kollegen waren 1995 in der Lage, eine hochaufgeloste NMR-Struktur der
SrcSH3 (Gruppe A der Src-Familie; Kap. 1.3) mit dem Klasse I-Liganden VSL12
(VSLARRPLPPLP) aufzuklédren. Im Vergleich zu Tip bindet VSL12 als Klasse I-Ligand
in umgekehrter Orientierung, wobei das NH,-terminal der PPII-Helix lokalisierte L3 eine
dhnliche Position zwischen RT- und n-Src-Schleife der SH3-Domine einnimmt, wie L186
in Tip (Abb. 4.43). Im Gegensatz zu L186, das die n-Src-Schleife kontaktiert, bindet
allerdings L3 in Richtung der RT-Schleife. Zusammen mit der Struktur von SrcSH3 mit
VSLI12 wurde auch die Struktur von SrcSH3 mit APP12 (APPLPPRNRPRL) gelost
(Feng et al., 1995). Fir APP12, mit seiner Tip-analogen Klasse II-Orientierung, konnte
keine definierte Struktur des Bereichs COOH-terminal der PPII-Helix bestimmt werden, da
keine intermolekularen NOE-Kreuzresonanzen eindeutig zugeordnet werden konnten. Die
Analyse der chemischen Verschiebungen der Amidresonanzen von SrcSH3 bei
APP12-Zugabe zeigten jedoch auf, dass genau wie bei den Tip-Interaktionen mit LckSH3
(Abb. 4.44) und LynSH3 (Abb. 4.30) auch bei der APP12-SrcSH3-Interaktion zusitzliche
COOH-terminal flankierende Ligandenbereiche der SH3-Bindung beteiligt sind
(Feng et al., 1995).

Interessanterweise besitzt APP12 an dhnlicher Sequenzposition wie L186 in Tip ebenfalls
einen Leucinrest (L12). Genau wie bei der Bindung von Tip an LynSH3 und LckSH3
(Kp=0,8 uM und 16,8 uM) (Abb. 4.1) unterscheiden sich VSLI2 und APPI2 bei
SrcSH3-Bindung (Kp = 8 uM und 59 uM) deutlich in ihren Affinitdten (Feng ef al., 1995).
In beiden Féllen waren nur fiir den jeweils stiarker bindenden Liganden eindeutige
Zuordnungen von NOE-Kreuzresonanzen und somit die Bestimmung einer
hochaufgelosten Struktur moglich. Die jeweils schwicher bindenden Liganden liefern
hingegen nur indirekte Befunde fiir die Bindung der flankierenden Bereiche (Feng et al.,
1995; Abb. 4.29, 4.30, 4.44 und 4.47).

Genau wie L186 bei LckSH3-Tip (Kap. 4.6.3) haben L12 bei SrcSH3-APP12 und L3 bei
SrcSH3-VSL12 keinen nennenswerten Einfluss auf die Affinitdt des Liganden zu der
entsprechenden SH3-Domine (Fengef al.,, 1995). Zusammengenommen legen diese
Resultate den Schluss nahe, dass moglicherweise die Bindungssequenz fiir Liganden der
SH3-Doménen der Src-Familie von 'RxLPPxP' fiir die Klasse I- und 'xPPLPxR' fiir die
Klasse II-Orientierung  (Feng et al., 1995) auf 'LxxRxLPPxP' bezeihungsweise
'xPPLPxRx(3,4)L' erweitert werden sollte, wobei 'x’ jede beliebige Aminosdure darstellen

kann. Das zusdtzliche Leucin scheint dabei weniger eine Rolle fiir die Affinitdt des
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Liganden, als vielmehr fiir die korrekte Orientierung relativ zur SH3-Doméne zu spielen.

5.4.3 Mogliche Funktion der Bereiche der erweiterten Bindungssequenz

Ein Unterschied zwischen LckSH3 und LynSH3 stellt ihre Affinitdt zu den Peptiden
Tip(168-187) und Tip(168-185) dar (Kap.4.6.3). Wihrend Tip(168-187) durch die
Anwesenheit von L186 und G187 deutlich stirker an LynSH3 bindet als Tip(168-185),
zeigt LckSH3 keinen signifikanten Unterschied beziiglich der jeweiligen Affinitdten
(Abb. 4.45). Eine mogliche Erklarung stellt H41 der LynSH3 dar. Alle anderen
SH3-Doménen der Mitglieder der Src-Familie weisen an strukturell dhnlicher Position ein
Serin oder Threonin auf (Abb. 1.1 B). Histidin an dieser Position kann als Deckel tiber der
hydrophoben Tasche aus W44 und F57 fungieren und L186 bei Bindung fast vollstdndig
der Losungsmittelzugiinglichkeit entziehen (Kap.4.6.4). Die Differenz der
Bindungsenthalpien von Tip(168-187) und Tip(168-185) bei LynSH3-Bindung stimmt gut
mit dem theoretischen Werten iiberein, die sich aus dem Transfer eine Leucinseitenkette in
eine unpolare Umgebung ergeben. Dies zeigt, dass hier der dominante Effekt fiir die
Affinitétssteigerung identifiziert werden konnte und weitere strukturelle Aspekte nur eine
untergeordnete Rolle spielen.

L186 in Tip hat im Gegensatz zur LynSH3-Bindung bei der LckSH3 keinen signifikanten
Einfluss auf die Affinitdt. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass die Bindung von L186 in
dhnlicher Weise erfolgt (Kap. 4.6.2). Somit ist zu vermuten, dass L186 in Tip in seiner
Funktion weniger die Affinitidt zu seinem Zielprotein modulieren soll, als vielmehr eine
zweite Kompassaminoséure fiir eine zusétzliche Positionierung und richtige Orientierung
des Liganden relativ zur SH3-Doméne der Lck als seinem physiologischen Zielprotein
darstellt.

Aus der Komplexstruktur von Tip mit der LynSH3-Doméne ist nicht ersichtlich, dass
A184 und N185 spezifische Interaktionen eingehen (Kap. 5.3.5), die ihr hohes Mal} an
Konserviertheit in verschiedenen Tip-Isolaten (Ensser ef al., 2003) erkldren wiirden. Die
Visualisierung der Lage von Tip in einem hypothetischen Komplex mit der geschlossenen
Konformation der Gesamt-Lck zeigt eine Uberlagerungen mit den Aminosiduren E234,
D235 und E236 der Kinase-Doméne (Abb. 5.1). Diese sterischen Konflikte zwischen den
Aminosduren Al184 und N185 von Tip und den Aminosduren E234 bis E236 der
Lck-Kinase konnten zu einem schnelleren Verlust der intramolekularen Kontakte der
Lck-Dominen und somit zu einer schnelleren Uberfiihrung in den offenen, aktiven

Zustand (Kap. 1.3; Abb. 1.4) der Kinase bei Ligandenbindung fithren. L186 kénnte mit
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R182 (Kompassaminosdure, Kap. 1.2.1) eine bedeutende Rolle bei der Positionierung der
Doppelschleifenstruktur (P183-G187) haben. Ein solcher Mechanismus kénnte ein Grund
fiir die hohe Konserviertheit des gesamten Sequenzabschnitts sein, der sich allein aus der

Komplexstruktur mit der SH3-Doméne nicht erkléren lasst.

Abb. 5.1 Uberlagerungen des LckSH3-Tip-Komplexes mit der LckSH3 der geschlossenen
Konformation der Gesamt-Lck. Das Strukturmodell der Lck-Kinase wurde auf Basis
der Struktur der Hck-Kinase (PDB: 1qcf; Schindler et al., 1999) mithilfe des
Programms Swiss-Model (Kap. 3.9.2; Guex & Peitsch, 1997) erstellt. Die Lck-Kinase
ist in Form einer schematischen Darstellung der reguldren Sekundirstrukturelemente
und Tip(175-188) als blaue Schleifendarstellung wiedergegeben. Der sterische
Konflikt der Aminosduren A184 und N185 von Tip mit E234, D235 und E236 der Lck
sind als Stdbchenmodell gezeigt und in der Vergroferung beschriftet. Die Abbildung
wurde mit Molmol erstellt (Koradi et al., 1996).

5.4.4 Rolle flankierender Bereiche bei klassischen Bindungsmotiven
Die Erweiterung der Bindungssequenzen fiir Liganden der SH3-Doménen der Src-Familie
hebt die Bedeutung der Aminosduren auB3erhalb der PPII-Helix hervor (Kap. 5.4.2). Dieser
Befund unterstiitzt die Beobachtung, dass SH3-Dominen spezifisch Interaktionen mit

Sequenzbereichen auferhalb der prolinreichen Kernstiicke ihrer Liganden ausbilden
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konnen (Fengef al., 1995; Leeet al., 1996; Ghose et al., 2001; Faziet al., 2002;
Dutta et al., 2004) und somit Wechselwirkungen iiber eine so genannte erweiterte
Bindungsstelle eingehen.

Das dies nicht nur auf die SH3-Doménen der Src-Familie beschrinkt sein muss, geht aus
Selektionsversuchen mit Phagenbibliotheken fiir Abp1-SH3-Liganden hervor (Fazi et al.,
2002). In dieser Studie sind Liganden isoliert worden, die dem Konsensus
"[+]xxxPxxPx[+]PxxL"' gehorchen ('[+]' entspricht 'R’ oder 'K’). Neben der Besonderheit,
dass die prolinreiche Sequenz von zwei positiv geladenen Resten flankiert wird, fillt auf,
dass genau wie bei Tip und APP12 ein Leucinrest COOH-terminal der positiv geladenen
Aminoséure strukturell &hnlich zu R182 in Tip und R7 in APP12 als invariant identifiziert
wurde.

Fiir die Wechselwirkung von CskSH3 mit PEP (proline-enrichted tyrosine phosphatase)
konnte kiirzlich ebenfalls eine Wechselwirkung COOH-terminaler Bereiche der PPII-Helix
nachgewiesen werden (Ghose et al., 2001). Genau wie bei LynSH3-Tip oder LckSH3-Tip
binden hydrophobe Reste (1625 und V626 bei PEP) des Liganden in eine hydrophobe
Tasche zwischen RT- und n-Src-Schleife der SH3-Doméne.

Erweiterungen der klassischen Bindungsmotive sind aber nicht nur fir SH3-Doménen,
sondern auch fiir zahlreiche andere Protein-Protein-Wechselwirkungen beobachtet worden,
unter anderem fiir PDZ-Doménen (Milewski et al., 2005) fiir activated protein C (APC)
und Faktor Va (Gale ef al., 2002), fiir Integrine und RGD-enthaltende Proteine (Li ef al.,
2003), fiir den nukledren Hormonrezeptor und LxxLL-Motive (Coulthard et al., 2003) und
fir EVH1I Doménen und prolinreiche Sequenzen (Ballef al,, 2002). Ein gut
charakterisiertes Beispiel stellen in diesem Zusammenhang auch die Src-Homologie 2
(SH2)-Domédnen dar (Gay et al., 1997; Furetet al., 1998; Bradshaw et al., 1999;
Verkhivker et al., 2002).

Eine der ersten bestimmten Strukturen einer SH2-Domine mit entsprechendem Liganden
war SrcSH2 mit einem moderat bindenden Phosphotyrosinliganden (Waksman et al.,
1992). Aus dieser Struktur erkannte man, dass der phosphorylierte Tyrosinrest (poY) von
einer spezifischen Tasche auf der Oberfliche der SH2 Domine, der so genannten
Phosphotyrosinbindungstasche, aufgenommen wird. Aus dem Vergleich der
Kristallstrukturen der nah verwandten SH2 Doménen von Src und Lck im Komplex mit
dem Peptid poYEEI wurde der Einfluss flankierender Sequenzbereiche auf die Bindung
deutlich (Waksman et al., 1992; Waksman et al., 1993). Neben der Bindung des

Phosphotyrosins in die Phosphotyrosinbindungstasche, die durch ein komplexes Netzwerk
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an Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatischen Wechselwirkungen stabilisiert
wird, erfolgt eine Bindung des Isoleucins, drei Positionen COOH-terminal von poY
(poY+3), in eine hydrophobe Tasche (Waksman et al., 1993). Aus diesem Grund wird die
Interaktionsfliche von SH2 Doménen als “two-holes sockef” und das entsprechende
Bindungsmotiv des Liganden als “two-pronged plug” bezeichnet (Kuriyan & Cowburn,
1997). Die Bindung des Phosphotyrosinrests liefert dabei nur rund 50 % der
Bindungsenergie, der Rest wird von Interaktionen der flankierenden Bereiche gestellte
(Bradshaw et al., 1999), wobei diese nicht zwangsldufig tiber die Position poY+3, sondern

auch tiber poY+2 oder poY+5 maligeblich realisiert werden konnen (Gay et al., 1997).
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5.5 Mechanismen molekularer Erkennung
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Mechanismen molekularer Erkennung, die die
unterschiedlichen Affinitdten des Tip-Proteins aus Herpesvirus saimiri zu drei homologen
SH3-Doménen bestimmen.
Die Affinitdt eines Liganden zu einem Rezeptor setzt sich aus zwei Beitrdgen zusammen.
Eine Komponente ist dabei die Geschwindigkeitskonstante der Assoziation (k..). Sie gibt
in Abhéngigkeit der Zeit und der vorliegenden Konzentrationen wieder, wie viele
Begegnungen zwischen Ligand und Rezeptor zur Ausbildung des Komplexes fiithren. IThr
gegeniiber gibt die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation (k) an, wie oft der
Komplex aus Rezeptor und Ligand in einem bestimmten Zeitintervall durchschnittlich
zerfillt. Der Quotient aus beiden Komponenten ( k. / k.,=Kp) gibt folglich die Affinitét
des betrachteten Komplexes wieder.
Eine effektive Vorhersage molekularer Interaktionen (qualitative Vorhersagen) aber noch
vielmehr die Vorhersage von Affinititen von molekularen Erkennungsprozessen
(quantitative Vorhersagen) sind momentan noch schwer zu treffen (Kap. 1.1). Aktuelle
Methoden liefern oft mehr als 10 % falsch-positive Treffer und iiber 40 % falsch-negative
Treffer (Littler & Hubbard, 2005). Daher ist ersichtlich, dass in zukiinftige Methoden
beide affinititsbestimmende Beitrage beriicksichtigen werden miissen.
Die vergleichende Analyse der P17G-Mutante der LckSH3-Doméne mit ihrem Wildtyp
stellt in dieser Arbeit ein Modellsystem fiir die Bestimmung des Effekts einer gednderten
Assoziationsrate auf die Affinitdit dar (Kap.4.2). Durch eine Kombination von
experimentellen NMR-spektroskopischen Befunden (Kap.4.2.4 bis 4.2.6) und
theoretischen molekiildynamischen Simulationen (Kap. 4.2.7) konnte gezeigt werden, dass
die P17G-Punktmutation zu einer Erhohung der Flexibilitdt der an der Bindung beteiligten
Schleifenbereiche der LckSH3 P17G fiihrt. Diese erhohte Flexibilitit bewirkt ein
hiufigeres Abtasten der 'bindungsaktiven' Konformation und somit eine schnellere
Assoziation des Komplexes (Kap.4.2.7). Dieser Effekt 146t sich aus der alleinigen
Betrachtung einer statischen Struktur nicht ableiten. Weiterhin wird deutlich, dass die
Vorhersage von Affinitédten allein auf der Basis von Komplexstruktur mit Ungenauigkeiten
behaftet sein kann, da Faktoren wie zum Beispiel konformationelle Flexibilitidt der
einzelnen Komponenten naturgemifl nicht in die Betrachtung einflieBen konnen. Aus
diesem Grund wird in Zukunft fiir die korrekte Vorhersage von Affinititen neben der
Analyse des ausgebildeten Komplexes eine Analyse der einzelnen Komponenten im

ungebundenen Zustand erforderlich sein.
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Der Darstellung und Analyse der LckSH3 P17G war ein Sequenzvergleich der LynSH3
und LckSH3 vorausgegangen. Das Vorkommen eines Prolins in der RT-Schleife der
LckSH3 und eines Glycins an entsprechender Stelle der LynSH3 fiihrte zu der Annahme,
dass die RT-Schleife der LynSH3 flexibler als die der LckSH3 sein und sich somit die
unterschiedlichen Affinititen erkldren lieBen (Kap.5.2.1). Vergleicht man aber die
experimentell festegestellten Flexibilitdten der RT-Schleifen (Abb. 4.7 und 4.34), so fillt
auf, dass sie sich nur marginal unterschieden und keine Erklarung fiir die unterschiedlichen
Affinititen darstellen. Dadurch wird ersichtlich, dass der Unterschied der Affinititen des
Tip-Proteins zu LynSH3 und LckSH3 (Kap. 4.2.1) nicht durch eine Anderung des
Assoziationsverhaltens erklart werden kann.

Der Vergleich der Komplexe der LynSH3 (Kap. 4.3.9) und LckSH3 (Kap. 4.6.2) mit Tip
stellt in dieser Arbeit im Gegensatz zur P17G-Mutante der LckSH3 somit ein
Modellsystem zur Analyse struktureller Eigenschaften auf die Geschwindigkeitskonstante
der Dissoziation dar. Voraussetzung fiir quantitative Analysen von Dissoziationsraten sind
hochaufgeloste Komplexstrukturen (Kap. 1.1). Nur sie erlauben Aussagen {iiber
unterschiedliche Details molekularen Wechselwirkungen. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit die hochaufgeloste Struktur des LynSH3-Tip-Komplexes aufgekléart
(Kap. 4.3.9). Aufgrund ungiinstigerer dynamischer Bedingungen konnte fiir den
LckSH3-Tip-Komplex nur ein Strukturmodell erstellt werden (Kap. 4.6), dessen Qualitét
zwar fiir eine qualitative Analyse der Interaktionen und die Identifizierung der Beteiligung
eines erweiterten Bindungsmotivs ausreicht, nicht jedoch fiir eine quantitative Berechnung
der Wechselwirkungsenergien, wie sie fiir eine Bestimmung der Dissoziationsrate notig
wire.

Zusammenfassend betrachtet konnte durch diese Arbeit verdeutlicht werden, dass ein
erhohter Bedarf an Informationen tiber die Rolle der Proteinflexibilitdt und tiber die Rolle
einzelner Aminosduren — auflerhalb von klassischen Bindungsmotiven — fiir die Analyse
der Mechanismen molekularer Erkennung besteht. Um Protein-Protein-Interaktionen
qualitativ und quantitativ besser vorhersagen zu konnen, miissen diese Daten als
Datenbasis Eingang in Vorhersagealgorithmen finden. Die vorliegenden Arbeit soll hier

auch einen Beitrag zur Vergroferung dieser Datenbasis darstellen.
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6 Zusammenfassung

Die Wechselwirkungen des Tip-Proteins aus Herpesvirus saimiri mit der
T-Zell-spezifischen Kinase Lck sind entscheidend fiir die Aktivierung der Kinaseaktivitét
und nehmen somit eine zentrale Rolle bei der T-Zell-Transformation ein. Bis heute war es
weder durch Rontgenkristallografie, noch durch NMR-Spektroskopie moglich, eine
hochaufgeldste Struktur des LckSH3-Tip-Komplexes zu erhalten. Dies ist einerseits auf
das Fehlen geeigneter Kristalle und andererseits auf eine ungiinstige Dynamik der
Komplexbildung beziiglich der NMR-Zeitskala zuriickzufiihren.

Eine Moglichkeit zur Vermeidung solcher Probleme, ist die Verwendung von stirker
bindenden Interaktionspartnern, die sich oft besser fiir strukturelle Studien eignen. Aus
diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl der Komplex von Tip mit LynSH3
charakterisiert, als auch eine Punktmutante der LckSH3 entworfen, die eine hohere
Affinitdt zu Tip aufweist. Die Strukturinformationen, die aus der Charakterisierung dieser
Systeme erhalten werden konnten, sollten als Basis fiir eine zuverldssige Modellierung des
LckSH3-Tip-Komplexes dienen.

Die LynSH3 wurde untersucht, da sie neben der nahen Verwandtschaft zu LckSH3 auch
eine hohere Affinitit zu Tip aufweist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der
LynSH3-Tip-Komplex durch seine deutlich giinstigere Komplexdynamik besser fiir die
NMR-spektroskopische Charakterisierung geeignet ist. Ausgehend von einem
Sequenzvergleich der LckSH3 und LynSH3 wurde eine P17G-Punktmutation in die
RT-Schleife der LckSH3 eingefiihrt. Diese sollte fiir eine grofBere Flexibilitdt der
RT-Schleife sorgen und somit die Affinitdt zu Tip erhéhen.

Obwohl LckSH3 P17G Tip mit nahezu gleicher Affinitit bindet wie LynSH3,
unterscheiden sich beide Komplexe beziiglich ihres Austauschverhaltens auf der
NMR-Zeitskala erheblich. Dies hatte zur Folge, dass die Bestimmung der Struktur des
LckSH3 P17G-Tip-Komplexes nicht moglich war. Weitere Analysen ergaben, dass die im
Vergleich zur LckSH3 erhohten Ligandenaffinitidten von LynSH3 und LckSH3 P17G auf
unterschiedlichen Mechanismen basiert, obwohl beide SH3-Doménen einen Glycinrest an
strukturell &hnlicher Position in der RT-Schleife aufweisen und somit urspriinglich ein
identischer Mechanismus erwartet worden war.

Die im Vergleich zur wildtyp LckSH3 um nahezu eine Zehnerpotenz stirkere Bindung von
LckSH3 P17G konnte durch Fluoreszenztitrationen und durch Analysen mit schnellen

Mischmethoden zumindest teilweise auf eine schnellere Komplexbildung zuriickgefiihrt
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werden.

Eine detaillierte Erklarung dieses Unterschieds auf struktureller Ebene konnte durch
Molekiildynamiksimulationen des Wildtyps und der Mutante der LckSH3 erhalten werden.
So korreliert die schnellere Komplexbildung der Mutante gut mit einer stdrkeren
Population der 'bindungsaktiven' Konformation wiahrend des Simulationszeitraums.

Dabei zeichnet sich LckSH3 P17G nicht nur durch eine erhdhte konformationelle
Abtastrate der 'bindungsaktiven' Konformation aufgrund gesteigerter RT-Schleifen-
flexibilitdt aus, sondern zeigt eine Zunahme der Gesamtflexibilitdt der SH3-Doméne im
ps-s-Bereich auf. Weiterhin konnten durch die Analyse der thermischen Entfaltung mittels
CD-Spektroskopie und MD-Simulationen bei hoher Temperatur eine globale
Destabilisierung und ein veridnderter Entfaltungsweg fiir die P17G-Mutante der LckSH3

gezeigt werden.

Der LynSH3-Tip-Komplex konnte in hoher Auflésung mit einer mittleren quadratischen
Abweichung der Atomkoordinaten des Proteinriickgrats von 0,34 A durch
NMR-Spektroskopie bestimmt werden. Die auf 1031 experimentellen Randbedingungen
basierende Struktur stellt die erste hochaufgeloste Struktur einer SH3-Domédne der
Gruppe B der Src-Familie mit einem natiirlichen Liganden in Klasse II-Orientierung dar.
Analysen der Komplexstruktur ergaben, dass nicht nur die Prolinhelix, die bekannterweise
Interaktionen mit SH3-Dominen ausbildet, sondern auch zusitzliche COOH-terminal
flankierende Reste an der Bindung beteiligt sind. Eine besondere Rolle nimmt dabei L186
aus Tip ein. Es bindet in eine hydrophobe Tasche aus H41, W44 und F57 auf der
Oberfldache der LynSH3.

Ausgehend von der LynSH3-Tip-Komplexstruktur konnte unter der Einbeziehung
NMR-spektroskopischer Daten der LckSH3-Tip-Wechselwirkungen ein molekulares
Modell des LckSH3-Tip-Komplexes erstellt werden. Obwohl die Bindung von L.186 in die
hydrophobe Tasche auf der Oberfliche fiir beide SH3-Dominen experimentell
nachgewiesen werden konnte, zeigten Fluoreszenztitrationsexperimente mit einem
verkiirzten Tip-Peptid, dass L186 aus Tip nur im Komplex mit LynSH3 einen signifikanten
Einfluss auf die Affinitdt hat. Weitere Untersuchungen ergaben, dass L.186 bei Bindung in
die hydrophobe Tasche der LynSH3 nahezu vollstdndig von H41 bedeckt wird. Das Serin
an strukturell &hnlicher Position in LckSH3 bedeckt hingegen nur einen kleinen Teil von
L186.

Die Differenz der gemessenen freien Bindungsenergien zwischen LynSH3 und LckSH3
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bei Tip-Bindung kann nahezu quantitativ durch die theoretisch berechnete Differenz der
freien Energien aufgrund der unterschiedlichen Losungsmittelzugénglichkeit der
Oberflache von L186 aus Tip erklart werden.

Daher bieten die auBlerhalb des klassischen Bindungsmotiv liegenden zusitzlichen
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen H41 aus LynSH3 und L186 aus Tip eine gute
Erklarung fiir die stidrkere Tip-Bindung von LynSH3 verglichen mit LckSH3. Die
zusitzlichen Wechselwirkungen senken die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
des Komplexes, was in guter Ubereinstimmung mit dem unterschiedlichen

Austauschverhalten auf der NMR-Zeitskala steht.

Eine Erklarung fiir die starke Konserviertheit von L186 in Tip-Isolaten von verschiedenen
herpesviralen Stammen ergibt sich aus dem strukturellen Vergleich mit anderen hoch
affinen SrcSH3-Liganden-Komplexen. Diese weisen hdufig ebenfalls ein Leucin an
dhnlicher Position auBlerhalb der Kernbinderegion auf. Diese Konserviertheit, zusammen
mit der Tatsache, dass L186 keinen maligeblichen Einfluss auf die Affinitit des
LckSH3-Tip-Komplexes hat, legt die Vermutung nahe, dass dieser Leucinrest eher die
Rolle einer zusitzlichen Kompassaminosdure bei der SH3-Bindung einnimmt. Er kénnte
helfen, die korrekte Orientierung des Liganden relativ zur SH3-Doméne sicherzustellen.

Diese Beobachtung legt eine Erweiterung der Bindungssequenz fiir die Liganden der
SH3-Doménen der Src-Familie mit KlasseI- und Klasse II-Orientierung auf
'LxxRxLPPxP' beziechungsweise 'XxPPLPxRx(3,4)L' nahe. Die Verldngerung der
Bindungssequenzen soll die Wichtigkeit von flankierenden Sequenzbereichen klassischer

Bindungsmotive bei molekularen Erkennungsprozessen unterstreichen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit neben der Aufklirung der molekularen
Grundlagen der Wechselwirkungen der LckSH3 mit dem herpesviralen Tip-Protein gezeigt
werden, dass Affinitdt auch bei sehr nahe verwandten Proteinen auf unterschiedliche
Weise erzielt werden kann. Weiterhin unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit die
Notwendigkeit der gleichzeitigen Charakterisierung der Struktur und Dynamik
makromolekularer Interaktionen. Erst dieses kann zu einem detaillierteren Verstdndnis der
Mechanismen molekularer Erkennung und darauf aufbauend zukiinftig zu verldsslicheren

Vorhersagen von molekularen Interaktionen fithren.
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7 Summary

The interaction of the herpesviral Tip protein with the T-cell specific kinase Lck is critical
for kinase activation, thus playing a decisive role in T-cell transformation. Up to present,
both X-Ray crystallography and NMR-spectroscopy failed to provide a high resolution
structure of the LckSH3-Tip complex, resulting either from the lack of suitable crystals or
from the unfavorable dynamics of complex formation on the NMR timescale.

One way to overcome these problems is the use of tighter binding interaction partners
which are frequently more suitable for structural studies. For that reason the present study
focused on the characterization of Tip in complex with LynSH3 and on the design of a
single point Lck mutant which exhibits an increased affinity for Tip. The structural
information deduced from these systems should serve as basis to generate a reliable model
of the LckSH3-Tip complex.

LynSH3 was studied because it is closely related to LckSH3 in sequence but binds Tip
with higher affinity and shows a dynamics of complex formation that is more suitable for
NMR-spectroscopic investigations. Based on a sequence alignment of LckSH3 and
LynSH3, a P17G point mutation was introduced in the RT loop of LckSH3 and was
expected to increase ligand affinity by enhancing the RT-loop flexibility.

Although LckSH3 P17G binds Tip almost as tight as LynSH3, both complexes differ
strikingly in their exchange behavior on the NMR timescale, rendering a structure
determination of LckSH3 P17G-Tip complex impossible. Further analysis revealed that
the increased ligand affinity of LynSH3 and LckSH3 P17G is achieved by different
mechanisms, though, both SH3 domains have a flexible glycine residue at homolog
position in the RT-loop and therefore originally the same mechanism was expected.

For LckSH3 P17G, the increased affinity by almost one order of magnitude compared to
wildtype LckSH3 can at least partially be attributed to an increased rate of complex
formation as evidenced by fluorescence titration and stopped-flow experiments.

A detailed structural explanation for these differences comes from molecular dynamics
simulations of wildtype and mutant LckSH3 which revealed that the increased association
rate of the mutant correlates with a higher population of binding-competent conformations
over the simulation time.

LckSH3 P17G exhibits not only a faster local conformational sampling by enhanced
RT-loop flexibility, but also an increased overall flexibility on different timescales

throughout the entire domain. Moreover, thermal unfolding monitored by CD-spectroscopy
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and high-temperature MD simulations revealed a global destabilization and an altered

unfolding pathway of the LckSH3 P17G-mutant.

For the LynSH3-Tip complex a high resolution structure with a backbone rmsd of 0.34 A
was determined using NMR spectroscopy. This structure which is based on 1031
experimentally derived structural constraints represents the first high resolution complex
structure of a src-family group B SH3 domain with a natural ligand binding in class II
orientation. Analysis of the complex structure revealed that not only the polyproline helix,
which is typically known to form the site of interaction with SH3 domains, but also the
COOH-terminally adjacent residues are involved in SH3 binding. Particularly L186 of Tip
binds into a hydrophobic pocket on the surface of LynSH3, formed by H41, W44 and F57.

Based on the LynSH3-Tip complex structure and additional NMR-spectroscopic data
available for the Tip-LckSH3 interaction, a molecular model of the LckSH3-Tip complex
was generated. Although experimental data clearly proves that 186 interacts with a
hydrophobic pocket on the SH3 surface in both complexes, fluorescence titration
experiments using shorter Tip-peptides showed that the interactions of L186 only have a
significant effect on the affinity in the LynSH3-Tip complex. Further analysis indicated
that L186 of Tip bound to the hydrophobic pocket of LynSH3 is almost completely
covered by H41, whereas the serine at homolog position in LckSH3 covers only small
parts of L186.

The difference in the binding free energy measured between the LynSH3 and LckSH3 can
almost quantitatively explained by the theoretically calculated binding free energy
difference based on the solvent accessible surface area of L186 of Tip bound to either of
the two SH3 domains.

Thus, the additional hydrophobic interactions between H41 of LynSH3 and L186 of Tip
outside the classical ligand-binding motif offer a plausible explanation for the tighter Tip-
binding of LynSH3 compared to LckSH3, thus resulting in a reduction of the dissociation
rate, which is in good agreement with the different exchange behavior on the NMR

timescale.

An explanation for the strict conservation of L186 in Tip from different herpesviral strains
comes from the structural comparison to several high-affinity SrcSH3-ligand complexes
which frequently also exhibit a leucine at a similar position outside the core interaction

motif. This conservation, together with the fact that L186 plays no important role for
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complex affinity in the Tip-LckSH3 complex suggests that leucine might rather act as a
additional compass amino acid upon SH3-binding, which might help to ensure the proper
orientation of the interaction motif.

This observation suggests an expansion of the binding sequences of class I and class 11
src-family SH3 ligands to 'LxxRxLPPxP' and 'xPPLPxRx(3,4)L', respectively, to take into
account the importance of flanking sequences of classical binding motifs in contributing to

molecular recognition processes.

Taken together, apart from elucidating the molecular basis of the interactions of LckSH3
with the herpesviral Tip protein, this study was able to show that affinity can be altered by
entirely different mechanisms even for closely related proteins. Therefore, this study
stresses the importance of a concomitant characterization of the structure and dynamics of
macromolecular interactions to understand the mechanisms of molecular recognition in

more detail and thus to allow more reliable predictions in the future.
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1D

2D

3D

4D
Abb.
BMRB
CD
COOH-
COSY
CSKH
DSS
DTT
EDTA
F1/2/3/4
FHSQC
FID
GST
HSQC
IPTG
Kap.
Lck
Lyn
MD
MEXICO
MWCO
NH,-
NMR
NOE
NOESY
PCR
PDB
PMSF
PPII-Helix
ppm
RP-HPLC
rpm

SD

SH2
SH3
SH3B
Tab.
TFA
Tip
TOCSY
TPPI
uv

v/v

w/v

8 Abkiirzungen

eindimensional

zweidimensional

dreidimensional

vierdimensional

Abbildung

BioMagResBank

Zirculardichroismus

carboxy-

correlated spectroscopy

COOH-terminal src-related kinase homology
2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat
2,2'-Dithiodiethanol
Ethylendiamintetraessigsdure
Frequenzdimension 1/2/3/4

fast heteronuclear single quantum coherence
free induction decay
Glutathion-S-Transferase

heteronuclear single quantum coherence
Isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid
Kapitel

lymphozyte-spezific protein tyrosine kinase
Ick/yes-related novel tyrosine kinase
Molekiildynamik

measurement of exchange rate in labeled compoundls
Ausschlusswert beziiglich Molekulargewicht
amino-

kernmagnetische Resonanzspektroskopie
nuclear overhauser effect

nuclear overhauser (effect) spectroscopy
Polymerasekettenreaction

protein data bank
Phenylmethansulfonylfluorid
Polyprolin-Helix des Typ II

parts per million

reversed phase high-performance liquid chromatography
Umdrehungen pro Minute

steepest descent

Src-Homologie 2

Src-Homologie 3

SH3-Bindungs-Motiv

Tabelle

Tetrafluoressigsiure

tyrosine kinase interacting protein

total correlation spectroscopy

time proportional phase incrementation
Ultraviolett

Volumen je Volumen

Gewicht je Volumen
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Aminosdurenbezeichnung in 1- bzw. 3-Buchstabencode:

A Ala Alanin M Met Methionin
C Cyc Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginséure P Pro Prolin
E Glu Glutaminséure Q Gln Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
I Ile Isoleucin A% Val Valin
K Lys Lysin w Trp Typtophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
X beliebige Aminosiure
[+] R oder K
po Phosphorylierung
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10.1 Nukleotidsequenz der GST-LckSH3 P17G

BamHI

GCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCACTGCAAGACAACCTGG
CGCTGGTAGGAGGTTTTAGCCTAGACCAAGGCGCACCTAGGGGTGACGTTCTGTTGGACC
b H P P K SDULV PRG S P L QDN L V-
TTATCGCTCTGCACAGCTATGAGGGCTCTCACGACGGAGATCTGGGCTTTGAGAAGGGGG
61 --------- e +--------- e i e +-------=-- + 120
AATAGCGAGACGTGTCGATACTCCCGAGAGTGCTGCCTCTAGACCCGAAACTCTTCCCCC
I AL H s Y E GG S H D G DL G F E K G E -
AACAGCTCCGCATCCTGGAGCAGAGCGGCGAGTGGTGGAAGGCGCAGTCCCTGACCACGG
121 --------- +-------—- +--------- +t--------- +--------- +--------- + 180
TTGTCGAGGCGTAGGACCTCGTCTCGCCGCTCACCACCTTCCGCGTCAGGGACTGGTGCC
Q L R I L E Q S G E W W K A Q S L T T G-
EcoRI

GCCAGGAAGGCTTCATCCCCTTCAATTTTGTGGCCAAAGCGAACTGAATTCCCGGGTCGA
181 --------- +--------- +--------- +--------- +--------- +--------- + 240
CGGTCCTTCCGAAGTAGGGGAAGTTAAAACACCGGTTTCGCTTGACTTAAGGGCCCAGCT

Q £ G F I P F N F V A K A N * I P G S T -
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10.2 Reinigung und Verifizierung der rekombinant dargestellten Komponenten
Die einzelnen Schritte der Reinigung und Verifizierung der rekombinant dargestellten
Komponenten sind exemplarisch fir LynSH3 beziehungsweise Tip(140-191) gezeigt
(Bauer, 2001).
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Abb. 10.1 GST-Affinitéitschromatografie am Beispiel der GST-LynSH3, beobachtet bei 280
(schwarz) und 220 nm (grau) in Abhéingigkeit des Elutionsvolumen (Ev).
Probenauftrag (bis 30 ml Ev), Waschen (30 bis 100 ml Ev) und Elution (100 bis
125 ml Ev) bei einem Séulenvolumen von 10 ml (2 x 5ml GSTrap™). Die Elution der
GST-LynSH3 erfolgte zwischen 110 und 115 ml Ev (Abb. aus Bauer, 2001).
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Abb. 10.2 Grofienausschlusschromatografie nach proteolytischer Spaltung am Beispiel der
LynSH3, beobachtet bei 280 (schwarz) und 220 nm (grau) in Abhiingigkeit des
Retentionsvolumen (Rv). Die Elution des GST-Affinitdtsanhangs erfolgte bei 138 bis
170 ml Rv, LynSH3 eluierte deutlich getrennt zwischen 230 bis 252 ml Rv unter
Verwendung einer Superdex 200 GréBenausschlusschromatografiesdule (364 ml
Saulenvolumen) (Abb. aus Bauer, 2001).
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Abb. 10.3 19 %ige SDS-PAGE der Reinigungsschritte am Beispiel der LynSH3. St:
Bio-Rad-Proteinstandard; Bahn 1: Zellpellet nach Aufschluss; Bahn 2: Rohextrakt;
Bahn 3: Druchbruch der GST-Affinitdtssdule; Bahn 4: vereinigte Fraktionen zwischen
110 und 115 ml Elutionsvolumen der GST-Affinititschromatografie (GST-LynSH3);
Bahn 5: Reaktionsansatz nach PreScission-Spaltung; Bahn 6: vereinigte Fraktionen
zwischen 138 und 170 ml Retentionsvolumen der GroBenausschlusschromatografie
(GST-Affinitdtsanhang); Bahn 7: vereinigte Fraktionen zwischen 230 und 252 ml
Retentionsvolumen der GroBenausschlusschromatografie (LynSH3) (Abb. aus Bauer,
2001).
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Abb. 10.4 RF-HPLC-Chromatogramm am Beispiel von Tip(140-191) bei 220 nm. Die
Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0 % bis 80 % (v/v) Acetonitril in
0,1 % (v/v) TFA von einer C18-PrepL.C-Sdule (Abb. aus Bauer, 2001).
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Abb. 10.5 Bestimmung der Molekularmasse am Beispiel von Tip(140-191). Die theoretisch
berechnete Molekularmasse von Tip(140-191) betrdgt 6784,7 Da (Abb. aus Bauer,
2001).
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10.3 Chemische Verschiebungen
LynSH3 (frei)
1 GLY HA2 H 3.94 7 GLU C C 177.39 13 VAL CG2 C 18.67 19 TYR HD1 H 7.06
1 GLY HA3 H 3.94 8 GLU H H 8.20 13 VAL N N 118.95 19 TYR HD2 H 7.06
1 GLY CA C 43.49 8 GLU HA H 4.00 13 VAL C C 176.49 19 TYR HE1l H 6.76
2 PRO HA H 4 .45 8 GLU HB2 H 1.94 14 VAL H H 8.95 19 TYR HE2 H 6.76
2 PRO HB2 H 1.93 8 GLU HB3 H 2.06 14 VAL HA H 4.95 19 TYR CA C 57.17
2 PRO HB3 H 2.30 8 GLU HG2 H 2.24 14 VAL HB H 1.73 19 TYR CB C 42.37
2 PRO HG2 H 1.99 8 GLU HG3 H 2.24 14 VAL HG1 H 0.84 19 TYR N N 119.17
2 PRO HG3 H 1.99 8 GLU CA C 56.52 14 VAL HG2 H 0.82 19 TYR C C 175.43
2 PRO HD2 H 3.54 8 GLU CB C 30.28 14 VAL CA (¢} 58.48 20 ASP H H 7.72
2 PRO HD3 H 3.54 8 GLU CG C 36.43 14 VAL CB C 35.48 20 ASP HA H 4.58
2 PRO CA C 63.17 8 GLU N N 121.15 14 VAL CG1 C 21.74 20 ASP HB2 H 2.22
2 PRO CB C 32.35 8 GLU C C 176.70 14 VAL CG2 C 19.59 20 ASP HB3 H 2.41
2 PRO CG Cc 27.08 9 GLN H H 8.22 14 VAL N N 117.90 20 ASP CA C 52.88
2 PRO CD C 49.67 9 GLN HA H 4 .33 14 VAL C C 173.46 20 ASP CB C 41.64
3 LEU H H 8.51 9 GLN HB2 H 1.97 15 ALA H H 8.22 20 ASP N N 127.08
3 LEU HA H 4 .32 9 GLN HB3 H 2.14 15 ALA HA H 4.41 20 ASP C C 173.73
3 LEU HB2 H 1.59 9 GLN HG2 H 2.35 15 ALA HB H 1.72 21 GLY H H 7.57
3 LEU HB3 H 1.66 9 GLN HG3 H 2.35 15 ALA CA C 52.76 21 GLY HA2 H 3.50
3 LEU HG H 1.55 9 GLN HE21 H 7.48 15 ALA CB C 21.84 21 GLY HA3 H 3.58
3 LEU HD1 H 0.88 9 GLN HE22 H 6.80 15 ALA N N 126.84 21 GLY CA C 46.58
3 LEU HD2 H 0.88 9 GLN CA C 55.95 15 ALA C C 174.58 21 GLY N N 108.36
3 LEU CA C 55.42 9 GLN CB C 29.70 16 LEU H H 9.50 21 GLY C C 174 .56
3 LEU CB C 42.23 9 GLN CG C 33.93 16 LEU HA H 3.94 22 ILE H H 8.34
3 LEU CG C 27.13 9 GLN N N 120.60 16 LEU HB2 H 0.66 22 ILE HA H 4.10
3 LEU CD1 C 25.55 9 GLN NE2 N 112.46 16 LEU HB3 H 0.96 22 ILE HB H 1.61
3 LEU N N 122.26 9 GLN C C 176.34 16 LEU HG H 1.34 22 ILE HG1l2 H 1.05
3 LEU C C 176.92 10 GLY H H 8.30 16 LEU HD1 H 0.64 22 ILE HG13 H 1.05
4 GLY H H 8.38 10 GLY HA2 H 3.91 16 LEU HD2 H 0.64 22 ILE HG2 H 0.61
4 GLY HA2 H 3.95 10 GLY HA3 H 4.01 16 LEU CA (¢} 55.77 22 ILE HD1 H 0.82
4 GLY HA3 H 3.95 10 GLY CA C 45 .46 l6 LEU CB (¢} 42 .46 22 ILE CA C 61.73
4 GLY CA C 45.10 10 GLY N N 109.03 16 LEU CG C 26.89 22 ILE CB C 40.22
4 GLY N N 109.87 10 GLY C C 176.25 16 LEU CD1 (¢} 25.29 22 ILE CG1l C 26 .66
4 GLY C C 177.93 11 ASP H H 8.40 16 LEU CD2 Cc 21.74 22 ILE CG2 C 17.05
5 SER H H 8.18 11 ASP HA H 4.60 16 LEU N N 127.23 22 ILE CD1 C 13.27
5 SER HA H 4.77 11 ASP HB2 H 2.53 16 LEU C C 179.32 22 ILE N N 120.39
5 SER HB2 H 3.87 11 ASP HB3 H 2.68 17 TYR H H 7.41 22 ILE C C 173.47
5 SER HB3 H 3.87 11 ASP CA C 54.04 17 TYR HA H 4.89 23 HIS H H 7.99
5 SER CA C 56.51 11 ASP CB C 40.90 17 TYR HB2 H 2.37 23 HIS HA H 4.81
5 SER CB C 63.45 11 ASP N N 119.96 17 TYR HB3 H 3.31 23 HIS HB2 H 2.85
5 SER N N 117.00 11 ASP C C 173.32 17 TYR HD1 H 6.75 23 HIS HB3 H 3.12
5 SER C C 173.85 12 ILE H H 8.03 17 TYR HD2 H 6.75 23 HIS HD2 H 6.88
6 PRO HA H 4.39 12 ILE HA H 4.99 17 TYR HE1l H 6.64 23 HIS HE1l H 8.11
6 PRO HB2 H 1.91 12 ILE HB H 1.93 17 TYR HE2 H 6.64 23 HIS CA C 53.99
6 PRO HB3 H 2.29 12 ILE HGl2 H 1.34 17 TYR CA C 52.97 23 HIS CB C 29.60
6 PRO HG2 H 2.03 12 ILE HG13 H 1.50 17 TYR CB C 40.49 23 HIS CD2 C 118.18
6 PRO HG3 H 2.03 12 ILE HG2 H 0.89 17 TYR N N 114.54 23 HIS N N 122.33
6 PRO HD2 H 3.75 12 ILE HD1 H 0.75 17 TYR C C 175.12 23 HIS C C 175.86
6 PRO HD3 H 3.82 12 ILE CA C 59.04 18 PRO HA H 4.59 24 PRO HA H 4.29
6 PRO CA C 63.94 12 ILE CB C 37.72 18 PRO HB2 H 2.13 24 PRO HB2 H 1.85
6 PRO CB C 32.03 12 ILE CG1l C 27.43 18 PRO HB3 H 2.44 24 PRO HB3 H 2.35
6 PRO CG C 27.48 12 ILE CG2 C 18.32 18 PRO HG2 H 2.20 24 PRO HG2 H 1.94
6 PRO CD C 50.77 12 ILE CD1 C 11.14 18 PRO HG3 H 2.20 24 PRO HG3 H 1.94
7 GLU H H 8.52 12 ITLE N N 120.64 18 PRO HD2 H 3.72 24 PRO HD2 H 3.24
7 GLU HA H 4.20 12 ILE C C 174.51 18 PRO HD3 H 3.97 24 PRO HD3 H 3.75
7 GLU HB2 H 1.92 13 VAL H H 9.24 18 PRO CA C 62.34 24 PRO CA C 65.53
7 GLU HB3 H 2.02 13 VAL HA H 5.16 18 PRO CB C 32.58 24 PRO CB C 32.14
7 GLU HG2 H 2.24 13 VAL HB H 1.89 18 PRO CG C 26.89 24 PRO CG C 27.59
7 GLU HG3 H 2.24 13 VAL HG1 H 0.83 18 PRO CD (¢} 49.81 24 PRO CD C 50.62
7 GLU CA C 57.15 13 VAL HG2 H 0.61 19 TYR H H 8.04 25 ASP H H 8.94
7 GLU CB C 30.01 13 VAL CA C 57.83 19 TYR HA H 4.61 25 ASP HA H 4.91
7 GLU CG C 36.43 13 VAL CB C 35.57 19 TYR HB2 H 0.88 25 ASP HB2 H 2.92
7 GLU N N 119.74 13 VAL CG1 C 22.00 19 TYR HB3 H 2.27 25 ASP HB3 H 2.99
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25 ASP CA C 53.76 31 LYS HG3 H 1.21 36 LYS HE3 H 2.94 42 GLY HA3 H 4.26
25 ASP CB C 40.28 31 LYS HD2 H 1.62 36 LYS CA C 54.29 42 GLY CA C 46.81
25 ASP N N 114.81 31 LYS HD3 H 1.62 36 LYS CB C 35.48 42 GLY N N 111.97
25 ASP C C 176.81 31 LYS HE2 H 2.98 36 LYS CG C 24.99 42 GLY C C 175.56
26 ASP H H 7.85 31 LYS HE3 H 2.98 36 LYS CD Cc 29.76 43 GLU H H 9.02
26 ASP HA H 5.32 31 LYS CA C 59.29 36 LYS CE C 41.93 43 GLU HA H 4.02
26 ASP HB2 H 2.93 31 LYS CB C 32.66 36 LYS N N 122.24 43 GLU HB2 H 1.83
26 ASP HB3 H 2.93 31 LYS CG Cc 25.27 36 LYS C C 172.92 43 GLU HB3 H 1.88
26 ASP CA C 54.99 31 LYS CD C 30.20 37 VAL H H 9.04 43 GLU HG2 H 2.05
26 ASP CB C 42.76 31 LYS CE C 42.44 37 VAL HA H 3.79 43 GLU HG3 H 2.11
26 ASP N N 121.06 31 LYS N N 119.69 37 VAL HB H 1.92 43 GLU CA C 57.65
26 ASP C C 176.26 31 LYS C C 176.25 37 VAL HG1 H 0.86 43 GLU CB C 29.88
27 LEU H H 9.30 32 GLY H H 8.80 37 VAL HG2 H 0.51 43 GLU CG C 36.60
27 LEU HA H 4.60 32 GLY HA2 H 3.47 37 VAL CA C 64.56 43 GLU N N 125.61
27 LEU HB2 H 0.80 32 GLY HA3 H 4.31 37 VAL CB C 31.84 43 GLU C C 174.38
27 LEU HB3 H 1.88 32 GLY CA C 45.23 37 VAL CG1 C 23.83 44 TRP H H 7.69
27 LEU HG H 0.71 32 GLY N N 115.22 37 VAL CG2 C 21.76 44 TRP HA H 5.21
27 LEU HD1 H 0.84 32 GLY C C 177.69 37 VAL N N 126.82 44 TRP HB2 H 3.04
27 LEU HD2 H 0.84 33 GLU H H 7.86 37 VAL C C 176.06 44 TRP HB3 H 3.08
27 LEU CA C 54.04 33 GLU HA H 4.09 38 LEU H H 9.31 44 TRP HD1 H 7.19
27 LEU CB C 43.89 33 GLU HB2 H 2.16 38 LEU HA H 4.38 44 TRP HE1l H 10.01
27 LEU CG C 26.05 33 GLU HB3 H 2.41 38 LEU HB2 H 1.30 44 TRP HE3 H 7.31
27 LEU CD1 C 24.80 33 GLU HG2 H 2.33 38 LEU HB3 H 1.62 44 TRP HZ2 H 7.46
27 LEU N N 127.03 33 GLU HG3 H 2.33 38 LEU HG H 1.64 44 TRP HZ3 H 6.75
27 LEU C C 176.68 33 GLU CA C 58.04 38 LEU HD1 H 0.72 44 TRP HH2 H 7.32
28 SER H H 7.70 33 GLU CB C 31.76 38 LEU HD2 H 0.72 44 TRP CA C 55.66
28 SER HA H 4.76 33 GLU CG Cc 36.19 38 LEU CA C 55.73 44 TRP CB C 31.06
28 SER HB2 H 3.83 33 GLU N N 124.20 38 LEU CB C 43.01 44 TRP N N 119.91
28 SER HB3 H 4.01 33 GLU C C 172.96 38 LEU CG Cc 27.04 44 TRP NE1 N 129.02
28 SER CA C 58.05 34 LYS H H 8.50 38 LEU CD1 C 25.54 44 TRP C C 175.65
28 SER CB C 64.65 34 LYS HA H 5.34 38 LEU CD2 C 22.21 45 TRP H H 9.35
28 SER N N 117.47 34 LYS HB2 H 1.59 38 LEU N N 128.40 45 TRP HA H 5.64
28 SER C C 174.77 34 LYS HB3 H 1.81 38 LEU C C 175.33 45 TRP HB2 H 2.99
29 PHE H H 8.51 34 LYS HG2 H 1.29 39 GLU H H 7.65 45 TRP HB3 H 3.25
29 PHE HA H 5.16 34 LYS HG3 H 1.67 39 GLU HA H 4.42 45 TRP HD1 H 7.09
29 PHE HB2 H 2.92 34 LYS HD2 H 1.65 39 GLU HB2 H 1.88 45 TRP HE1l H 9.95
29 PHE HB3 H 3.20 34 LYS HD3 H 1.65 39 GLU HB3 H 1.96 45 TRP HE3 H 7.11
29 PHE HD1 H 7.02 34 LYS HE2 H 2.90 39 GLU HG2 H 2.06 45 TRP HZ2 H 7.46
29 PHE HD2 H 7.02 34 LYS HE3 H 2.90 39 GLU HG3 H 2.29 45 TRP HZ3 H 6.76
29 PHE HEl H 7.57 34 LYS CA C 55.39 39 GLU CA C 55.38 45 TRP HH2 H 7.12
29 PHE HE2 H 7.57 34 LYS CB C 34.72 39 GLU CB C 34.78 45 TRP CA C 53.09
29 PHE HZ H 6.79 34 LYS CG Cc 26.18 39 GLU CG C 35.99 45 TRP CB c 31.71
29 PHE CA C 55.90 34 LYS CD Cc 29.53 39 GLU N N 114.71 45 TRP N N 123.60
29 PHE CB C 40.37 34 LYS CE C 42.14 39 GLU C C 177.49 45 TRP NE1 N 128.71
29 PHE N N 115.86 34 LYS N N 124.33 40 GLU H H 8.69 45 TRP C C 175.18
29 PHE C C 173.62 34 LYS C C 175.16 40 GLU HA H 4.15 46 LYS H H 9.28
30 LYS H H 9.01 35 MET H H 8.98 40 GLU HB2 H 1.48 46 LYS HA H 4.53
30 LYS HA H 4.70 35 MET HA H 5.08 40 GLU HB3 H 1.66 46 LYS HB2 H 1.41
30 LYS HB2 H 1.88 35 MET HB2 H 1.42 40 GLU HG2 H 0.62 46 LYS HB3 H 1.66
30 LYS HB3 H 2.00 35 MET HB3 H 1.61 40 GLU HG3 H 1.25 46 LYS HG2 H 0.65
30 LYS HG2 H 1.51 35 MET HG2 H 2.05 40 GLU CA C 55.69 46 LYS HG3 H 1.07
30 LYS HG3 H 1.57 35 MET HG3 H 2.26 40 GLU CB C 30.83 46 LYS HD2 H 1.33
30 LYS HD2 H 1.68 35 MET HE H 0.86 40 GLU CG C 34.81 46 LYS HD3 H 1.33
30 LYS HD3 H 1.68 35 MET CA C 54.13 40 GLU N N 123.99 46 LYS HE2 H 2.55
30 LYS HE2 H 2.98 35 MET CB C 39.33 40 GLU C C 174.58 46 LYS HE3 H 2.58
30 LYS HE3 H 2.98 35 MET CG C 32.76 41 HIS H H 8.23 46 LYS CA C 56.09
30 LYS CA C 53.93 35 MET CE c 17.29 41 HIS HA H 4.98 46 LYS CB C 34.27
30 LYS CB C 34.78 35 MET N N 119.81 41 HIS HB2 H 3.33 46 LYS CG Cc 25.72
30 LYS CG C 24.76 35 MET C C 176.83 41 HIS HB3 H 3.33 46 LYS CD C 28.89
30 LYS CD C 29.08 36 LYS H H 9.10 41 HIS HD2 H 6.99 46 LYS CE C 41.83
30 LYS CE C 42.12 36 LYS HA H 4.94 41 HIS HE1l H 7.80 46 LYS N N 123.90
30 LYS N N 120.53 36 LYS HB2 H 1.54 41 HIS CA C 54.52 46 LYS C C 175.64
30 LYS C C 175.18 36 LYS HB3 H 1.67 41 HIS CB Cc 30.23 47 ALA H H 9.49
31 LYS H H 8.40 36 LYS HG2 H 1.16 41 HIS CD2 C 120.34 47 ALA HA H 5.38
31 LYS HA H 3.46 36 LYS HG3 H 1.30 41 HIS N N 123.81 47 ALA HB H 1.21
31 LYS HB2 H 1.42 36 LYS HD2 H 1.53 41 HIS C C 174.97 47 ALA CA C 50.81
31 LYS HB3 H 1.75 36 LYS HD3 H 1.53 42 GLY H H 8.54 47 ALA CB C 25.02
31 LYS HG2 H 1.12 36 LYS HE2 H 2.85 42 GLY HA2 H 3.76 47 ALA N N 107.32
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47 ALA C C 175.12 53 LYS HA H 4.17 58 ILE H H 9.74 63 VAL CGl1 C 21.47
48 LYS H H 8.78 53 LYS HB2 H 2.02 58 ILE HA H 5.27 63 VAL CG2 C 18.05
48 LYS HA H 5.25 53 LYS HB3 H 2.32 58 ILE HB H 1.63 63 VAL N N 108.70
48 LYS HB2 H 1.54 53 LYS HG2 H 1.39 58 ILE HGl2 H 1.23 63 VAL C C 175.06
48 LYS HB3 H 1.67 53 LYS HG3 H 1.39 58 ILE HG13 H 1.51 64 ALA H H 8.49
48 LYS HG2 H 1.08 53 LYS HD2 H 1.72 58 ILE HG2 H 1.14 64 ALA HA H 4.80
48 LYS HG3 H 1.18 53 LYS HD3 H 1.72 58 ILE HD1 H 0.56 64 ALA HB H 1.33
48 LYS HD2 H 1.62 53 LYS HE2 H 2.98 58 ILE CA Cc 57.31 64 ALA CA C 50.36
48 LYS HD3 H 1.62 53 LYS HE3 H 2.98 58 ILE CB C 40.56 64 ALA CB c 22.92
48 LYS HE2 H 2.90 53 LYS CA C 58.45 58 ILE CG1 C 25.01 64 ALA N N 120.87
48 LYS HE3 H 2.98 53 LYS CB C 29.52 58 ILE CG2 C 22.12 64 ALA C C 173.52
48 LYS CA C 53.61 53 LYS CG C 25.60 58 ILE CD1 C 14.91 65 LYS H H 8.73
48 LYS CB Cc 37.53 53 LYS CD Cc 29.86 58 ILE N N 113.13 65 LYS HA H 4.40
48 LYS CG C 24.38 53 LYS CE C 42.30 58 ILE C C 176.57 65 LYS HB2 H 1.78
48 LYS CD C 30.20 53 LYS N N 113.90 59 PRO HA H 3.72 65 LYS HB3 H 1.88
48 LYS CE C 42.12 53 LYS C C 176.08 59 PRO HB2 H 1.04 65 LYS HG2 H 1.38
48 LYS N N 118.20 54 LYS H H 7.65 59 PRO HB3 H 1.42 65 LYS HG3 H 1.64
48 LYS C C 173.52 54 LYS HA H 4.34 59 PRO HG2 H 0.44 65 LYS HD2 H 1.70
49 SER H H 8.94 54 LYS HB2 H 1.71 59 PRO HG3 H 0.69 65 LYS HD3 H 1.70
49 SER HA H 4.59 54 LYS HB3 H 1.88 59 PRO HD2 H 2.93 65 LYS HE2 H 2.81
49 SER HB2 H 4.17 54 LYS HG2 H 1.49 59 PRO HD3 H 2.97 65 LYS HE3 H 2.90
49 SER HB3 H 4.17 54 LYS HG3 H 1.49 59 PRO CA C 60.86 65 LYS CA C 57.40
49 SER CA C 58.58 54 LYS HD2 H 1.77 59 PRO CB C 29.90 65 LYS CB Cc 32.88
49 SER CB C 62.98 54 LYS HD3 H 1.77 59 PRO CG C 26.43 65 LYS CG C 26.00
49 SER N N 119.47 54 LYS HE2 H 3.07 59 PRO CD C 50.02 65 LYS CD C 29.36
49 SER C C 176.61 54 LYS HE3 H 3.07 60 SER H H 7.77 65 LYS CE C 42.20
50 LEU H H 9.22 54 LYS CA C 56.89 60 SER HA H 2.67 65 LYS N N 120.92
50 LEU HA H 4.26 54 LYS CB C 33.65 60 SER HB2 H 1.74 65 LYS C C 176.81
50 LEU HB2 H 1.70 54 LYS CG C 25.92 60 SER HB3 H 2.16 66 LEU H H 8.28
50 LEU HB3 H 1.70 54 LYS CD Cc 29.12 60 SER CA C 60.96 66 LEU HA H 4.32
50 LEU HG H l.61 54 LYS CE C 42.36 60 SER CB C 60.95 66 LEU HB2 H 1.42
50 LEU HD1 H 0.99 54 LYS N N 120.45 60 SER N N 121.85 66 LEU HB3 H 1.59
50 LEU HD2 H 0.85 54 LYS C C 175.24 60 SER C C 178.78 66 LEU HG H 1.55
50 LEU CA C 56.92 55 GLU H H 8.45 61 ASN H H 8.17 66 LEU HD1 H 0.81
50 LEU CB C 40.47 55 GLU HA H 5.70 61 ASN HA H 4.61 66 LEU HD2 H 0.81
50 LEU CG C 28.47 55 GLU HB2 H 1.82 61 ASN HB2 H 2.69 66 LEU CA C 55.42
50 LEU CD1 C 23.25 55 GLU HB3 H 1.84 61 ASN HB3 H 2.96 66 LEU CB C 42.89
50 LEU CD2 C 22.93 55 GLU HG2 H 2.01 61 ASN HD21 H 7.45 66 LEU CG c 27.13
50 LEU N N 106.22 55 GLU HG3 H 2.22 61 ASN HD22 H 6.62 66 LEU CD1 C 24.34
50 LEU C c 177.77 55 GLU CA Cc 53.71 61 ASN CA C 53.68 66 LEU N N 124.22
51 LEU H H 8.51 55 GLU CB C 34.07 61 ASN CB C 36.65 66 LEU C C 176.85
51 LEU HA H 4.49 55 GLU CG C 36.28 61 ASN N N 115.76 67 ASN H H 8.58
51 LEU HB2 H 1.86 55 GLU N N 117.99 61 ASN ND2 N 111.48 67 ASN HA H 4.82
51 LEU HB3 H 1.86 55 GLU C C 174.65 61 ASN C C 174.67 67 ASN HB2 H 2.77
51 LEU HG H 1.55 56 GLY H H 8.75 62 TYR H H 7.86 67 ASN HB3 H 2.85
51 LEU HD1 H 0.92 56 GLY HA2 H 3.96 62 TYR HA H 4.75 67 ASN HD21 H 7.59
51 LEU HD2 H 0.87 56 GLY HA3 H 4.16 62 TYR HB2 H 3.35 67 ASN HD22 H 6.89
51 LEU CA C 56.86 56 GLY CA C 45.50 62 TYR HB3 H 3.64 67 ASN CA C 53.34
51 LEU CB C 43.43 56 GLY N N 107.58 62 TYR HD1 H 7.13 67 ASN CB Cc 39.01
51 LEU CG c 27.13 56 GLY C C 176.69 62 TYR HD2 H 7.13 67 ASN N N 120.28
51 LEU CD1 C 24.92 57 PHE H H 9.08 62 TYR HE1 H 7.12 67 ASN ND2 N 113.07
51 LEU CD2 C 23.54 57 PHE HA H 5.59 62 TYR HE2 H 7.12 67 ASN C C 176.62
51 LEU N N 121.11 57 PHE HB2 H 3.12 62 TYR CA C 58.57 68 THR H H 7.72
51 LEU C Cc 177.18 57 PHE HB3 H 3.17 62 TYR CB C 39.26 68 THR HA H 4.13
52 THR H H 8.40 57 PHE HD1 H 7.17 62 TYR N N 119.61 68 THR HB H 4.24
52 THR HA H 4.36 57 PHE HD2 H 7.17 62 TYR C C 175.70 68 THR HG2 H 1.24
52 THR HB H 4.49 57 PHE HEl H 7.16 63 VAL H H 7.16 68 THR CA Cc 63.19
52 THR HG2 H 1.32 57 PHE HE2 H 7.16 63 VAL HA H 5.30 68 THR CB c 70.77
52 THR CA C 61.83 57 PHE HZ H 7.16 63 VAL HB H 1.73 68 THR N N 119.14
52 THR CB c 71.32 57 PHE CA C 58.99 63 VAL HG1 H 0.38 68 THR C C 174.38
52 THR N N 106.39 57 PHE CB Cc 41.12 63 VAL HG2 H 0.61

52 THR C C 178.65 57 PHE N N 119.57 63 VAL CA C 58.26

53 LYS H H 7.54 57 PHE C Cc 171.31 63 VAL CB C 35.88
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Tip (frei)

169 THR H H 8.00 175 PRO HB3 H 1.90 180 PRO CA c @ 186 LEU HB3 H 1.67
169 THR HA H 4.28 175 PRO HG2 H 2.04 180 PRO CB c @ 186 LEU HG H 1.71
169 THR HB H 4.17 175 PRO HG3 H 2.04 180 PRO CG c @ 186 LEU HD1 H 0.94
169 THR HG2 H 1.16 175 PRO HD2 H 3.84 180 PRO CD c @ 186 LEU HD2 H 0.88
169 THR CA C 61.50 175 PRO HD3 H 3.63 181 PRO HA H @ 186 LEU CA C 55.79
169 THR CB C 69.55 175 PRO CA C 63.11 181 PRO HB2 H @ 186 LEU CB C 42.20
169 THR N N 112.80 175 PRO CB Cc 32.00 181 PRO HB3 H @ 186 LEU CG C 26.83
170 TRP H H 8.06 175 PRO CG C 27.44 181 PRO HG2 H @ 186 LEU CD1 C 25.02
170 TRP HA H 4.70 175 PRO CD C 50.65 181 PRO HG3 H @ 186 LEU CD2 C 23.47
170 TRP HB2 H 3.24 176 THR H H 8.22 181 PRO HD2 H @ 186 LEU N N 122.63
170 TRP HB3 H 3.24 176 THR HA H 4.54 181 PRO HD3 H @ 187 GLY H H 8.40
170 TRP HD1 H @ 176 THR HB H 4.12 181 PRO CA c @ 187 GLY HA2 H 4.04
170 TRP HE1 H 10.09 176 THR HG2 H 1.25 181 PRO CB c @ 187 GLY HA3 H 3.93
170 TRP HE3 H @ 176 THR CA C 59.83 181 PRO CG c @ 187 GLY CA C 45.19
170 TRP HZ2 H @ 176 THR CB C 69.90 181 PRO CD c @ 187 GLY N N 109.14
170 TRP HZ3 H @ 176 THR N N 117.17 182 ARG H H @ 188 GLU H H 8.18
170 TRP HH2 H @ 177 PRO HA H @ 182 ARG HA H @ 188 GLU HA H 4.30
170 TRP CA C 57.33 177 PRO HB2 H @ 182 ARG HB2 H @ 188 GLU HB2 H 2.09
170 TRP CB c 29.70 177 PRO HB3 H @ 182 ARG HB3 H @ 188 GLU HB3 H 1.96
170 TRP N N 123.67 177 PRO HG2 H @ 182 ARG HG2 H @ 188 GLU HG2 H 2.28
170 TRP NE1 N @ 177 PRO HG3 H @ 182 ARG HG3 H @ 188 GLU HG3 H 2.28
171 ASP H H 7.90 177 PRO HD2 H @ 182 ARG HD2 H @ 188 GLU CA C 56.38
171 ASP HA H 4.62 177 PRO HD3 H @ 182 ARG HD3 H @ 188 GLU CB C 30.16
171 ASP HB2 H 1.57 177 PRO CA c @ 182 ARG CA c @ 188 GLU CG C 36.40
171 ASP HB3 H 1.57 177 PRO CB C @ 182 ARG CB c @ 188 GLU N N 120.59
171 ASP CA Cc 52.71 177 PRO CG C @ 182 ARG CG c @ 189 ARG H H 8.00
171 ASP CB C 42.18 177 PRO CD C @ 182 ARG CD C @ 189 ARG HA H 4.33
171 ASP N N 125.23 178 PRO HA H 4.43 182 ARG N N @ 189 ARG HB2 H 1.82
172 PRO HA H 4.20 178 PRO HB2 H 2.26 183 PRO HA H 4.43 189 ARG HB3 H 1.70
172 PRO HB2 H 2.30 178 PRO HB3 H 1.90 183 PRO HB2 H 2.26 189 ARG HG2 H @
172 PRO HB3 H 1.94 178 PRO HG2 H 1.97 183 PRO HB3 H 1.90 189 ARG HG3 H @
172 PRO HG2 H 1.94 178 PRO HG3 H 1.97 183 PRO HG2 H 2.04 189 ARG HD2 H @
172 PRO HG3 H 1.94 178 PRO HD2 H 3.77 183 PRO HG3 H 2.04 189 ARG HD3 H @
172 PRO HD2 H 3.70 178 PRO HD3 H 3.60 183 PRO HD2 H 3.84 189 ARG CA C 54.41
172 PRO HD3 H 3.51 178 PRO CA C 62.82 183 PRO HD3 H 3.60 189 ARG CB C 32.56
172 PRO CA C 63.66 178 PRO CB c 32.01 183 PRO CA C 62.83 189 ARG CG c @
172 PRO CB c 32.07 178 PRO CG Cc 27.42 183 PRO CB c 32.01 189 ARG CD c @
172 PRO CG C 26.94 178 PRO CD C 50.53 183 PRO CG c 27.41 189 ARG N N 123.14
172 PRO CD C 50.63 179 LEU H H 8.21 183 PRO CD C 50.61 190 GLN H H @
173 GLY H H 8.46 179 LEU HA H 4.61 184 ALA H H 8.45 190 GLN HA H 4.32
173 GLY HA2 H 3.96 179 LEU HB2 H 1.67 184 ALA HA H 4.27 190 GLN HB2 H 2.07
173 GLY HA3 H 3.96 179 LEU HB3 H 1.67 184 ALA HB H 1.39 190 GLN HB3 H 2.07
173 GLY CA C 45.38 179 LEU HG H @ 184 ALA CA C 52.85 190 GLN HG2 H 2.14
173 GLY N N 108.16 179 LEU HD1 H @ 184 ALA CB c 19.31 190 GLN HG3 H 2.14
174 MET H H 7.88 179 LEU HD2 H @ 184 ALA N N 124.34 190 GLN HE21 H @
174 MET HA H 4.80 179 LEU CA C 52.90 185 ASN H H 8.39 190 GLN HE22 H @
174 MET HB2 H 2.09 179 LEU CB Cc 42.17 185 ASN HA H 4.59 190 GLN CA C 55.99
174 MET HB3 H 1.98 179 LEU CG C @ 185 ASN HB2 H 2.85 190 GLN CB Cc 29.11
174 MET HG2 H 2.58 179 LEU CD1 C @ 185 ASN HB3 H 2.80 190 GLN CG C 33.36
174 MET HG3 H 2.58 179 LEU Cb2 C @ 185 ASN HD21 H @ 190 GLN N N @
174 MET HE H 2.12 179 LEU N N 123.36 185 ASN HD22 H @ 190 GLN NE2 N @
174 MET CA C 53.41 180 PRO HA H @ 185 ASN CA C 52.86 191 ALA H H 8.04
174 MET CB Cc 32.82 180 PRO HB2 H @ 185 ASN CB C 38.62 191 ALA HA H 4.15
174 MET CG C 30.94 180 PRO HB3 H @ 185 ASN N N 117.17 191 ALA HB H 1.36
174 MET CE c 17.08 180 PRO HG2 H @ 185 ASN ND2 N @ 191 ALA CA C 53.82
174 MET N N 120.90 180 PRO HG3 H @ 186 LEU H H 8.25 191 ALA CB Cc 20.25
175 PRO HA H 4.41 180 PRO HD2 H @ 186 LEU HA H .05 191 ALA N N 131.50
175 PRO HB2 H 2.26 180 PRO HD3 H @ 186 LEU HB2 H 1.67
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LynSH3 (Tip-gebunden)
1 GLY HA2 H 4.00 8 GLU HG3 H 2.28 15 ALA HB H 1.74 22 ILE HA H 4.17
1 GLY HA3 H 4.00 8 GLU CA C 56.50 15 ALA CA Cc 52.89 22 ILE HB H 1.77
1 GLY CA C 43.49 8 GLU CB C 30.26 15 ALA CB c 21.82 22 ILE HG12 H 1.10
2 PRO HA H 4.49 8 GLU CG C 36.44 15 ALA N N 127.14 22 ILE HG13 H 1.18
2 PRO HB2 H 2.34 8 GLU N N 121.14 16 LEU H H 9.48 22 ILE HG2 H 0.75
2 PRO HB3 H 1.96 9 GLN H H 8.26 16 LEU HA H 3.96 22 ILE HD1 H 0.88
2 PRO HG2 H 2.03 9 GLN HA H 4.36 16 LEU HB2 H 1.14 22 ILE CA C 61.66
2 PRO HG3 H 2.03 9 GLN HB2 H 2.17 16 LEU HB3 H 0.69 22 ILE CB C 39.95
2 PRO HD2 H 3.59 9 GLN HB3 H 1.99 16 LEU HG H 1.39 22 ILE CGl1 C 26.59
2 PRO HD3 H 3.59 9 GLN HG2 H 2.38 16 LEU HD1 H 0.64 22 ILE CG2 C 17.26
2 PRO CA C 63.21 9 GLN HG3 H 2.38 16 LEU HD2 H 0.68 22 ILE CD1 C 13.72
2 PRO CB Cc 32.38 9 GLN HE21 H 6.82 16 LEU CA C 55.54 22 ILE N N 119.79
2 PRO CG c 27.09 9 GLN HE22 H 7.50 16 LEU CB C 43.07 23 HIS H H 7.95
2 PRO CD C 49.72 9 GLN CA C 55.96 16 LEU CG C 26.92 23 HIS HA H 4.83
3 LEU H H 8.56 9 GLN CB Cc 29.72 16 LEU CD1 C 21.71 23 HIS HB2 H 3.08
3 LEU HA H 4.36 9 GLN CG C 33.94 16 LEU CD2 C 25.40 23 HIS HB3 H 2.89
3 LEU HB2 H 1.69 9 GLN N N 120.60 16 LEU N N 127.40 23 HIS HD2 H 7.07
3 LEU HB3 H 1.62 9 GLN NE2 N 112.42 17 TYR H H 7.44 23 HIS HE1l H 8.17
3 LEU HG H 1.58 10 GLY H H 8.35 17 TYR HA H 4.84 23 HIS CA C 54.16
3 LEU HD1 H 0.90 10 GLY HA2 H 4.03 17 TYR HD1 H 6.49 23 HIS CB C 30.58
3 LEU HD2 H 0.90 10 GLY HA3 H 3.92 17 TYR HD2 H 6.49 23 HIS CD2 C 120.68
3 LEU CA C 55.46 10 GLY CA C 45.42 17 TYR HE1 H 6.65 23 HIS CE1 C 138.29
3 LEU CB C 42.26 10 GLY N N 108.99 17 TYR HE2 H 6.65 23 HIS N N 122.41
3 LEU CG c 27.14 11 ASP H H 8.46 17 TYR CA C 53.35 24 PRO HA H 4.36
3 LEU CD1 C 25.52 11 ASP HA H 4.62 17 TYR CD1 C 134.22 24 PRO HB2 H 2.38
3 LEU Cb2 C 25.52 11 ASP HB2 H 2.69 17 TYR CD2 C 134.22 24 PRO HB3 H 1.94
3 LEU N N 122.28 11 ASP HB3 H 2.56 17 TYR CE1 C 117.98 24 PRO HG2 H 1.97
4 GLY H H 8.43 11 ASP CA C 54.05 17 TYR CE2 C 117.98 24 PRO HG3 H 1.97
4 GLY HA2 H 3.98 11 ASP CB C 40.88 17 TYR N N 113.83 24 PRO HD2 H 3.74
4 GLY HA3 H 3.98 11 ASP N N 119.99 18 PRO HA H 4.61 24 PRO HD3 H 3.16
4 GLY CA C 45.12 12 ILE H H 8.08 18 PRO HB2 H 2.42 24 PRO CA Cc 65.17
4 GLY N N 109.90 12 ILE HA H 5.03 18 PRO HB3 H 2.09 24 PRO CB Cc 32.06
5 SER H H 8.22 12 ILE HB H 1.96 18 PRO HG2 H 1.97 24 PRO CG c 27.58
5 SER HA H 4.80 12 ILE HG1l2 H 1.37 18 PRO HG3 H 1.84 24 PRO CD C 50.74
5 SER HB2 H 3.90 12 ILE HG13 H 1.52 18 PRO CA C 62.29 25 ASP H H 9.33
5 SER HB3 H 3.90 12 ILE HG2 H 0.91 18 PRO CB C 32.49 25 ASP HA H 4.89
5 SER CA C 56.49 12 ILE HD1 H 0.78 18 PRO CG Cc 24.81 25 ASP HB2 H 3.11
5 SER CB C 63.47 12 ILE CA C 59.02 19 TYR H H 8.05 25 ASP HB3 H 3.00
5 SER N N 117.01 12 ILE CB c 37.70 19 TYR HA H 4.52 25 ASP CA Cc 53.75
6 PRO HA H 4.42 12 ILE CG1 C 27.44 19 TYR HB2 H 2.26 25 ASP CB Cc 39.91
6 PRO HB2 H 2.33 12 ILE CG2 C 18.32 19 TYR HB3 H 0.85 25 ASP N N 115.71
6 PRO HB3 H 1.94 12 ILE Cb1 C 11.11 19 TYR HD1 H 7.10 26 ASP H H 7.93
6 PRO HG2 H 2.06 12 ILE N N 120.68 19 TYR HD2 H 7.10 26 ASP HA H 5.48
6 PRO HG3 H 2.06 13 VAL H H 9.31 19 TYR HE1l H 6.84 26 ASP HB2 H 3.01
6 PRO HD2 H 3.85 13 VAL HA H 5.20 19 TYR HE2 H 6.84 26 ASP HB3 H 3.01
6 PRO HD3 H 3.78 13 VAL HB H 1.91 19 TYR CA C 56.86 26 ASP CA C 55.02
6 PRO CA C 63.97 13 VAL HG1 H 0.64 19 TYR CB C 41.96 26 ASP CB Cc 42.82
6 PRO CB Cc 32.04 13 VAL HG2 H 0.86 19 TYR CD1 C 133.49 26 ASP N N 121.14
6 PRO CG Cc 27.49 13 VAL CA Cc 57.81 19 TYR CD2 C 133.49 27 LEU H H 9.35
6 PRO CD C 50.80 13 VAL CB C 35.50 19 TYR CE1 C 118.35 27 LEU HA H 4.62
7 GLU H H 8.56 13 VAL CG1 C 18.67 19 TYR CE2 C 118.35 27 LEU HB2 H 1.90
7 GLU HA H 4.23 13 VAL CG2 C 21.80 19 TYR N N 118.78 27 LEU HB3 H 0.76
7 GLU HB2 H 2.04 13 VAL N N 119.01 20 ASP H H 7.79 27 LEU HG H 0.75
7 GLU HB3 H 1.95 14 VAL H H 9.05 20 ASP HA H 4.57 27 LEU HD1 H 0.86
7 GLU HG2 H 2.28 14 VAL HA H 4.97 20 ASP HB2 H 2.44 27 LEU HD2 H 0.86
7 GLU HG3 H 2.28 14 VAL HB H 1.75 20 ASP HB3 H 2.27 27 LEU CA C 54.05
7 GLU CA Cc 57.18 14 VAL HG1 H 0.84 20 ASP CA C 52.92 27 LEU CB C 43.96
7 GLU CB Cc 30.01 14 VAL HG2 H 0.86 20 ASP CB C 41.48 27 LEU CG C 26.38
7 GLU CG C 36.44 14 VAL CA C 58.44 20 ASP N N 127.31 27 LEU CD1 C 24.81
7 GLU N N 119.73 14 VAL CB C 35.47 21 GLY H H 7.49 27 LEU CD2 C 24.81
8 GLU H H 8.24 14 VAL CG1 C 19.50 21 GLY HA2 H 3.60 27 LEU N N 127.20
8 GLU HA H 4.30 14 VAL CG2 C 21.80 21 GLY HA3 H 3.47 28 SER H H 7.71
8 GLU HB2 H 2.09 14 VAL N N 118.19 21 GLY CA C 47.04 28 SER HA H 4.74
8 GLU HB3 H 1.97 15 ALA H H 8.31 21 GLY N N 107.98 28 SER HB2 H 4.01
8 GLU HG2 H 2.28 15 ALA HA H 4.42 22 ILE H H 8.01 28 SER HB3 H 3.82
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28 SER CA Cc 57.99 34 LYS HA H 5.36 39 GLU HB2 H 2.41 45 TRP HE1l H 9.91
28 SER CB C 64.63 34 LYS HB2 H 1.83 39 GLU HB3 H 2.16 45 TRP HE3 H 7.14
28 SER N N 117.69 34 LYS HB3 H 1.62 39 GLU HG2 H 2.31 45 TRP HZ2 H 7.53
29 PHE H H 8.58 34 LYS HG2 H 1.68 39 GLU HG3 H 2.10 45 TRP HZ3 H 6.79
29 PHE HA H 5.19 34 LYS HG3 H 1.32 39 GLU CA C 55.26 45 TRP HH2 H 7.18
29 PHE HB2 H 3.23 34 LYS HD2 H 1.68 39 GLU CB C 34.74 45 TRP CA C 52.73
29 PHE HB3 H 2.93 34 LYS HD3 H 1.68 39 GLU CG C 35.92 45 TRP CB Cc 31.98
29 PHE HD1 H 7.07 34 LYS HE2 H 2.92 39 GLU N N 114.39 45 TRP CD1 C 123.38
29 PHE HD2 H 7.07 34 LYS HE3 H 2.92 40 GLU H H 8.85 45 TRP CE3 C 119.59
29 PHE HE1l H 7.62 34 LYS CA C 55.43 40 GLU HA H 4.43 45 TRP CZ2 C 115.32
29 PHE HE2 H 7.62 34 LYS CB C 34.78 40 GLU HB2 H 1.79 45 TRP CZ3 C 121.19
29 PHE HZ H 6.83 34 LYS CG C 26.18 40 GLU HB3 H 1.62 45 TRP CH2 C 124.74
29 PHE CA C 55.78 34 LYS CD Cc 29.55 40 GLU HG2 H 1.38 45 TRP N N 123.63
29 PHE CB C 40.38 34 LYS CE C 42.15 40 GLU HG3 H 0.74 45 TRP NE1 N 128.64
29 PHE CD1 C 134.48 34 LYS N N 124.36 40 GLU CA C 55.81 46 LYS H H 9.49
29 PHE CD2 C 134.48 35 MET H H 9.06 40 GLU CB C 30.94 46 LYS HA H 4.59
29 PHE CE1 C 131.55 35 MET HA H 5.12 40 GLU CG C 34.61 46 LYS HB2 H 1.75
29 PHE CE2 C 131.55 35 MET HB2 H 1.65 40 GLU N N 123.86 46 LYS HB3 H 1.52
29 PHE CZ C 128.43 35 MET HB3 H 1.45 41 HIS H H 8.43 46 LYS HG2 H 1.12
29 PHE N N 115.78 35 MET HG2 H 2.29 41 HIS HA H 4.96 46 LYS HG3 H 0.65
30 LYS H H 9.04 35 MET HG3 H 2.08 41 HIS HB2 H 3.30 46 LYS HD2 H 1.38
30 LYS HA H 4.71 35 MET HE H 0.87 41 HIS HB3 H 3.30 46 LYS HD3 H 1.38
30 LYS HB2 H 2.03 35 MET CA C 54.17 41 HIS HD2 H 6.93 46 LYS HE2 H 2.60
30 LYS HB3 H 1.91 35 MET CB C 39.58 41 HIS HE1l H 7.85 46 LYS HE3 H 2.57
30 LYS HG2 H 1.60 35 MET CG C 32.76 41 HIS CA C 54.46 46 LYS CA C 56.11
30 LYS HG3 H 1.54 35 MET CE c 17.27 41 HIS CB Cc 30.21 46 LYS CB C 34.37
30 LYS HD2 H 1.66 35 MET N N 119.91 41 HIS CD2 C 117.93 46 LYS CG C 25.82
30 LYS HD3 H 1.66 36 LYS H H 9.18 41 HIS CE1 C 137.59 46 LYS CD c 28.91
30 LYS HE2 H 3.03 36 LYS HA H 4.96 41 HIS N N 124.52 46 LYS CE C 41.88
30 LYS HE3 H 3.03 36 LYS HB2 H 1.70 42 GLY H H 8.54 46 LYS N N 124.03
30 LYS CA C 53.90 36 LYS HB3 H 1.57 42 GLY HA2 H 4.35 47 ALA H H 9.54
30 LYS CB C 34.79 36 LYS HG2 H 1.32 42 GLY HA3 H 3.81 47 ALA HA H 5.43
30 LYS CG c 24.77 36 LYS HG3 H 1.18 42 GLY CA C 46.52 47 ALA HB H 1.25
30 LYS CD c 29.01 36 LYS HD2 H 1.57 42 GLY N N 111.57 47 ALA CA C 50.74
30 LYS CE C 42.15 36 LYS HD3 H 1.57 43 GLU H H 9.13 47 ALA CB Cc 25.03
30 LYS N N 120.71 36 LYS HE2 H 2.98 43 GLU HA H 4.23 47 ALA N N 131.79
31 LYS H H 8.47 36 LYS HE3 H 2.88 43 GLU HB2 H 2.05 48 LYS H H 8.85
31 LYS HA H 3.46 36 LYS CA C 54.46 43 GLU HB3 H 1.90 48 LYS HA H 5.30
31 LYS HB2 H 1.78 36 LYS CB C 35.58 43 GLU HG2 H 2.39 48 LYS HB2 H 1.71
31 LYS HB3 H 1.36 36 LYS CG C 24.98 43 GLU HG3 H 2.22 48 LYS HB3 H 1.58
31 LYS HG2 H 1.24 36 LYS CD c 29.77 43 GLU CA C 57.18 48 LYS HG2 H 1.22
31 LYS HG3 H 1.09 36 LYS CE C 41.96 43 GLU CB C 30.76 48 LYS HG3 H 1.10
31 LYS HD2 H 1.64 36 LYS N N 122.29 43 GLU CG c 37.75 48 LYS HD2 H 1.65
31 LYS HD3 H 1.64 37 VAL H H 9.10 43 GLU N N 123.31 48 LYS HD3 H 1.65
31 LYS HE2 H 3.02 37 VAL HA H 3.79 44 TRP H H 8.04 48 LYS HE2 H 2.92
31 LYS HE3 H 3.02 37 VAL HB H 1.94 44 TRP HA H 5.01 48 LYS HE3 H 2.92
31 LYS CA C 59.30 37 VAL HG1 H 0.54 44 TRP HB2 H 3.03 48 LYS CA C 53.62
31 LYS CB Cc 32.52 37 VAL HG2 H 0.88 44 TRP HB3 H 3.03 48 LYS CB Cc 37.62
31 LYS CG C 25.33 37 VAL CA C 64.69 44 TRP HD1 H 7.25 48 LYS CG C 24.38
31 LYS CD C 29.76 37 VAL CB c 31.79 44 TRP HE1l H 9.31 48 LYS CD C 30.20
31 LYS CE C 42.46 37 VAL CG1 C 21.62 44 TRP HE3 H 7.29 48 LYS CE C 42.15
31 LYS N N 119.77 37 VAL CG2 C 23.80 44 TRP HZ2 H 7.46 48 LYS N N 118.34
32 GLY H H 8.85 37 VAL N N 127.05 44 TRP HZ3 H 6.89 49 SER H H 9.00
32 GLY HA2 H 4.34 38 LEU H H 9.36 44 TRP HH2 H 7.45 49 SER HA H 4.63
32 GLY HA3 H 3.49 38 LEU HA H 4.41 44 TRP CA C 56.77 49 SER HB2 H 4.20
32 GLY CA C 45.20 38 LEU HB2 H 1.65 44 TRP CB C 30.82 49 SER HB3 H 4.20
32 GLY N N 115.31 38 LEU HB3 H 1.36 44 TRP CD1 C 125.67 49 SER CA C 58.57
33 GLU H H 7.93 38 LEU HG H 1.67 44 TRP CE3 C 120.93 49 SER CB C 63.04
33 GLU HA H 4.12 38 LEU HD1 H 0.75 44 TRP CZ2 C 113.69 49 SER N N 119.57
33 GLU HB2 H 2.44 38 LEU HD2 H 0.75 44 TRP CZ3 C 122.00 50 LEU H H 9.27
33 GLU HB3 H 2.20 38 LEU CA C 55.85 44 TRP CH2 C 124.65 50 LEU HA H 4.28
33 GLU HG2 H 2.43 38 LEU CB C 43.19 44 TRP N N 120.75 50 LEU HB2 H 1.74
33 GLU HG3 H 2.43 38 LEU CG c 27.08 44 TRP NE1 N 129.97 50 LEU HB3 H 1.64
33 GLU CA C 58.00 38 LEU CD1 C 25.62 45 TRP H H 9.26 50 LEU HG H 1.64
33 GLU CB Cc 31.86 38 LEU CD2 C 22.17 45 TRP HA H 5.75 50 LEU HD1 H 0.88
33 GLU CG C 36.10 38 LEU N N 128.30 45 TRP HB2 H 3.31 50 LEU HD2 H 1.02
33 GLU N N 124.33 39 GLU H H 7.72 45 TRP HB3 H 2.99 50 LEU CA Cc 57.01
34 LYS H H 8.55 39 GLU HA H 4.50 45 TRP HD1 H 7.07 50 LEU CB C 40.50
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50 LEU CG C 28.58 54 LYS CG Cc 25.97 59 PRO HG2 H 1.00 64 ALA HB H 1.36
50 LEU CD1 C 23.02 54 LYS CD Cc 29.15 59 PRO HG3 H 0.06 64 ALA CA C 50.40
50 LEU CD2 C 23.25 54 LYS CE C 42.38 59 PRO HD2 H 3.00 64 ALA CB Cc 22.95
50 LEU N N 130.51 54 LYS N N 120.47 59 PRO HD3 H 2.75 64 ALA N N 120.69
51 LEU H H 8.56 55 GLU H H 8.50 59 PRO CA C 60.51 65 LYS H H 8.78
51 LEU HA H 4.58 55 GLU HA H 5.77 59 PRO CB Cc 29.55 65 LYS HA H 4.42
51 LEU HB2 H 1.88 55 GLU HB2 H 1.86 59 PRO CG Cc 25.80 65 LYS HB2 H 1.91
51 LEU HB3 H 1.88 55 GLU HB3 H 1.82 59 PRO CD C 49.22 65 LYS HB3 H 1.80
51 LEU HG H 1.58 55 GLU HG2 H 2.23 60 SER H H 7.70 65 LYS HG2 H 1.66
51 LEU HD1 H 0.88 55 GLU HG3 H 2.05 60 SER HA H 2.66 65 LYS HG3 H 1.42
51 LEU HD2 H 0.95 55 GLU CA Cc 53.71 60 SER HB2 H 2.06 65 LYS HD2 H 1.73
51 LEU CA Cc 57.00 55 GLU CB Cc 34.21 60 SER HB3 H 1.49 65 LYS HD3 H 1.73
51 LEU CB C 43.48 55 GLU CG Cc 36.22 60 SER CA C 61.24 65 LYS HE2 H 2.92
51 LEU CG c 27.14 55 GLU N N 117.68 60 SER CB Cc 61.31 65 LYS HE3 H 2.84
51 LEU CD1 C 23.49 56 GLY H H 8.79 60 SER N N 119.96 65 LYS CA C 57.43
51 LEU Ch2 C 24.93 56 GLY HA2 H 4.18 61 ASN H H 8.31 65 LYS CB Cc 32.90
51 LEU N N 121.11 56 GLY HA3 H 4.03 61 ASN HA H 4.62 65 LYS CG C 25.93
52 THR H H 8.47 56 GLY CA C 45.43 61 ASN HB2 H 3.00 65 LYS CD Cc 29.39
52 THR HA H 4.38 56 GLY N N 107.17 61 ASN HB3 H 2.75 65 LYS CE Cc 42.19
52 THR HB H 4.51 57 PHE H H 9.09 61 ASN HD21 H 7.30 65 LYS N N 120.98
52 THR HG2 H 1.35 57 PHE HA H 5.67 61 ASN HD22 H 6.84 66 LEU H H 8.33
52 THR CA Cc 61.87 57 PHE HB2 H 3.27 61 ASN CA C 53.68 66 LEU HA H 4.36
52 THR CB c 71.35 57 PHE HB3 H 3.27 61 ASN CB C 35.19 66 LEU HB2 H 1.62
52 THR N N 106.46 57 PHE HD1 H 7.19 61 ASN N N 115.50 66 LEU HB3 H 1.45
53 LYS H H 7.60 57 PHE HD2 H 7.19 61 ASN ND2 N 108.83 66 LEU HG H 1.58
53 LYS HA H 4.21 57 PHE HEl1l H 7.11 62 TYR H H 7.87 66 LEU HD1 H 0.84
53 LYS HB2 H 2.36 57 PHE HE2 H 7.11 62 TYR HA H 4.76 66 LEU HD2 H 0.84
53 LYS HB3 H 2.04 57 PHE HZ H 7.11 62 TYR HB2 H 3.61 66 LEU CA C 55.46
53 LYS HG2 H 1.43 57 PHE CA C 59.42 62 TYR HB3 H 3.35 66 LEU CB C 42.90
53 LYS HG3 H 1.43 57 PHE CB Cc 41.19 62 TYR HD1 H 7.03 66 LEU CG c 27.14
53 LYS HD2 H 1.75 57 PHE CD1 C 131.47 62 TYR HD2 H 7.03 66 LEU CD1 C 24.35
53 LYS HD3 H 1.75 57 PHE CD2 C 131.47 62 TYR HE1l H 6.71 66 LEU N N 124.34
53 LYS HE2 H 3.02 57 PHE CE1 C 129.83 62 TYR HE2 H 6.71 67 ASN H H 8.63
53 LYS HE3 H 3.02 57 PHE CE2 C 129.83 62 TYR CA C 58.40 67 ASN HA H 4.84
53 LYS CA C 58.46 57 PHE CZ C 129.83 62 TYR CB C 38.86 67 ASN HB2 H 2.86
53 LYS CB Cc 29.50 57 PHE N N 119.53 62 TYR CD1 C 131.93 67 ASN HB3 H 2.80
53 LYS CG C 25.62 58 ILE H H 9.81 62 TYR CD2 C 131.93 67 ASN HD21 H 6.92
53 LYS CD Cc 29.98 58 ILE HA H 5.25 62 TYR CE1 C 118.63 67 ASN HD22 H 7.61
53 LYS CE C 42.46 58 ILE HB H 1.63 62 TYR CE2 C 118.63 67 ASN CA C 53.35
53 LYS N N 113.93 58 ILE HGl2 H 1.44 62 TYR N N 120.18 67 ASN CB C 39.04
54 LYS H H 7.70 58 ILE HG13 H 1.12 63 VAL H H 7.20 67 ASN N N 120.35
54 LYS HA H 4.37 58 ILE HG2 H 1.34 63 VAL HA H 5.30 67 ASN ND2 N 113.04
54 LYS HB2 H 1.92 58 ILE HD1 H 0.59 63 VAL HB H 1.76 68 THR H H 7.77
54 LYS HB3 H 1.73 58 ILE CA Cc 57.29 63 VAL HG1 H 0.38 68 THR HA H 4.16
54 LYS HG2 H 1.54 58 ILE CB C 40.85 63 VAL HG2 H 0.64 68 THR HB H 4.26
54 LYS HG3 H 1.54 58 ILE CG1 C 24.90 63 VAL CA C 58.22 68 THR HG2 H 1.17
54 LYS HD2 H 1.80 58 ILE CG2 C 21.72 63 VAL CB C 35.86 68 THR CA C 63.19
54 LYS HD3 H 1.80 58 ILE CD1 C 14.90 63 VAL CG1 C 21.44 68 THR CB c 70.78
54 LYS HE2 H 3.11 58 ILE N N 112.14 63 VAL CG2 C 18.10 68 THR N N 119.17
54 LYS HE3 H 3.11 59 PRO HA H 3.09 63 VAL N N 108.96

54 LYS CA C 56.92 59 PRO HB2 H 0.15 64 ALA H H 8.60

54 LYS CB C 33.63 59 PRO HB3 H 1.50 64 ALA HA H 4.83
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Tip (LynSH3-gebunden)

169 THR HA H 4.32 175 PRO CB C 32.20 180 PRO CD C 50.45 186 LEU HG H 0.67
169 THR HB H 4.15 175 PRO CG c 27.47 181 PRO HA H 4.42 186 LEU HD1 H 0.34
169 THR HG2 H 1.21 175 PRO CD C 50.57 181 PRO HB2 H 2.34 186 LEU HD2 H 0.13
169 THR CA C 62.45 176 THR H H 8.08 181 PRO HB3 H 2.60 186 LEU CA C 56.01
169 THR CB C 69.85 176 THR HA H 3.95 181 PRO HG2 H 2.03 186 LEU CB C 41.48
169 THR CG2 C 21.74 176 THR HB H 3.89 181 PRO HG3 H 2.03 186 LEU CG C 26.15
170 TRP H H 8.32 176 THR HG2 H 1.20 181 PRO HD2 H 3.70 186 LEU CD1 C 24.12
170 TRP HA H 4.66 176 THR CA C 59.40 181 PRO HD3 H 3.86 186 LEU CD2 C 24.12
170 TRP HB2 H 3.26 176 THR CB C 68.21 181 PRO CA C 63.28 186 LEU N N 121.26
170 TRP HB3 H 3.26 176 THR CG2 C 22.42 181 PRO CB Cc 32.13 187 GLY H H 8.53
170 TRP CA C 58.04 176 THR N N 113.93 181 PRO CG C 27.47 187 GLY HA2 H 3.79
170 TRP CB C 30.49 177 PRO HA H 4.39 181 PRO CD C 50.57 187 GLY HA3 H 4.02
170 TRP N N 124.35 177 PRO HB2 H 1.46 182 ARG H H 8.69 187 GLY CA C 45.05
171 ASP H H 7.61 177 PRO HB3 H 1.46 182 ARG HA H 4.33 187 GLY N N 110.89
171 ASP HA H 4.80 177 PRO HG2 H 1.24 182 ARG HB2 H 1.12 188 GLU H H 8.01
171 ASP HB2 H 2.32 177 PRO HG3 H 1.34 182 ARG HB3 H 1.39 188 GLU HA H 4.29
171 ASP HB3 H 2.51 177 PRO HD2 H 1.76 182 ARG HG2 H 0.26 188 GLU HB2 H 1.95
171 ASP CA C 51.88 177 PRO HD3 H 2.09 182 ARG HG3 H 0.60 188 GLU HB3 H 2.05
171 ASP CB C 42.44 177 PRO CA cC 61.91 182 ARG HD2 H 1.76 188 GLU HG2 H 2.22
171 ASP N N 126.64 177 PRO CB C 30.23 182 ARG HD3 H 1.76 188 GLU HG3 H 2.22
172 PRO HA H 4.09 177 PRO CG C 27.24 182 ARG CA C 53.06 188 GLU CA C 56.43
172 PRO HB2 H 1.89 177 PRO CD C 49.56 182 ARG CB C 31.34 188 GLU CB C 30.47
172 PRO HB3 H 2.26 178 PRO HA H 4.44 182 ARG CG Cc 26.73 188 GLU CG C 36.23
172 PRO HG2 H 1.99 178 PRO HB2 H 1.81 182 ARG CD C 42.33 188 GLU N N 120.41
172 PRO HG3 H 1.99 178 PRO HB3 H 2.36 182 ARG N N 125.87 189 ARG H H 8.50
172 PRO HD2 H 3.54 178 PRO HG2 H 2.00 183 PRO HA H 4.39 189 ARG HA H 4.35
172 PRO HD3 H 3.59 178 PRO HG3 H 2.16 183 PRO HB2 H 1.84 189 ARG HB2 H 1.78
172 PRO CA C 63.79 178 PRO HD2 H 3.70 183 PRO HB3 H 2.38 189 ARG HB3 H 1.85
172 PRO CB Cc 31.86 178 PRO HD3 H 3.86 183 PRO HG2 H 2.01 189 ARG HG2 H 1.64
172 PRO CG c 27.20 178 PRO CA C 62.46 183 PRO HG3 H 2.16 189 ARG HG3 H 1.64
172 PRO CD C 50.47 178 PRO CB c 32.23 183 PRO HD2 H 3.18 189 ARG HD2 H 3.19
173 GLY H H 8.51 178 PRO CG Cc 27.83 183 PRO HD3 H 3.97 189 ARG HD3 H 3.19
173 GLY HA2 H 3.88 178 PRO CD C 50.90 183 PRO CA C 62.75 189 ARG CA C 56.17
173 GLY HA3 H 3.95 179 LEU H H 8.65 183 PRO CB c 32.22 189 ARG CB c 30.91
173 GLY CA C 45.26 179 LEU HA H 4.45 183 PRO CG c 27.75 189 ARG CG c 27.11
173 GLY N N 109.46 179 LEU HB2 H 1.57 183 PRO CD C 51.03 189 ARG CD C 43.38
174 MET H H 7.90 179 LEU HB3 H 1.85 184 ALA H H 8.60 189 ARG N N 122.89
174 MET HA H 4.74 179 LEU HG H 1.95 184 ALA HA H 4.02 190 GLN H H 8.56
174 MET HB2 H 1.90 179 LEU HD1 H 1.28 184 ALA HB H 1.36 190 GLN HA H 4.34
174 MET HB3 H 2.14 179 LEU HD2 H 0.68 184 ALA CA C 53.66 190 GLN HB2 H 1.90
174 MET HG2 H 2.55 179 LEU CA C 52.78 184 ALA CB c 18.71 190 GLN HB3 H 2.14
174 MET HG3 H 2.55 179 LEU CB C 41.36 184 ALA N N 124.76 190 GLN HG2 H 2.39
174 MET HE H 2.10 179 LEU CG Cc 27.15 185 ASN H H 8.20 190 GLN HG3 H 2.39
174 MET CA Cc 53.79 179 LEU CD1 C 26.37 185 ASN HA H 4.57 190 GLN HE21 H 7.61
174 MET CB Cc 32.47 179 LEU CD2 C 24.33 185 ASN HB2 H 2.73 190 GLN HE22 H 6.87
174 MET CG C 32.26 179 LEU N N 123.93 185 ASN HB3 H 2.85 190 GLN CA C 55.77
174 MET CE Cc 17.04 180 PRO HA H 4.82 185 ASN HD21 H 7.64 190 GLN CB C 29.67
174 MET N N 121.11 180 PRO HB2 H 1.69 185 ASN HD22 H 6.84 190 GLN CG C 33.89
175 PRO HA H 4.60 180 PRO HB3 H 2.38 185 ASN CA Cc 52.70 190 GLN N N 123.12
175 PRO HB2 H 1.93 180 PRO HG2 H 1.28 185 ASN CB c 37.87 190 GLN NE2 N 112.95
175 PRO HB3 H 2.36 180 PRO HG3 H 1.60 185 ASN N N 113.88 191 ALA H H 8.08
175 PRO HG2 H 2.03 180 PRO HD2 H 2.96 185 ASN ND2 N 112.50 191 ALA HA H 4.12
175 PRO HG3 H 2.03 180 PRO HD3 H 3.99 186 LEU H H 7.42 191 ALA HB H 1.34
175 PRO HD2 H 3.70 180 PRO CA C 61.06 186 LEU HA H 3.91 191 ALA CA C 53.89
175 PRO HD3 H 3.86 180 PRO CB C 30.34 186 LEU HB2 H 1.07 191 ALA CB Cc 20.18
175 PRO CA C 63.18 180 PRO CG C 26.44 186 LEU HB3 H 1.03 191 ALA N N 110.05
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10.4 Relaxations-, Bewegungs- und Austauschparameter

LckSH3
Aminosdure  R1 [s'] R2 [s] {'H} "N-NOE S? Atomare Fluktuationen [A?]  Amindprotonaustauschraten [s™]

1 - - - - 3,66 £ 0,61 -

2 - - - - 2,48 +£0,44 -

3 - - - - 1,82 £0,31 -

4 - - - - 1,67 +0,20 1,26 0,06
5 - - - - 1,31 £0,11 2,57+0,13
6 1,56 +0,04 3,37+0,04 0,12+0,01 0,43+0,03 0,99 + 0,09 2,85+0,14
7 1,80+ 0,02 5,07 +0,02 0,59+0,03 0,80+0,02 0,69 +0,07 1,21 +£0,06
8 1,88+ 0,02 5,79+0,03 0,69+0,03 0,77+0,01 0,60 + 0,08 0,23 +0,01
9 2,15+0,06 6,70+0,16 0,71+0,04 0,90+0,02 0,53 +0,06 -

10 2,21+0,03 6,61+0,07 0,69+0,03 0,88+0,01 0,49 + 0,05 -

11 2,14+0,06 7,57+0,07 0,72+0,04 0,89+ 0,02 0,45 +£0,04 0,42 + 0,02
12 2,23+0,02 7,47 +0,06 0,74+0,04 0,93+0,01 0,54 + 0,04 0,27 +£0,01
13 - - - - 0,57 £0,04 0,63 £0,03
14 2,05+0,06 7,62+0,12 0,70+ 0,03 0,84 +0,03 0,63 + 0,04 4,48 +£0,22
15 2,06+ 0,04 6,39 +0,02 0,75+0,04 0,85+0,01 0,56 +0,02 0,19+0,01
16 2,04+0,01 7,69+0,10 0,71+0,04 0,84+0,01 0,73 +£0,03 0,64 + 0,03
17 - - - - 0,74 £0,02 -

18 1,66 0,04 5,52 +0,06 0,56+0,03 0,66+ 0,01 1,04 £ 0,04 1,74 £ 0,09
19 1,67+0,07 599+0,14 0,63+0,03 0,67+0,03 0,96 + 0,05 1,34 £ 0,07
20 1,86 £ 0,07 6,23 +£0,22 0,71+0,04 0,80+0,02 0,99 £+ 0,05 14,67 £ 0,73
21 1,85+0,06 6,02+0,04 0,64+0,03 0,79+0,01 0,65 +0,03 5,19 +£0,26
22 1,99+0,03 6,18+0,12 0,75+0,04 0,83 +0,01 0,47 £0,02 0,19+£0,01
23 2,12+0,03 6,77 +0,10 0,71+0,04 0,89+0,01 0,40 = 0,01 0,20 £ 0,01
24 2,06+0,02 5,23+0,04 0,73+0,04 0,64+0,02 0,51 +0,02 0,59 +0,03
25 2,10+0,02 6,88 +0,05 0,73+0,04 0,88+0,01 0,49 £ 0,02 0,26 £0,01
26 2,07+0,02 6,33+0,07 0,68 +0,03 0,84+0,01 0,58 +£0,03 0,39 +0,02
27 1,98+0,03 5,78 +0,05 0,66 +0,03 0,86+0,03 0,60 = 0,04 0,62 +0,03
28 2,21+0,04 6,28+0,16 0,74+0,04 0,84+0,05 0,62 £ 0,05 0,38 £0,02
29 208006 641+006 0,76+0,04 0,86=0,01 0,56 = 0,05 0.43 £0,02
30 2,03+0,03 5,59 +0,05 0,70+ 0,04 0,80+ 0,02 0,55+ 0,06 0,34+ 0,02
31 2,16+0,07 5,79 +0,05 0,76 £0,04 0,74 + 0,06 0,50 £ 0,06 0,24 +£0,01
32 2,21+0,13 594+0,14 0,73+£0,04 0,74+0,09 0,52 + 0,06 0,17+0,01
33 2,12+0,01 6,03 +0,06 0,72+0,04 0,84+0,02 0,54+ 0,06 -
34 2,09+0,02 7,94 +0,06 0,73+0,04 0,87+0,01 0,59 + 0,06 -
35 1,97+0,01 8,37+0,13 0,68 +0,03 0,81+0,01 0,62 +0,06 0,18+0,01
36 1,86 +0,06 7,09+0,13 0,69+0,03 0,76 + 0,02 0,81 +£0,07 4,46 +0,22
37 1,59+0,02 6,07 +0,05 0,45+0,02 0,61+0,01 1,06 £ 0,10 0,57 +0,03
38 1,38+ 0,03 6,77 £ 0,02 0,36+0,02 0,52+0,01 1,19+ 0,20 2,72+0,14
39 - - - - 1,18 £0,25 -
40 1,96+0,03 657011 0,72=0,04 0,82 0,01 0,68 = 0,07 0,15+0.,01
41 1,95+0,02 7,32+0,13 0,72+0,04 0,82+0,01 0,49 +0,03 -
42 1,98+0,02 7,27+0,14 0,73+£0,04 0,83 +0,01 0,49 + 0,04 -
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Aminosdure  R1 [s"] R2 [s] {'"H} "N-NOE S? Atomare Fluktuationen [A?]  Amindprotonaustauschraten [s™]

43 2,15+£0,02 13,05+0,10 0,80+0,04 0,90+0,01 0,45 +£0,04 0,27 £ 0,01
44 2,02+0,02 6,29+0,04 0,69+0,03 0,83+0,01 0,48 £ 0,05 0,27 £ 0,01
45 2,08 +0,04 6,46 +0,05 0,75+0,04 0,86+0,01 0,56 +0,03 0,23 +£0,01
46 2,14+0,03 7,21+0,04 0,63+0,03 0,86+0,01 0,75 +0,03 0,34 £ 0,02
47 1,80+ 0,05 5,59 +0,04 0,66 +0,03 0,74+0,01 0,94 £ 0,04 0,61 +0,03
48 1,99+0,05 5,94+0,17 0,71+0,04 0,80+ 0,02 0,85+0,02 2,40+£0,12
49 2,01+0,05 5,72+0,03 0,68 +0,03 0,84 +0,03 0,74 £ 0,03 0,29 + 0,01
50 2,02+005 638011 0,69+003 0,84+ 0,01 0,60 + 0,04 0,26+ 0,01
51 2,04+0,02 5,92+0,03 0,71+0,04 0,87 +0,02 0,52 + 0,04 0,33 £0,02
52 2,11+0,07 8,10+0,15 0,74+0,04 0,88+0,02 0,40 + 0,03 0,35+0,02
53 2,09+0,04 6,52 +0,06 0,71+0,04 0,87+0,01 0,37 £ 0,02 0,29 £0,01
54 2,08+ 0,03 6,96 +0,06 0,72+0,04 0,87+0,01 0,39 +0,01 -

55 - - - - 0,47 £0,02 -

56 2,12+0,03 7,31+0,03 0,73+0,04 0,89+0,01 0,54 +£0,02 0,28 + 0,01
57 2,14+0,06 6,66+0,05 0,74+0,04 0,89+0,01 0,58 +£0,02 0,21 £0,01
58 2,21+0,02 6,99 +0,07 0,72+0,04 0,93+0,01 0,49 + 0,02 0,15+£0,01
59 2,20+0,05 8,52+0,08 0,73+0,04 0,92+0,02 0,51 +0,02 0,32 +0,02
60 2,13+0,04 6,88 +0,09 0,72+0,04 0,91+0,01 0,60 + 0,04 0,24 £0,01
61 1,88+0,02 5,31+0,07 0,59+0,03 0,80+0,02 0,80 + 0,08 -
62 1,83 £0,01 5,79+0,05 0,37+0,02 0,69+ 0,01 1,13+£0,19 0,67 £0,03
63 1,28+0,01 2,13+0,02 -0,08+0,01 0,21+0,01 1,56 +£0,13 0,29 +£0,01

LckSH3_P17G
Aminosdure  R1 [s] R2 [s] {'H} "N-NOE S? Atomare Fluktuationen [A?]  Amindprotonaustauschraten [s™]

1 § y . . 5.11+0,43 -

2 - - - - 3,23 £0,30 -

3 - - - - 2,22 +£0,25 -

4 - - - - 1,80 £ 0,17 2,75+0,14
5 - - - - 1,56 + 0,20 5,59 +0,28
6 2,04+0,18 3,15+0,03 0,20+0,01 0,06 +0,01 1,04 £ 0,08 6,16 +0,31
7 2,17+0,13 5,11+0,04 0,53+0,03 0,38+0,02 0,80 + 0,07 2,71 +£0,14
8 1,93+0,03 5,95+0,06 0,67+0,03 0,79+0,02 0,74 + 0,06 0,50+ 0,03
9 2,12+0,02 9,03 +0,04 0,71+0,04 0,92+0,01 0,65 + 0,06 -

10 2,16+0,02 8,29+0,05 0,72+0,04 0,95+0,01 0,55+ 0,06 -

11 2,17+0,02 7,87+0,10 0,75+0,04 0,97+0,01 0,47 +0,04 0,58 £0,03
12 2,19+0,03 9,82+0,10 0,74+0,04 0,97+0,01 0,56 = 0,04 0,44 £ 0,02
13 2,13+£0,04 10,39+0,08 0,70+0,03 0,92+0,02 0,59 £ 0,04 0,99 + 0,05
14 2,46 +0,25 6,26 +0,06 0,73+0,04 0,42+0,06 0,66 + 0,04 10,91 +£ 0,55
15 2,20+0,05 6,31+0,03 0,70+0,04 0,70+ 0,04 0,58 £ 0,02 0,70 + 0,04
16 2,30+0,12 8,34+0,08 0,71+0,04 0,81+0,13 0,74 + 0,03 2,22+0,11
17 1,98+0,05 7,14+0,19 0,58+0,03 0,85+0,02 0,83 £ 0,06 0,75 +0,04
18 1,92+0,10 4,10+0,04 0,30+0,02 0,37+0,05 1,08 £ 0,06 2,56+0,13
19 2,004024 3,87+0,10 046002 0,25+0,11 1,02 + 0,04 18,11+ 0,91
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Aminosdure  R1 [s'] R2 [s] {'H} "N-NOE S? Atomare Fluktuationen [A?]  Amindprotonaustauschraten [s™]
20 2,31+0,22 6,11+0,37 0,51+0,03 0,63+0,09 1,14+ 0,05 30,05+ 1,50
21 2,33+£0,26 7,22+0,11 0,63+0,03 0,86+ 0,03 0,71 £0,03 9,08 + 0,45
22 2,17+0,07 6,36 +0,13 0,67+0,03 0,73+0,05 0,49 +0,01 0,48 +0,02
23 2,12+0,04 8,12+0,11 0,71+0,04 0,92 +0,02 0,41 +£0,02 0,52 +0,03
24 2,04+0,03 5,68+0,02 0,68 +0,03 0,67+0,02 0,54 +0,03 0,63 +0,03
25 2,15+£0,04 7,59+0,11 0,73+£0,04 0,94+0,01 0,51 +0,02 0,39+£0,02
26 2,06+0,02 6,57 +0,02 0,69+0,03 0,83+0,02 0,59 +0,03 0,58 +0,03
27 2,05+0,03 6,05+0,03 0,68 +0,03 0,74+0,02 0,63 £ 0,05 1,48 £ 0,07
28 2,22+0,03 7,24+0,02 0,75+0,04 0,87+0,02 0,66 + 0,06 0,60 = 0,03
29 2,13+0,03 6,70+0,10 0,76+0,04 0,81+0,03 0,63 +0,06 0,69 +0,03
30 2,05+0,02 595+0,04 0,69+£0,03 0,72+0,02 0,65 +0,08 0,64 +0,03
31 2,09+0,02 6,28+0,03 0,73+0,04 0,76 + 0,02 0,61 £0,07 0,42 £0,02
32 2,10+0,04 6,50+0,08 0,74+0,04 0,80+ 0,03 0,60 = 0,06 0,33+£0,02
33 2,07+0,03 7,14+0,18 0,72+0,04 0,91+0,01 0,62 + 0,04 -

34 2,07+0,03 9,63+0,29 0,73+0,04 0,90+0,01 0,68 + 0,04 -

35 1,96 +0,03 9,99 +0,16 0,69+0,03 0,85+0,01 0,72 £ 0,07 0,53 +0,03
36 2,36+0,25 8,11+0,24 0,67+0,03 0,95+0,03 0,89 £ 0,08 9,36 + 0,47
37 1,88+ 0,08 7,06 +0,03 0,46+0,02 0,77+ 0,03 1,13+0,11 1,42 £0,07
38 1,86£0,18 7,62+0,11  035+0,02 0,73%0,10 1,17 40,08 6,20+ 0,31
39 2,35+0,23 7,39+£0,07 0,66 +0,03 0,88 +0,02 1,13+£0,13 -

40 2,13+0,05 6,79+0,05 0,71+0,04 0,84+0,03 0,75+ 0,06 0,35+0,02
41 2,02+0,03 9,92+0,12 0,70+0,04 0,87+ 0,01 0,54 + 0,02 -

42 2,03+0,03 7,79+0,11 0,72+0,04 0,90+0,01 0,52 +0,03 -

43 2,08+0,03 14,96+0,36 0,74+0,04 0,92+0,01 0,49 £ 0,02 0,64 +0,03
44 2,05+0,02 6,49+0,03 0,72+0,04 0,83+0,02 0,54 + 0,04 0,57 +0,03
45 2,23+0,05 6,64 +0,09 0,74+0,04 0,74+0,04 0,62 + 0,04 0,63 +0,03
46 2,24+0,05 7,74+0,11 0,69+0,03 0,94+0,02 0,91 +0,06 0,82 + 0,04
47 2,16+0,09 5,74 +0,08 0,64+0,03 0,62+0,05 1,09+0,10 1,40 £ 0,07
48 2,54+0,23 6,14+0,05 0,69+0,03 0,46+0,07 0,98 + 0,09 5,40 £0,27
49 2,32+0,08 591+0,04 0,69+0,03 0,54+0,06 0,84 + 0,06 0,80 + 0,04
50 2,24+0,06 6,05+0,06 0,67+0,03 0,63+0,04 0,65 + 0,04 0,82 + 0,04
51 2,04+0,03 6,41+0,02 0,73+0,04 0,82+0,02 0,56 +0,02 0,58 +£0,03
52 2,04+0,03 7,94+0,25 0,74+0,04 0,94 +0,01 0,44 £0,01 0,57 £0,03
53 2,06+0,02 6,58 +0,03 0,74+0,04 0,84 +0,02 0,40 + 0,02 0,43 +0,02
54 2,08+0,03 9,43+0,08 0,74+0,04 0,92+0,01 0,41 +0,01 -

55 - - - - 0,49 £ 0,01 -

56 2,16+0,03 8,18+0,05 0,74+0,04 0,96+0,01 0,58 0,04 0,99 + 0,05
57 2,24+0,06 8,06+0,16 0,75+0,04 0,99 +0,01 0,64 + 0,07 0,80 = 0,04
58 2,20+0,03 7,04+0,01 0,73+0,04 0,84+0,02 0,53 +0,03 0,42 +0,02
59 2,21+0,03 15,04+0,39 0,72+0,04 0,96+ 0,04 0,55 +£0,03 0,94 £ 0,05
60 2,13+0,03 9,67+0,12 0,72+0,04 0,94+0,01 0,66 + 0,06 0,41 +£0,02
61 2,14+0,10 5,14+0,02 0,63+0,03 0,50+0,06 0,94 +0,14 -

62 1,98+ 0,06 5,87+0,07 0,40+0,02 0,63 +0,02 1,42 +0,32 2,04+0,10
63 1,36+0,02 2,10+£0,02 -0,06+0,01 0,13+0,01 2,34+0,49 0,74 £ 0,04



204

10 Anhang

LynSH3/LynSH3-Tip

LynSH3 LynSH3-Tip
Aminosiure  R1 [s] R2[s']  {'H}"N-NOE s? R1 [s] R2[s']  {'H}N-NOE s
10 2,07+0,12 4,66+020 032+0,02 0,35+0,05 1,70+0,03 7,06£021 0,38+0,02 0,61 +0,02
11 - - - - 1,63£0,02 822+0,10 0,59+0,03 0,79 +0,01
12 1,7440,03 7,1740,09 0,66+0,03 0,76+0,01 1,41+0,01 10,07+0,05 0,64+0,03 0,77 +0,01
13 2,00+0,02 8,19+0,05 0,81+£0,04 0,90+0,01 1,50+0,02 11,35+0,06 0,76+0,04 0,85+0,01
14 2,01£0,02 8,05+0,03 0,79+0,04 091+0,01 1,58+0,03 11,02+0,12 0,77+0,04 0,90+0.01
15 1,9940,02 8844012 081+0,04 090+0,01 1,54+0,02 10,47+0,04 0,75+0,04 0,88+0,01
16 1974003 925+0,10 0,77+0,04 0,89+0,01 1,37+0,02 12,09£029 0,75+0,04 0,78 +0,01
17 1,93+0,03 7,78+0,05 0,74+0,04 0,87+0,01 1,38+0,04 13,46+0,72 0,77+0,04 0,77 +0,02
18 - - - - - - - -
19 1,930,001 8094005 078+0,04 0,870,010 1,43+0,02 11,36+0,16 0,77+0,04 0,81 +0,01
20 223+0,13 849+0,14 0,79+0,04 0,87+0,01 147+0,02 10274021 0,77+0,04 0,83 +0,01
21 195+0,04 836016 0,71+0,04 087002 1,54£0,01 10,62+027 0,72+0,04 0,85=0,01
22 1,7140,03 6,1040,05 0,55+0,03 0,72+0,01 1,38+0,03 10,09+0,19 0,53+0,03 0,74 +0,01
23 1,79+0,03 8,54+007 0,55+0,03 0,79+0,02 145+0,01 11,53+0,14 0,67+0,03 0,80+ 0,01
24 - - - - - - - -
25 1,94+0,05 938+007 0,76+0,04 0,88+0,02 1,41+0,04 12,88+0,27 0,73+0,04 0,80 +0,02
26 1,97+0,05 848+0,08 0,78+0,04 0,89+0,02 1,49+0,01 12,31+0,09 0,76+0,04 0,85=0,01
27 1,9940,05 8924011 0,78+0,04 0,90+0,02 1,53+0,01 10,06£0,09 0,76+0,04 0,87 +0,01
28 1,8440,02 7,0240,05 0,72+0,04 0,82+0,01 1,37+0,01 9,99+0,05 0,70+0,04 0,76 +0,01
29 1,96+0,02 8,53+0,05 0,80+0,04 0,89+0,01 1,47+0,01 11,57+0,16 0,81+0,04 0,84 +0,00
30 1,9240,04 8434007 081+0,04 0,87+0,02 1,42+0,02 11,62+0,10 0,77+0,04 0,81 +0,01
31 - - - - - - - -
32 2,03+0,04 820+0,04 0,80+0,04 0,92+0,02 1,54+0,01 11,08+0,17 0,78+0,04 0,88+0,01
33 1,98+0,02 8,80+0,06 0,83+0,04 090+0,01 1,54+0,01 11,74+0,05 0,79+0,04 0,88+ 0,00
34 1,96£0,03 734004 078+0,04 088001 1,50+0,01 10,12+£0,09 0,78+0,04 0,85=0,01
35 1,98+0,02 7,79+0,10 0,79+0,04 0,90=0,01 1,46+0,01 10,84+0,06 0,76+0,04 0,83 +0,01
36 1,9140,04 7,65+005 0,77+0,04 0,87+0,02 147+0,01 10,52+0,04 0,76+0,04 0,84+ 0,01
37 1,90+0,02 9,85+020 0,77+0,04 0,86+0,01 1,45+0,01 11,16£0,08 0,77+0,04 0,83 +0,01
38 1,88+ 0,06 1028+0,11 0,77+0,04 0,85+0,02 1,42+0,02 1228+0,20 0,75+0,04 0,81 +0,01
39 1,8240,02 8,18+0,13 0,76+0,04 0,82+0,01 1,38+0,02 11,37+0,33 0,75+0,04 0,79+ 0,01
40 1,9940,10 7,10£0,07 0,72+0,04 0,85+0,01 1,44+0,04 10,34+0,09 0,70+0,04 0,80 + 0,02
41 1,9140,03 6,16+0,04 0,70+0,03 0,77+0,02 1,44+0,02 927+0,04 062+0,03 0,80+0,01
42 1,9240,15 5134005 0,60+0,03 0,57+0,07 1,39+0,04 7,23+0,12 0,52+0,03 0,82+0,03
43 2,09+0,17 7,17+0,08 0,72+0,04 0,79+0,03 142+0,04 11,14+0,15 0,66+0,03 0,79 +0,02
44 1,9840,04 7,5240,07 0,76+0,04 0,90+0,01 1,40+0,01 11,40+0,09 0,71+0,04 0,80 +0,01
45 1924004 7514004 0,80+0,04 0,90+0,01 1,36+0,03 11,10£0,10 0,76+0,04 0,77 + 0,02
46 1,87+0,04 7,54+0,08 0,77+0,04 0,84+0,02 1,45+0,03 10,01£021 0,79+0,04 0,83 +0,02
47 1,8040,03 10,33+0,20 0,81+0,04 0,82+0,02 1,49+0,02 15,18+0,74 0,78+0,04 0,85+0,01
48 1,8940,01 8164003 079+0,04 0,86+0,01 1,44+0,01 10,84+0,08 0,77+0,04 0,82 +0,01
49 1,9740,05 845+0,08 0,79+0,04 0,89+0,03 1,46+0,01 11,61+0,06 0,77+0,04 0,83 +0,01
50 2,08+0,03 11,8045 0,80+0,04 0,94+0,01 1,53+0,03 13,88+0,44 0,77+0,04 0,87 +0,02
51 2,02+0,02 7,80+0,08 0,77+0,04 0,90+0,01 1,50+0,01 10,56+0,07 0,72+0,04 0,85+0,01
52 2,10£0,09 930+0,13 0,79+£0,04 095+0,04 1,50+£0,02 12,19+042 0,74+0,04 0,86+0,01
53 2,11+0,03 8,13+0,07 0,77+0,04 097+0,01 1,53+0,01 1126+0,12 0,77+0,04 0,87 +0,01
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LynSH3 LynSH3-Tip

Aminosaure  RI[s']  R2[s'] {'H}"N-NOE & RI[s']  R2[s'] {H}"N-NOE &
54 2,004£0,03 7,73+0,08 0,74+0,04 092+001 1,40£001 1230+0,06 074004 0,79+0,01
55 1,82£0,01 7,63+0,06 0,76+0,04 082+0,01 140+0,01 1032+0,06 0,74+0,04 0,80=0,01
56 1,85£0,02 10,94+025 0,78+0,04 084001 149+0,02 13,860,554 0,77+0,04 0,85+0,01
57 1,88£0,04 861+0,09 081004 0854002 145+0,01 11,23£0,07 0,76+0,04 0,82%0,01
58 1,92£0,02 787£0,10  0,79+0,04 087001 145+0,02 10,61£0,07 0,75+0,04 0,820,010
59 - - - - - - - -
60 2,13+£0,03 839+0,15 0,78+0,04 092+0,02 1,44+0,02 12,84=0,19 075+0,04 0,82=0,0]
61 2,04+0,03 857+0,09 081004 078+0,04 1,53+001 12,59+0,18 0,78+0,04 0,87+0,01
62 2,024£0,03 803+0,05 0,80+0,04 092+0,01 142+0,02 12,88+0,12 0,78+0,04 0,81+0,01
63 2,06+0,03 9,06+029 0,79+0,04 093£001 1,51£001 1467040 0,79+0,04 0,86 0,00
64 1,99£0,04 791+0,05 081004 090+0,02 1,50+0,02 10,86=0,12 0,74+0,04 0,85%0,01
65 1,95£0,06 693+0,03 0,72+£0,04 083+0,01 141+0,01 938+003 0,69+0,04 0,79%0,01
66 083+0,01 634+0,03 057+0,03 081+001 142+£001 943+£0,07 058+0,03 0,76+0,01
67 2,06£0,17 4,01+0,04 028£001 020+001 1,56+0,04 564005 033£0,02 051:£0,02
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10.5 XPLOR-Protokolle und experimentelle Randbedingungen

sa_LynSH3.inp

remarks sa 1l.inp
remarks Author: Michael Nilges
evaluate ($ini_count = 0)

evaluate ($end count = 120)

evaluate ($iniseed = 100046)

evaluate ($iniseed2 = 554321) !changed HS
evaluate ($iniseed3 = 204875) Ichanged HS
evaluate ($iniseed4 = 395164) !changed HS
evaluate ($init t = 2000 ) {* initial simulated annealing temperature *}
evaluate ($high steps = 20000)

evaluate ($cooll_steps = 30000)

evaluate ($Scool2 steps = 15000)

evaluate ($fileroot = "../sa_lynSH3 ")

evaluate (Stemplate = "../PSF/lynSH3 start.pdb")

structure @@../PSF/lynSH3 start.psf end
parameter @@../PARAMETER/parallhdg min.pn end

noe
reset
nrestraints = 5000 ! allocate space for NOEs
ceiling 100
class dist @../lynSH3.noe
@../lynSH3.hbonds
set echo on message on end
averaging * sum
potential * soft
scale * 1.0
sgconstant * 1.0
sgexponent * 2
soexponent * 1
rswitch * 1.0
sqoffset * 0.0
asymptote * 2.0
end

restraints dihedral
nassign=1000
@@. ./lynSH3.phi
end
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

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

evaluate (Skcdih = 5)
restraints dihedral
scale=$kcdih

end
evaluate ($count = $ini_ count)
while ($count < $end count ) loop main

evaluate ($Scount=$count+1)

evaluate (Snreassign = 0)

coor @@Stemplate

evaluate ($Sseed =Scount*$Siniseed)
if (Scount > 60) then

evaluate ($seed =(Scount-60)*$iniseed2)
end if
if ($Scount > 120) then
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evaluate ($seed =(Scount-120)*Siniseed3)
end if
if ($Scount > 180) then

evaluate ($seed =($count-180) *Siniseed4)
end if

set seed $seed end

@sa_1 randomchain.xplor

evaluate (Scpul = Scpu)

evaluate ($finall t = 1000) { x}

evaluate ($final2 t = 100) { K}

evaluate ($tempstep = 50) { x}

evaluate ($ncycle = ($init t-$finall t)/Stempstep)

evaluate ($nstep = int($cooll steps/Sncycle))
@e@sa_1 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_l 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

flags include bond angl impr vdw noe cdih end
@sa_cyto hightemp.xplor
flags include bond angl impr vdw noe cdih end

{* 3 ============================================ C00ling 1 *}
@sa_cyto _cooll.xplor
{* 4 ============================================ Cooling 2 *}

{* B ================================-------o---------== final minimization *}

evaluate ($swap = 1.001)

flags exclude * include noe end

@swapl5v.xplor

flags include bond angl impr vdw noe cdih end
minimize powell nstep=400 drop=10.0 nprint=25 end
flags include bond angl impr vdw noe cdih end

{* 6 ===================================== write out the final structure(s) *}

evaluate ($filename=$fileroot+ encode ($Scount)+ ".pdb")
evaluate ($fname=$fileroot+ encode (Scount)+".prt")
print threshold=0.3 noe

evaluate ($Srms_noe=S$result)

evaluate ($violations noe=$violations)

print threshold=5. cdih

evaluate (Srms_cdih=$Sresult)

evaluate ($violations_cdih=$violations)

print thres=0.05 bonds

evaluate (Srms_bonds=$result)

print thres=0.5 angles

evaluate ($rms_angles=S$Sresult)

print thres=5. impropers

evaluate (Srms_impropers=S$result)

remarks initial random number seed: S$seed

remarks ===============================================================
remarks overall,bonds, angles, improper, vdw, noe, cdih

remarks energies: S$ener, $bond, $angl, S$impr, $vdw, S$noe, S$cdih

remarks ===============================================================
remarks bonds, angles, impropers, noe, cdih

remarks rms-dev.: $rms_bonds, $rms_angles, $rms_impropers, Srms_noe, $rms_cdih

high temperature dynamics *}
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remarks ===============================s=s=s=zssossoosoosoososoososossozs===s
remarks noe, cdih

remarks violations.: $violations noe, $violations_cdih

remarks ================================================c=s=s==========
write coordinates sele= (not (resid 500)) output =S$filename end

set print = $fname end

noe print thresh = 0.1 end
close $fname end

end loop main

stop

rde_LynSH3.inp

remarks sa_l.inp
remarks Author: Michael Nilges
evaluate ($ini_count = 0)

evaluate ($end count = 60)

evaluate ($ini zeit = 0)

evaluate ($end zeit = 5)

evaluate (Siniseed = 100046)

evaluate ($iniseed2 = 554321) Ichanged HS
evaluate ($iniseed3 = 204875) Ichanged HS
evaluate ($iniseed4 = 395164) !changed HS
evaluate ($init t = 1000 ) {* initial simulated annealing temperature *}
evaluate ($high steps = 5000)

evaluate ($cool steps = 150000)

evaluate ($fileroot = "../rdc LynSH3 ")

structure @e@../PSF/lynSH3 start.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 @../lynSH3.noe

@../lynSH3.hbonds
set echo on message on end
ceiling=1000
averaging * sum
potential * square
scale * 50.
sqoffset * 0.0

sgconstant * 1.0
sgexponent * 2
rswitch * 0.5

end

restraints dihedral
nassign=1000
@@../lynSH3.phi

end
evaluate (Sksani = 0.01)
evaluate ($ksani CH = 1.0*$ksani)
sani
nres=400
class JNH

force $ksani
potential harmonic
coeff 0.0 -13.93 0.37
@../1lynSH3.Dnh
class JCH
force $ksani CH
potential harmonic
coeff 0.0 -13.93 0.37
@../lynSH3.Dcaha

end

sani class JNH force 0 end
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sani class JCH 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
flags exclude * include bonds angle impr vdw noe cdih coup sani 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
evaluate ($count = $ini_count)
while ($count < $end count ) loop main
evaluate ($Scount=Scount+1)
evaluate ($nreassign = 0)
evaluate (Se_prev = 10000)
(
(

evaluate (Se_act = 10000)

evaluate ($template = "../SA LynSH3/rnk lynSH3 "+ encode ($count)+ ".pdb")
evaluate ($Szeit = $ini zeit)

while ($zeit < $end_zeit ) loop intra

evaluate ($Szeit=S$Szeit+1)

evaluate ($nreassign = 0)

coor @@Stemplate
coor @../PSF/axis.pdb
evaluate ($seed =($count+S$zeit) *$Siniseed)
if (Scount > 60) then
evaluate ($seed =($Scount-60)*Siniseed2)
end if
if ($Scount > 120) then
evaluate ($seed =(Scount-120)*Siniseed3)
end if
if ($Scount > 180) then
evaluate ($seed =(Scount-180)*Siniseed4)
end if
set seed $seed end
{*Friction coefficient for MD heatbath, in 1/ps. *}
vector do (fbeta=10) (all)
{*Uniform heavy masses to speed molecular dynamics.*}
(mass=100) (not (resid 500 or resid 600))
vector do ( = 30.0) (resid 500 or resid 600)
vector do (refx=x) (all)
(refy=y) (all)
vector do (refz=z) (all)
evaluate ($swap = 1.001)
flags exclude * include noe end
@swapl5v.xplor
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani end
restraints dihedral scale=5. end
noe asymptote * 1.0 end
constraints interaction
(all) (all) weights * 1 end end
! minimize powell nstep=500 drop=10. nprint=25 end
High-temperature dynamics.*}
minimize powell nstep=500 drop=10. nprint=25 end
constraints interaction (all) (all)
weights * 1 end end

vector do
mass

vector do
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eval ($init_kcdih=50)
eval ($Send kcdih=55)
eval ($cdihstep=1)

(
(
(
eval (skcdih=49)
(
(
(

eval ($ncycle=($end kcdih-$kcdih) /$cdihstep)
eval (Snstep= int (Shigh steps/$ncycle))
eval ($i cdih=0)

while ($i_cdih < $ncycle) loop cdihl
eval ($i_cdih = $i_cdih+1)
eval ($kcdih = S$kcdih+Scdihstep)
restraints dihedral scale=$kcdih end
dynamics verlet
nstep=$nstep timestep=0.0005 iasvel=current firstt=$init 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 ($final t = 300) { x}
evaluate ($tempstep = 25) { x}
evaluate (Sncycle = ($init_t-$final t)/Stempstep)
evaluate ($nstep = int ($cool steps/$ncycle))
evaluate ($ini rad = 0.9) evaluate ($fin rad = 0.75)
evaluate ($ini_con= 0.003) evaluate ($fin con= 4.0)
linserted HS
evaluate ($ini _sani = 0.01) evaluate ($fin sani = 1.0)
evaluate ($sani_fac = ($fin_sani/$ini_sani)A(1/$ncycle))
evaluate ($ksani = $ini_sani)

evaluate ($ksani CH = 1.0*$ksani)
sani class JNH force sksani end
sani class JCH force $ksani CH end

evaluate ($bath = $init_t)

evaluate ($k_vdw = $ini_con)

evaluate ($k_vdwfact = ($fin con/$ini con)* (1/$ncycle))
evaluate (Sradius= $ini_rad)

evaluate ($radfact = ($fin rad/$ini rad)* (1/$ncycle))
evaluate ($i _cool = 0)

while ($i_cool < $ncycle) loop cool
evaluate ($i_cool=$i_cool+1)
evaluate (Sbath = sSbath - Stempstep)
evaluate ($k_vdw=min($fin con, $k_vdw*$k_vdwfact))
(

evaluate ($radius=max($fin rad, $Sradius*$radfact))
linserted HS
evaluate ($ksani = $ksani*$sani fac)

evaluate ($ksani CH = 1.0*$ksani)
sani class JNH force Sksani end
sani class JCH force $ksani_CH end
parameter nbonds repel=$radius end end
constraints interaction (not name SG) (all)
weights * 1. vdw $k_vdw end end
dynamics verlet
nstep=S$nstep time=0.0005 iasvel=current firstt=S$bath
tcoup=true tbath=$bath nprint=$nstep iprfrg=0

end

evaluate (Scritical=Stemp/S$Sbath)

if ($critical > 10. ) then
display ****&&&& rerun job with smaller timestep (i.e., 0.003)
stop

end 1if

end loop cool
{* ===============cc====ccc-==c-----oooooooooo---=== Final minimization.*}
constraints interaction (all) (all) weights * 1. vdw 1. end end
parameter
nbonds
repel=0.75 !changed HS, original value 0.80
rexp=2 irexp=2 rcon=1.
nbxmod=3
wmin=0.01
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cutnb=6.0 ctonnb=2.99 ctofnb=3.
tolerance=1.5
end

end

minimize powell nstep=1200 drop=10.0 nprint=25 end

flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani harm end
sani class JNH force 0 end
sani class JCH force 0 end

{* 6 ===================================== Write out the final structure(s) *}

evaluate ($Sfilename=$fileroot+ encode ($Scount)+ ".pdb")

evaluate (Soutname=$fileroot+ encode (Scount)+ ".axis")
evaluate ($fname=$fileroot+ encode($count)+".prt")
evaluate ($sname=$fileroot+ encode (Scount)+".sani")
evaluate ($Sdname=$fileroot+ encode (Scount)+".dih")
evaluate ($Sangname=$fileroot+ encode ($count)+".ang")
print threshold=0.3 noe
evaluate (Srms_noe=S$result)
evaluate ($violations_noe=$violations)
print threshold=5. cdih
evaluate (Srms_cdih=$result)
evaluate ($violations_cdih=$violations)
print thres=0.05 bonds
evaluate (Srms_bonds=$result)
print thres=0.5 angles
evaluate (Srms_angles=S$result)
print thres=5. impropers
evaluate ($rms_impropers=S$Sresult)
remarks initial random number seed: S$seed

remarks ===============================================================
remarks overall,bonds, angles, improper, vdw, noe, cdih

remarks energies: Sener, $bond, S$Sangl, S$impr, $vdw, S$noe, $cdih, S$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 = $e_ act)
write coordinates sele= (resid 500) output =Soutname end
write coordinates sele= (not (resid 500)) output =$filename end
set print = $fname end
noe print thresh = 0.1 end
close $fname end
set print = S$sname end
sani print thresh = 0.0 end
close $sname end
end
set print = $dname end
print thresh = 0.001 cdih end
close $dname end
set print = Sangname end
print thresh = 0.8 angles end
close Sangname end
end if
end loop intra
end loop main
stop
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lynSH3.noe
55 HA 48 HA 2.70 62 HA 63 HN 3.50 28 HN 27 HB1 5.00 41 HN 40 HG2 5.00
55 HA 56 HN 2.70 61 HA 62 HN 3.50 14 HN 13 HB 3.50 41 HN 40 HG1 5.00
55 HA 49 HN 3.50 16 HA 17 HN 3.50 14 HN 63 HA 5.00 46 HN 45 HB2 5.00
57 HA 46 HA 2.70 67 HA 68 HN 3.50 14 HN 13 HN 5.00 46 HN 45 HA 2.70
57 HA 58 HN 2.70 57 HN 27 HN 3.50 55 HN 54 HG* 5.00 46 HN 45 HB1 3.50
57 HA 47 HN 3.50 59 HG1 29 HZ 5.00 48 HN 35 HB1 5.00 46 HN 39 HB2 5.00
56 HN 47 HN 3.50 59 HG2 29 HZ 5.00 48 HN 36 HB1 5.00 46 HN 39 HB1 5.00
54 HN 53 HA 3.50 62 HB1 59 HGl1 5.00 13 HN 12 HN 5.00 46 HN 40 HA 5.00
54 HN 54 HA 3.50 62 HB2 29 HZ 3.50 13 HN 12 HB 5.00 33 HN 34 HN 5.00
52 HN 51 HA 3.50 62 HB1 29 HZ 3.50 13 HN 35 HB2 5.00 33 HN 32 HA1 3.50
52 HA 53 HN 5.00 50 HN 49 HB* 5.00 68 HN 67 HB1 5.00 33 HN 32 HA2 3.50
54 HA 55 HN 3.50 50 HN 35 HG2 5.00 68 HN 67 HB2 5.00 66 HN 65 HB2 5.00
49 HN 48 HA 2.70 50 HN 35 HG1 5.00 68 HN 67 HN 5.00 66 HN 65 HB1 5.00
47 HN 46 HA 2.70 50 HN 51 HN 3.50 19 HN 18 HB2 5.00 34 HN 33 HB2 5.00
58 HN 45 HN 3.50 52 HN 51 HB* 3.50 19 HN 18 HB1 5.00 34 HN 33 HB1 5.00
58 HN 46 HA 3.50 52 HN 49 HB* 3.50 49 HN 48 HG1 5.00 43 HN 42 HA2 3.50
59 HN 45 HN 5.00 52 HN 53 HN 3.50 49 HN 48 HG2 5.00 43 HN 42 HAl 3.50
45 HN 44 HA 3.50 52 HN 50 HN 5.00 57 HN 26 HN 5.00 37 HN 36 HG1 5.00
59 HA 44 HA 3.50 47 HN 46 HG1 5.00 57 HN 26 HA 2.70 37 HN 36 HG2 5.00
60 HN 44 HA 3.50 47 HN 46 HB2 5.00 57 HN 56 HA1 2.70 37 HN 36 HB2 5.00
59 HA 60 HN 2.70 56 HN 55 HG2 5.00 57 HN 56 HA2 2.70 37 HN 36 HB1 5.00
47 HA 37 HA 2.70 56 HN 55 HB* 5.00 62 HN 61 HB1 5.00 37 HN 11 HB2 5.00
47 HA 38 HN 3.50 56 HN 55 HG1 5.00 35 HN 34 HB1 5.00 37 HN 11 HB1 5.00
47 HA 48 HN 2.70 56 HN 46 HD* 5.00 35 HN 34 HG2 5.00 15 HN 16 HN 5.00
48 HN 36 HN 3.50 56 HN 46 HE1 5.00 35 HN 34 HN 5.00 27 HN 56 HA1 5.00
36 HN 35 HA 2.70 21 HN 20 HA 3.50 44 HN 45 HN 5.00 27 HN 56 HA2 5.00
36 HN 49 HA 5.00 21 HN 20 HB1 5.00 44 HN 43 HN 3.50 27 HN 57 HB1 5.00
50 HN 49 HA 2.70 21 HN 20 HB2 5.00 44 HN 43 HG1 5.00 27 HN 26 HB* 3.50
49 HA 35 HA 3.50 63 HN 62 HB2 5.00 44 HN 43 HB2 5.00 27 HN 26 HA 2.70
50 HN 35 HA 3.50 63 HN 62 HB1 5.00 44 HN 42 HA2 5.00 20 HN 19 HB2 5.00
37 HA 38 HN 2.70 63 HN 61 HA 5.00 44 HN 41 HB* 5.00 20 HN 19 HB1 5.00
39 HA 40 HN 2.70 63 HN 62 HN 3.50 44 HN 42 HA1 5.00 38 HN 37 HB 5.00
40 HA 41 HN 2.70 63 HN 64 HN 5.00 11 HN 12 HN 5.00 15 HN 33 HB2 5.00
41 HA 42 HN 5.00 10 HN 9 HA 3.50 11 HN 10 HA1 3.50 15 HN 33 HB1 5.00
43 HA 44 HN 3.50 42 HN 43 HN 5.00 11 HN 10 HA2 3.50 31 HN 18 HD2 5.00
42 HA 43 HN 3.50 58 HN 57 HB2 5.00 67 HN 66 HN 5.00 31 HN 18 HB1 5.00
38 HA 39 HN 5.00 58 HN 57 HB1 5.00 22 HN 23 HN 2.70 17 HN 31 HA 5.00
36 HA 37 HN 2.70 53 HN 51 HB* 5.00 22 HN 21 HA* 2.70 30 HN 33 HB1 3.50
34 HA 35 HN 2.70 53 HN 52 HB 5.00 54 HN 49 HB* 5.00 30 HN 33 HB2 3.50
33 HA 34 HN 2.70 17 HN 16 HB2 5.00 30 HN 29 HB1 5.00 19 HN 29 HN 3.50
32 HA 33 HN 3.50 17 HN 16 HN 3.50 30 HN 29 HA 2.70 19 HN 29 HD* 5.00
33 HN 15 HN 5.00 17 HN 16 HB1 5.00 12 HN 11 HB1 5.00 19 HN 29 HB2 5.00
34 HA 14 HA 2.70 17 HN 15 HA 5.00 12 HN 11 HB2 5.00 19 HB1 29 HN 5.00
34 HA 15 HN 3.50 17 HN 16 HG 5.00 64 HN 65 HN 5.00 19 HB2 29 HN 3.50
14 HA 15 HN 2.70 39 HN 38 HN 3.50 64 HN 63 HB 2.70 20 HN 19 HD* 3.50
14 HA 35 HN 3.50 39 HN 38 HB2 5.00 65 HN 66 HN 5.00 20 HN 21 HN 5.00
35 HN 13 HN 3.50 39 HN 38 HB1 5.00 65 HN 13 HA 5.00 21 HN 26 HB* 5.00
12 HA 13 HN 2.70 25 HN 23 HB1 5.00 26 HN 24 HA 5.00 21 HN 28 HB1 5.00
36 HA 13 HN 5.00 25 HN 23 HB2 5.00 26 HN 25 HB2 3.50 21 HN 28 HB2 5.00
13 HA 14 HN 2.70 25 HN 26 HN 2.70 51 HN 50 HG 5.00 21 HN 28 HA 3.50
12 HA 37 HN 3.50 25 HN 24 HA 3.50 51 HN 50 HA 5.00 21 HN 19 HE* 5.00
10 HA 11 HN 3.50 25 HN 24 HB2 5.00 51 HN 49 HB* 5.00 22 HN 26 HB* 3.50
38 HA 11 HN 5.00 25 HN 24 HB1 5.00 60 HN 59 HB2 5.00 25 HN 23 HA 5.00
15 HA 16 HN 2.70 32 HN 31 HB2 5.00 60 HN 59 HB1 5.00 26 HN 19 HE* 5.00
13 HA 65 HA 2.70 32 HN 31 HB1 2.70 36 HN 35 HG1 5.00 26 HN 25 HA 3.50
65 HA 66 HN 2.70 32 HN 31 HE* 5.00 36 HN 35 HG2 5.00 26 HN 23 HB1 3.50
65 HA 14 HN 3.50 32 HN 31 HA 2.70 23 HN 22 HB 3.50 58 HA 59 HD1 2.70
13 HA 66 HN 3.50 32 HN 31 HG1 5.00 23 HN 22 HA 3.50 19 HB2 29 HD* 3.50
66 HA 67 HN 3.50 32 HN 33 HN 3.50 23 HN 21 HA2 5.00 19 HE* 26 HB* 2.70
64 HA 65 HN 2.70 61 HN 60 HA 5.00 23 HN 21 HA1 5.00 29 HZ 59 HD1 3.50
64 HN 14 HN 3.50 61 HN 59 HA 5.00 45 HN 59 HA 5.00 29 HZ 59 HD2 3.50
13 HA 64 HN 5.00 61 HN 62 HN 3.50 41 HN 40 HN 5.00 27 HB1 56 HAl 3.50
63 HA 64 HN 2.70 61 HN 59 HB1 5.00 41 HN 45 HA 3.50 27 HB1 56 HA2 3.50
63 HA 15 HA 3.50 61 HN 59 HB2 5.00 41 HN 40 HB1 5.00 59 HG1 62 HD* 3.50
63 HA 16 HN 3.50 29 HN 28 HB2 5.00 41 HN 40 HB2 5.00 59 HG2 62 HD* 5.00
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19 HD* 26 HB* 3.50 58 HD1* 45 HB1 5.00 15 HB* 63 HA 5.00 45 HE1l 40 HGl1l 5.00
17 HB2 62 HD* 3.50 58 HD1* 45 HB2 5.00 15 HB* 30 HN 3.50 45 HE1 40 HB2 5.00
17 HB1 62 HD* 3.50 58 HD1* 45 HN 5.00 15 HB* 29 HD* 2.70 45 HE1l 40 HA 5.00
49 HB* 53 HN 3.50 22 HG2* 23 HN 5.00 15 HB* 33 HB2 3.50 45 HE1l 43 HA 5.00
18 HD2 31 HA 5.00 63 HG2* 60 HA 3.50 15 HB* 33 HB1 3.50 45 HD1 40 HG2 3.50
18 HD1 31 HA 5.00 63 HG2* 15 HA 5.00 15 HB* 29 HB2 3.50 45 HD1 41 HA 5.00
41 HN 45 HD1 2.70 16 HD1* 15 HA 5.00 15 HB* 32 HA2 5.00 45 HH2 60 HB1 5.00
18 HA 31 HN 3.50 16 HD1l* 63 HA 5.00 15 HB* 35 HE* 3.50 45 HH2 63 HG2* 3.50
35 HE* 63 HB 3.50 16 HD1* 17 HE* 5.00 15 HN 35 HE* 3.50 45 HE3 37 HB 5.00
29 HE* 62 HD* 3.50 16 HD1* 17 HD* 5.00 17 HN 15 HB* 3.50 19 HE* 58 HA 5.00
29 HE* 35 HE* 3.50 38 HD2* 47 HB* 5.00 32 HN 15 HB* 3.50 19 HE* 21 HA* 3.50
29 HE* 62 HB1 3.50 38 HD2* 48 HN 5.00 48 HN 47 HB* 2.70 29 HZ 19 HB1 5.00
29 HE* 62 HB2 3.50 56 HN 38 HD* 5.00 36 HN 47 HB* 3.50 29 HZ 19 HB2 3.50
18 HG* 31 HN 5.00 63 HN 35 HE* 5.00 56 HN 47 HB* 5.00 29 HZ 63 HG1* 3.50
15 HA 35 HE* 3.50 39 HN 37 HG2* 3.50 14 HN 64 HB* 5.00 17 HN 63 HG1* 5.00
13 HN 35 HB1 5.00 39 HN 38 HD1* 5.00 65 HN 64 HB* 3.50 17 HN 63 HA 5.00
21 HN 19 HD* 5.00 39 HN 38 HD2* 5.00 27 HD* 52 HG2* 5.00 17 HN 62 HA 5.00
41 HN 42 HN 5.00 61 HN 63 HG2* 5.00 12 HD1* 36 HA 3.50 17 HN 62 HB1 5.00
41 HB* 44 HB2 5.00 14 HN 13 HG2* 5.00 35 HE* 29 HB1 3.50 19 HN 15 HB* 5.00
30 HA 31 HN 2.70 14 HN 13 HG1* 3.50 35 HE* 29 HB2 3.50 19 HN 30 HA 3.50
60 HA 63 HN 5.00 14 HN 63 HG1* 5.00 15 HB* 31 HA 3.50 33 HN 31 HA 3.50
40 HA 45 HD1 3.50 55 HN 27 HD* 5.00 45 HE3 37 HG1* 2.70 37 HN 37 HB 3.50
40 HA 45 HA 5.00 48 HN 38 HD1* 5.00 45 HE3 37 HG2* 2.70 45 HN 58 HG11l 5.00
41 HB* 45 HD1 3.50 13 HN 12 HG2* 5.00 45 HB1 37 HG1* 5.00 45 HN 58 HG12 5.00
40 HA 45 HB1 5.00 62 HN 63 HG2* 5.00 45 HB2 37 HG1* 5.00 47 HN 46 HG2 3.50
41 HB* 45 HA 5.00 35 HN 12 HG2* 5.00 45 HE3 58 HD1* 5.00 48 HN 55 HA 5.00
44 HN 45 HD1 5.00 35 HN 13 HG2* 3.50 45 HZ3 37 HG1* 3.50 48 HN 35 HA 5.00
41 HN 45 HB1 5.00 54 HN 52 HG2* 5.00 45 HZ3 37 HG2* 5.00 51 HN 53 HN 5.00
45 HZ2 60 HB1 5.00 64 HN 63 HG1* 5.00 13 HG2* 37 HG1l* 3.50 49 HN 27 HG 3.50
45 HZ2 60 HB2 5.00 64 HN 13 HG2* 5.00 13 HG2* 58 HD1* 2.70 51 HN 49 HA 5.00
45 HZ3 60 HA 5.00 64 HN 16 HD1* 5.00 52 HG2* 53 HN 3.50 49 HA 35 HG1 3.50
44 HB1 59 HA 5.00 64 HN 16 HD2* 5.00 37 HG1* 58 HD1* 3.50 49 HA 35 HG2 3.50
44 HB1 57 HD* 5.00 64 HN 63 HG2* 5.00 14 HG2* 32 HAl 5.00 49 HA 35 HB1 5.00
44 HB2 57 HD* 5.00 64 HN 13 HG1* 5.00 27 HD* 49 HN 3.50 29 HZ 58 HA 5.00
44 HD1 59 HA 5.00 64 HN 14 HG2* 3.50 30 HG2 31 HN 5.00 29 HD* 58 HA 5.00
60 HN 61 HN 3.50 64 HN 35 HE* 5.00 30 HG1 31 HN 5.00 60 HA 45 HH2 5.00
53 HB1 54 HN 5.00 36 HN 12 HD1* 5.00 54 HD* 55 HN 5.00 63 HA 16 HG 3.50
53 HB2 54 HN 5.00 36 HN 50 HD2* 5.00 12 HN 12 HB 2.70 63 HA 13 HB 5.00
27 HB2 28 HN 5.00 23 HN 22 HD1* 5.00 16 HN 16 HG 3.50 18 HA 32 HA 3.50
23 HN 26 HB* 3.50 46 HN 37 HG2* 5.00 22 HN 22 HG1* 3.50 18 HA 29 HD* 3.50
10 HN 9 HB1 3.50 33 HN 14 HG1* 5.00 22 HN 22 HB 3.50 18 HA 29 HE* 5.00
10 HN 9 HB2 3.50 34 HN 14 HG1* 5.00 27 HN 19 HE* 5.00 35 HN 35 HB1 5.00
33 HG* 34 HN 3.50 15 HN 14 HG1* 2.70 35 HN 35 HE* 3.50 35 HN 35 HB2 2.70
33 HG* 30 HN 3.50 15 HN 14 HG2* 5.00 39 HN 37 HA 5.00 36 HN 35 HB1 2.70
52 HG2* 51 HB* 3.50 16 HN 63 HG1* 3.50 39 HN 46 HN 3.50 36 HN 35 HB2 5.00
52 HG2* 49 HB* 5.00 16 HN 63 HG2* 5.00 41 HN 45 HE1 5.00 12 HA 36 HA 3.50
52 HG2* 51 HG 3.50 38 HN 37 HG2* 3.50 48 HN 37 HA 5.00 13 HG2* 35 HB1 3.50
52 HG2* 51 HD1* 3.50 38 HN 37 HG1* 5.00 60 HN 60 HB2 2.70 13 HG2* 35 HB2 3.50
52 HG2* 54 HE* 5.00 15 HN 63 HG1* 5.00 60 HN 60 HB1 5.00 37 HN 13 HG2* 5.00
49 HN 53 HA 3.50 32 HN 14 HG1* 5.00 60 HN 45 HN 5.00 37 HN 12 HD1* 5.00
48 HD* 53 HB2 5.00 23 HN 22 HG1* 5.00 60 HN 43 HA 5.00 37 HN 47 HB* 3.50
52 HA 53 HG* 5.00 15 HA 63 HG1* 2.70 62 HN 62 HB2 2.70 15 HB* 29 HE* 3.50
49 HN 54 HN 5.00 58 HG2* 63 HG1l* 5.00 62 HN 62 HB1 5.00 12 HN 11 HA 2.70
19 HD* 22 HN 5.00 14 HG1* 32 HA2 5.00 62 HN 59 HB1 3.50 13 HN 34 HA 5.00
19 HE* 22 HN 2.70 14 HG1* 32 HAL 5.00 62 HN 59 HB2 5.00 14 HN 66 HN 5.00
28 HN 27 HA 2.70 47 HB* 58 HD1* 2.70 64 HN 13 HB 3.50 28 HN 27 HD* 3.50
28 HN 21 HA1 5.00 29 HE* 63 HG1l* 3.50 51 HN 49 HG 5.00 28 HN 19 HD* 5.00
28 HN 21 HA2 5.00 11 HN 37 HG1* 3.50 53 HN 49 HG 5.00 29 HN 28 HA 2.70
28 HN 21 HN 5.00 14 HG2* 64 HB* 3.50 54 HN 49 HG 5.00 29 HN 19 HA 5.00
63 HGl* 62 HB1 5.00 16 HD1* 64 HB* 2.70 62 HN 61 HB2 3.50 29 HN 28 HB1 3.50
63 HG1l* 62 HB2 5.00 29 HD* 63 HG1l* 5.00 62 HN 59 HG1 3.50 28 HN 28 HB1 5.00
63 HG1* 13 HB 5.00 13 HB 63 HG2* 2.70 62 HN 59 HG2 5.00 28 HN 28 HB2 2.70
63 HG1* 15 HB* 3.50 14 HG2* 66 HN 5.00 45 HE1l 60 HB1 5.00 30 HN 29 HD* 5.00
63 HG1l* 35 HE* 2.70 13 HG2* 63 HB 3.50 59 HG2 19 HE* 3.50 30 HN 29 HB2 3.50
63 HG1* 58 HDl1* 2.70 13 HG1* 65 HA 5.00 59 HG2 62 HB1 5.00 30 HN 33 HA 5.00
37 HG2* 45 HB1 3.50 22 HD1* 19 HE* 5.00 59 HG2 62 HB2 5.00 56 HN 48 HA 3.50
37 HG2* 45 HB2 3.50 33 HN 15 HB* 3.50 59 HG1 62 HB2 3.50 58 HN 44 HE3 5.00
58 HD1* 35 HE* 2.70 16 HN 15 HB* 3.50 45 HE1l 40 HG2 3.50 12 HD1* 36 HE* 5.00
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12 HD1* 36 HB* 3.50 53 HN 50 HN 5.00 57 HN 27 HB1 5.00 47 HN 58 HG2* 3.50
12 HD1* 50 HD* 5.00 39 HN 47 HA 5.00 57 HN 27 HB2 5.00 48 HN 58 HG2* 5.00
47 HN 55 HA 5.00 39 HN 45 HA 5.00 44 HN 41 HN 5.00 29 HD* 58 HG2* 2.70
27 HG 55 HA 5.00 39 HN 45 HB2 5.00 30 HN 33 HN 5.00 29 HE* 58 HG2* 2.70
27 HD* 55 HA 5.00 39 HN 38 HD* 5.00 54 HN 52 HB 5.00 29 HZ 58 HG2* 5.00
48 HG1 55 HA 5.00 25 HN 24 HD1 5.00 54 HN 27 HD* 5.00 29 HB2 58 HG2* 5.00
48 HG2 55 HA 5.00 61 HN 59 HG2 5.00 65 HN 16 HD* 5.00 29 HB1 58 HG2* 5.00
48 HB1 55 HA 5.00 25 HN 24 HD2 5.00 65 HN 13 HG1* 5.00 46 HA 58 HG2* 5.00
48 HB2 55 HA 5.00 32 HN 15 HN 5.00 26 HN 21 HA2 5.00 35 HG1 58 HG2* 5.00
52 HN 51 HD1* 5.00 32 HN 16 HD2* 5.00 45 HN 44 HE3 5.00 46 HN 57 HE* 5.00
52 HN 51 HG 5.00 61 HN 60 HB1 5.00 45 HN 60 HB2 5.00 49 HN 27 HD* 3.50
52 HN 49 HG 3.50 61 HN 60 HB2 5.00 46 HN 41 HN 5.00 49 HN 35 HG1 5.00
52 HN 49 HN 5.00 61 HN 62 HB2 5.00 40 HN 39 HG1 5.00 49 HN 35 HG2 5.00
47 HN 57 HD* 5.00 29 HN 15 HB* 5.00 41 HN 45 HB2 5.00 64 HN 16 HG 5.00
47 HN 37 HA 5.00 28 HN 54 HB2 5.00 33 HN 29 HB2 5.00 26 HN 23 HB1 3.50
47 HN 27 HB1 5.00 28 HN 56 HA1 5.00 15 HN 31 HA 5.00 52 HN 54 HN 5.00
47 HN 46 HB1 5.00 55 HN 48 HA 5.00 15 HN 32 HN 5.00 23 HN 19 HE* 5.00
56 HN 46 HB1 5.00 55 HN 27 HG 5.00 15 HN 29 HD* 5.00 32 HN 16 HA 5.00
56 HN 27 HG 3.50 55 HN 27 HD* 5.00 15 HN 34 HN 5.00 31 HN 15 HB* 5.00
21 HN 29 HN 5.00 48 HN 37 HN 5.00 16 HN 64 HN 5.00 35 HN 15 HN 5.00
63 HN 16 HN 5.00 48 HN 49 HA 5.00 38 HN 48 HN 5.00 62 HN 60 HA 5.00
63 HN 61 HN 5.00 48 HN 35 HG2 5.00 45 HE1 60 HB2 3.50 46 HN 57 HD* 5.00
63 HN 29 HZ 5.00 19 HN 29 HA 5.00 19 HN 18 HA 2.70 41 HD2 46 HN 5.00
63 HN 59 HD1 5.00 19 HN 29 HE* 5.00 22 HN 21 HA2 2.70 41 HD2 41 HN 5.00
58 HN 47 HN 5.00 19 HN 28 HB1 5.00 56 HN 27 HB2 2.70 41 HD2 41 HA 5.00
58 HN 57 HD* 3.50 62 HN 63 HG1* 5.00 56 HN 27 HB1 5.00 41 HD2 45 HA 5.00
58 HN 46 HB2 5.00 62 HN 29 HZ 5.00 56 HN 46 HG2 3.50
53 HN 49 HN 5.00 57 HN 46 HA 5.00 27 HN 58 HG2* 3.50
lynSH3.hbonds
16 HN 62 O 2.3 13 HN 35 O 2.3 56 HN 47 O 2.3 33 HN 30 O 2.3
16 N 62 O 3.3 13 N 35 0O 3.3 56 N 47 O 3.3 33 N 30 O 3.3
64 HN 14 O 2.3 37 HN 11 O 2.3 47 HN 56 O 2.3 49 HN 54 O 2.3
64 N 14 O 3.3 37 N 11 O 3.3 47 N 56 O 3.3 49 N 54 O 3.3
14 HN 64 O 2.3 36 HN 48 O 2.3 58 HN 45 O 2.3
14 N 64 O 3.3 36 N 48 O 3.3 58 N 45 O 3.3
15 HN 33 0 2.3 48 HN 36 O 2.3 45 HN 58 O 2.3
15 N 33 O 3.3 48 N 36 O 3.3 45 N 58 O 3.3
35 HN 13 0 2.3 38 HN 46 O 2.3 19 HN 29 O 2.3
35 N 13 O 3.3 38 N 46 O 3.3 19 N 29 O 3.3
lynSH3.phi
12 ¢ 13 n 24 ¢ 25 n 40 ¢ 41 n 51 ¢ 52 n
13 ca 13 c -120 40 25 ca 25 ¢ -120 40 41 ca 41 c¢ -120 40 52 ca 52 c -120 40
13 ¢ 14 n 25 ¢ 26 n 43 ¢ 44 n 54 ¢ 55 n
14 ca 14 c -120 40 26 ca 26 ¢ -60 20 44 ca 44 c -120 40 55 ca 55 ¢ -120 40
14 ¢ 15 n 29 ¢ 30 n 44 ¢ 45 n 57 ¢ 58 n
15 ca 15 ¢ -60 20 30 ca 30 ¢ -120 40 45 ca 45 ¢ -120 40 58 ca 58 c -120 40
19 ¢ 20 n 37 ¢ 38 n 46 ¢ 47 n 62 ¢ 63 n
20 ca 20 ¢ -120 40 38 ca 38 c -120 40 47 ca 47 ¢ -120 40 63 ca 63 c -120 40
21 ¢ 22 n 39 ¢ 40 n 47 ¢ 48 n 67 ¢ 68 n
22 ca 22 ¢ -120 40 40 ca 40 ¢ -120 40 48 ca 48 ¢ -120 40 68 ca 68 c -120 40
lynSH3.Dnh
! 3 LEUH 3 LEUN 0.09 !11 ASP H 11 ASP N -7.40 19 TYR H 19 TYR N -4.45
!4 GLY H 4 GLY N 0.10 12 ILE H 12 ILE N 14.65 20 ASP H 20 ASP N -1.52
! 5 SERH 5 SER N 0.55 13 VAL H 13 VAL N 5.38 21 GLY H 21 GLY N -5.52
! 7GLUH 7 GLUN -1.20 14 VAL H 14 VAL N -7.13 122 ILE H 22 ILE N 5.02
! 8 GLUH 8 GLUN -1.65 15 ALA H 15 ALA N -10.13 23 HIS H 23 HIS N 12.91
! 9 GLN H 9 GLN N 0.72 16 LEU H 16 LEU N -18.07 25 ASP H 25 ASP N -10.66
10 GLY H 10 GLY N 2.61 17 TYR H 17 TYR N -1.83 26 ASP H 26 ASP N 17.61
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27 LEU H 27 LEUN -6.74 41 HIS H 41 HIS N -9.06 55 GLU H 55 GLU N 11.08
28 SER H 28 SER N -0.53 42 GLY H 42 GLY N 10.81 56 GLY H 56 GLY N 17.14
29 PHE H 29 PHE N 3.53 43 GLU H 43 GLU N -4.04 57 PHE H 57 PHE N 17.45
30 LYS H 30 LYS N 7.63 44 TRP H 44 TRP N -14.46 58 ILE H 58 ILE N 2.41
!31 LYS H 31 LYS N 6.08 45 TRP H 45 TRP N -5.74 60 SER H 60 SER N -12.90
32 GLY H 32 GLY N -20.42 46 LYS H 46 LYS N 5.56 61 ASN H 61 ASN N 7.90
33 GLU H 33 GLU N 11.92 47 ALA H 47 ALA N 18.56 62 TYR H 62 TYR N 0.85
34 LYS H 34 LYS N -18.20 48 LYS H 48 LYS N 16.17 63 VAL H 63 VAL N -22.44
35 MET H 35 MET N 2.42 49 SER H 49 SER N 14.70 !64 ALA H 64 ALA N -16.59
36 LYS H 36 LYS N 9.07 50 LEU H 50 LEU N 1.46 65 LYS H 65 LYS N -13.04
37 VAL H 37 VAL N 16.38 !51 LEU H 51 LEU N -11.52 !66 LEU H 66 LEU N 4.41
38 LEU H 38 LEU N 16.61 52 THR H 52 THR N -12.43 !67 ASN H 67 ASN N -0.85
39 GLU H 39 GLU N 1.21 53 LYS H 53 LYS N 8.68 !68 THR H 68 THR N -2.47
40 GLU H 40 GLU N 5.43 54 LYS H 54 LYS N -4.30
LynSH3.Dcaha (Normierungsfaktor: -0,4784)
! 2 PROHA 2 PRO CA -0.27 25 ASP HA 25 ASP CA -9.08 148 LYS HA 48 LYS CA 17.32
! 5 SER HA 5 SER CA 0.29 26 ASP HA 26 ASP CA 2.20 49 SER HA 49 SER CA 3.72
! 6 PRO HA 6 PRO CA 0.70 28 SER HA 28 SER CA -6.72 50 LEU HA 50 LEU CA 3.46
! 7 GLU HA 7 GLU CA -1.12 29 PHE HA 29 PHE CA -10.48 51 LEU HA 51 LEU CA -3.85
! 8 GLU HA 8 GLU CA -1.28 30 LYS HA 30 LYS CA 11.57 52 THR HA 52 THR CA -19.87
! 9 GLN HA 9 GLN CA 0.80 31 LYS HA 31 LYS CA -18.97 53 LYS HA 53 LYS CA 6.49
12 ILE HA 12 ILE CA 12.10 33 GLU HA 33 GLU CA -14.27 !54 LYS HA 54 LYS CA 4.64
13 VAL HA 13 VAL CA 10.29 34 LYS HA 34 LYS CA -8.56 55 GLU HA 55 GLU CA 10.78
14 VAL HA 14 VAL CA -2.77 35 MET HA 35 MET CA -4.39 57 PHE HA 57 PHE CA 14.79
15 ALA HA 15 ALA CA -21.40 37 VAL HA 37 VAL CA 16.82 58 ILE HA 58 ILE CA 8.25
16 LEU HA 16 LEU CA -3.65 138 LEU HA 38 LEU CA 9.14 59 PRO HA 59 PRO CA -17.26
17 TYR HA 17 TYR CA -11.02 139 GLU HA 39 GLU CA -0.95 60 SER HA 60 SER CA -6.27
18 PRO HA 18 PRO CA 7.74 40 GLU HA 40 GLU CA -5.03 61 ASN HA 61 ASN CA 17.11
19 TYR HA 19 TYR CA 4.44 !41 HIS HA 41 HIS CA 7.93 !62 TYR HA 62 TYR CA 3.45
20 ASP HA 20 ASP CA -5.66 44 TRP HA 44 TRP CA -11.92 63 VAL HA 63 VAL CA -19.82
22 ILE HA 22 ILE CA -3.32 45 TRP HA 45 TRP CA -12.05 64 ALA HA 64 ALA CA -20.70
23 HIS HA 23 HIS CA 14.60 46 LYS HA 46 LYS CA 12.75 !65 LYS HA 65 LYS CA 2.66
24 PRO HA 24 PRO CA -15.13 47 ALA HA 47 ALA CA 14.80 167 ASN HA 67 ASN CA -6.25

sa_LynSH3Tip.inp

remarks sa_l.inp
remarks Author: Michael Nilges

{* initial simulated annealing temperature *}

! allocate space for NOEs

evaluate ($ini_count = 0)
evaluate ($Send count = 120)
evaluate ($iniseed = 567313)
evaluate ($init_t = 2000
evaluate ($high steps = 30000)
evaluate ($Scooll steps = 40000)
evaluate ($cool2 steps = 30000)
evaluate ($fileroot = "../sa lynTip ")
structure @@../PSF/lynSH3_start.psf end
structure @@../PSF/tip_start.psf end
parameter @@../PARAMETER/parallhdg min.pn end
parameter nbfix S S 462 13.6 462 13.6 end
parameter
bond (name sg) (name sg) 0.0 TOKEN
angle (all) (name sg) (name sg) 0.0 TOKEN
end
noe
reset
nrestraints = 5000
ceiling 100
class dist @../lynTip.noe
@../lynSH3 .hbonds
@../lynTip.sb

set echo on message on end

averaging

*

sum



216

10 Anhang

potential * soft

scale * 1.0
sgconstant * 1.0
sgexponent * 2

soexponent * 1

rswitch * 1.0
sqoffset * 0.0
asymptote * 2.0

end

restraints dihedral

nassign=1000

@@../lynSH3Tip.phi

end

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

vector do (mass=100) (all)

evaluate (Skcdih = 5)

restraints dihedral

scale=$Skcdih

end

evaluate ($count = $ini_ count)

while ($count < $end_count ) loop main
evaluate (Scount=Scount+1)
evaluate (Snreassign = 0)

coor @@../rnk_rdc_LynSH3 1.pdb

coor @@../PSF/tip start.pdb

evaluate (Scpul = S$cpu)
evaluate ($finall t = 1000) {x}
evaluate ($final2 t = 100) { K}
evaluate ($tempstep = 50) { K}
evaluate (sncycle = ($init t-$finall t)/Stempstep)
evaluate ($nstep = int($cooll steps/$ncycle))
@@sa_1 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_ 1 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 ====================c====c-c--=---o---ooo-----== 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
{* 2 ======——=—-oooo-oooooo-oooooo-—-—-—--—-——-—- high temperature dynamics *}
@sa_pth hightemp.xplor
{* 3 ======coommmmommmm oo oo cooling 1 *}
@sa_pth_cooll.xplor
{* 4 ============================================ Coo0ling 2 *}
@sa_pth _cool2.xplor
{* 5 =================================================== fjinal minimization *}

evaluate (Sswap = 1.001)
flags exclude * include noe end
@swapl5v.xplor
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flags include bond angl impr vdw noe cdih end
minimize powell nstep=400 drop=10.0 nprint=25 end

{x 6 ===

evaluate
evaluate

================================== write out the final structure(s) *}
($filename=sfileroot+ encode ($count)+ ".pdb")
($fname=sfileroot+ encode (Scount)+".prt")

print threshold=0.3 noe

evaluate
evaluate

(srms_noe=S$result)
(sviolations_noe=$violations)

print threshold=5. cdih

evaluate
evaluate

($rms_cdih=$result)
(sviolations_cdih=$violations)

print thres=0.05 bonds

evaluate

(srms_bonds=$result)

print thres=0.5 angles

evaluate

($rms_angles=S$result)

print thres=5. impropers

evaluate
remarks
remarks
remarks
remarks
remarks
remarks
remarks
remarks
remarks
remarks
remarks

($rms_impropers=$result)
initial random number seed: S$seed

overall,bonds, angles, improper, vdw, noe, cdih
energies: S$ener, $bond, $angl, S$impr, $vdw, Snoe, S$cdih

bonds, angles, impropers, noe, cdih
rms-dev.: $rms_bonds, $rms_angles, $rms_impropers, $rms_noe, Srms_cdih

noe, cdih
violations.: $violations noe, $violations_cdih

write coordinates sele= (all) output =$filename end
set print = $fname end
noe print thresh = 0.1 end

close Sf

name end

end loop main

stop

rdc_LynSH3Tip.inp

remarks sa_

remarks Aut
evaluate ($
evaluate (S
evaluate (S
evaluate ($
evaluate ($
evaluate (S
evaluate ($
evaluate (S
evaluate (S
evaluate ($
evaluate ($
evaluate (S

structure @
structure @
structure @
parameter @

1.inp

hor: Michael Nilges
ini_count = 0)
end_count = 60)
ini_zeit = 0)

end zeit = 5)

iniseed = 100046)

iniseed2 = 554321) Ichanged HS

iniseed3 = 204875) !changed HS

iniseed4 = 395164) Ichanged HS

init t = 1000 ) {* initial simulated annealing temperature *}
high steps = 5000)

cool steps = 150000)

fileroot = "rdc_lynSH3Tip ")

@../PSF/1lynSH3_ start.psf end
@../PSF/tip_start.psf end
../PSF/axis_hs.psf end
@../PARAMETER/parallhdg min.pn end

param @../PARAMETER/para axis 3.pro end

noe

res

nre

cl

set
ceiling=1
averaging
potential

et
straints = 6500 ! allocate space for NOEs
ass dist @lynSH3Tip.noe
@lynSH3 .hbonds
@lynSH3Tip.sb
echo on message on end
000
* sum
* square
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scale * 5
sqoffset * 0
sgconstant * 1.0
sgexponent * 2
rswitch * 0
end
restraints dihedral
nassign=1000
@@lynSH3Tip.phi

end
evaluate (Sksani = 0.01)
evaluate ($ksani CH = 1.0*$ksani)
sani
nres=400
class JNH

force S$ksani
potential harmonic
coeff 0.0 -13.93 0.37
@lynSH3Tip.Dnh
class JCH
force $ksani_CH
potential harmonic
coeff 0.0 -13.93 0.37
@lynSH3Tip.Dcaha
end
sani class JNH force 0 end
sani class JCH 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 (Skrama = 1.0)
evaluate ($ramacoff = 10.0
flags exclude * include bonds angle impr vdw noe cdih coup sani end
set echo on message on end
@setup swap_orig.hs
vector ident (store2) (storel)
parameter
improper (store2) (store2) (all) (all) 0.0 TOKEN TOKEN
improper (all) (all) (store2) (store2) 0.0 TOKEN TOKEN
end
evaluate ($count = $ini_ count)
while ($count < $end count ) loop main
evaluate (Scount=Scount+1)
evaluate (Snreassign = 0)
evaluate ($e_prev = 10000)
(
(

evaluate ($e_act = 10000)

evaluate (S$template = "../rnk sa lynTip "+ encode($count)+ ".pdb")
evaluate ($zeit = $ini_zeit)

while ($zeit < $end_zeit ) loop intra

evaluate ($Szeit=$zeit+1)

evaluate ($nreassign = 0)

coor @@stemplate

coor @../PSF/axis.pdb

evaluate ($seed =(Scount+S$zeit)*Siniseed)
if ($count > 60) then

evaluate ($seed =(Scount-60)*Siniseed2)
end if
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if (Scount > 120) then
evaluate ($seed =(Scount-120)*$Siniseed3)
end if
if (Scount > 180) then
evaluate ($seed =(S$Scount-180) *Siniseed4)
end if
set seed S$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)
vector do (refx=x) (all)
vector do (refy=y) (all)
vector do (refz=z) (all)
constraints fix ((resid 500 or resid 600) and name 0OO) end
Iswap adopted from Nilges Protocol
evaluate ($swap = 1.001)
flags exclude * include noe end
@swapl5v.xplor
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani end
restraints dihedral scale=5. end
noe asymptote * 1.0 end
constraints interaction
(all) (all) weights * 1 end end
! minimize powell nstep=500 drop=10. nprint=25 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 ($Scdihstep=1)

(
(
(
eval (Skcdih=49)
(
(
(

eval ($ncycle=(Send kcdih-$kecdih) /Scdihstep)
eval ($nstep= int ($high steps/$ncycle))
eval ($i_cdih=0)

while ($i_cdih < $ncycle) loop cdihl

eval ($i_cdih = $i_cdih+1)

eval (Skcdih = skcdih+$cdihstep)

restraints dihedral scale=$kcdih end
dynamics verlet

nstep=3$nstep timestep=0.0005 iasvel=current firstt=$init_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) { x}
evaluate (Stempstep = 25) { x}
evaluate ($ncycle = ($init_t-$final t)/S$Stempstep)
evaluate ($nstep = int ($cool steps/$ncycle))
evaluate ($ini rad = 0.9) evaluate ($fin rad = 0.75)
evaluate ($ini_con= 0.003) evaluate ($fin con= 4.0)
linserted HS
evaluate ($ini sani = 0.01) evaluate ($fin sani = 1.0)
evaluate ($sani fac = ($fin sani/$ini sani) " (1/$ncycle))
evaluate ($ksani = $ini_sani)

evaluate (Sksani CH = 1.0*$ksani)
sani class JNH force S$ksani end
sani class JCH force $ksani_CH end

evaluate (Sbath = $init t)

evaluate ($k_vdw = $ini_ con)

evaluate ($k_vdwfact = ($fin_con/$ini_con)A(1/$ncycle))
evaluate (Sradius= $ini rad)

evaluate (Sradfact = ($fin_rad/$ini_rad)A(l/$ncycle))
evaluate ($i_cool = 0)
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while ($i_cool < $ncycle) loop cool
evaluate ($i _cool=$i cool+1)
evaluate (Sbath = Sbath - S$Stempstep)
evaluate ($k_vdw=min($fin con, $k_vdw*$k vdwfact))
evaluate ($radius=max($fin rad, $Sradius*$radfact))
linserted HS
evaluate ($ksani = $ksani*$sani fac)
evaluate ($ksani CH = 1.0*$ksani)
sani class JNH force $ksani end
sani class JCH force $ksani_CH end
parameter nbonds repel=S$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 iprfrg=0

end
evaluate ($critical=$temp/$bath)
if ($critical > 10. ) then
display ****g&&& rerun job with smaller timestep (i.e., 0.003)
stop
end if
end loop cool
{* ========o—o=-—-oooo-oooooooooooooooooo-—-—-_--——-—-- Final minimization.*}
constraints interaction (all) (all) weights * 1. vdw 1. end end
parameter
nbonds
repel=0.75 lchanged 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=200 drop=10.0 nprint=25 end
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani harm rama end
minimize powell nstep=1000 drop=10.0 nprint=25 end
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani harm end
sani class JNH force 0 end
sani class JCH force 0 end

{* 6 ===================================== write out the final structure(s) *}
evaluate (Sfilename=$fileroot+ encode (Scount)+ ".pdb")

evaluate (Soutname=$fileroot+ encode (Scount)+ ".axis")

evaluate (Sfname=$fileroot+ encode (Scount)+".prt")

evaluate (Ssname=$fileroot+ encode (Scount)+".sani")

evaluate ($dname=$fileroot+ encode ($Scount)+".dih")

evaluate (Sangname=$fileroot+ encode ($Scount)+".ang")
print threshold=0.3 noe

evaluate ($rms_noe=$result)

evaluate ($violations noe=$violations)
print threshold=5. cdih

evaluate ($rms_cdih=$result)

evaluate ($violations_ cdih=$violations)
print thres=0.05 bonds

evaluate ($rms_bonds=S$Sresult)

print thres=0.5 angles

evaluate ($rms_angles=Sresult)

print thres=5. impropers

evaluate ($rms_impropers=S$result)

remarks initial random number seed: S$seed

remarks ====================================-=====ss--ss-s-ssss==s=s======s
remarks overall,bonds, angles, improper, vdw, noe, cdih

remarks energies: Sener, $bond, S$angl, S$impr, $vdw, S$noe, $cdih, S$sani
remarks ===============================================================
remarks bonds, angles, impropers, noe, cdih

remarks rms-dev.: $rms_bonds, Srms_angles, $rms_impropers, $rms_noe, $Srms_cdih
remarksS ===============================================================
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remarks noe, cdih
remarks violations.: $violations noe, $violations cdih
remarksS ===============================================================

evaluate ($e_act = $ener)

if ($e_act < $e prev) then
evaluate ($e_prev = $e_act)
write coordinates sele= (resid 500) output =Soutname end
write coordinates sele= (not (resid 500)) output =$filename end
set print = $fname end
noe print thresh = 0.1 end
close $fname end
set print = $sname end
sani print thresh = 0.0 end
close $sname end
end
set print = $dname end
print thresh = 0.001 cdih end
close $dname end
set print = S$angname end
print thresh = 0.8 angles end
close $angname end

end if

end loop intra
end loop main

stop
lynSH3Tip.noe
55 HA 48 HA 2.70 34 HA 35 HN 2.70 50 HN 35 HG2 5.00 25 HN 24 HA  3.50
55 HA 56 HN 2.70 33 HA 34 HN  2.70 50 HN 35 HG1 5.00 25 HN 24 HB2 5.00
55 HA 49 HN 3.50 32 HA 33 HN  3.50 50 HN 51 HN 3.50 25 HN 24 HB1 5.00
57 HA 46 HA  2.70 33 HN 15 HN  5.00 52 HN 51 HB* 3.50 32 HN 31 HB2 5.00
57 HA 58 HN 2.70 34 HA 14 HA 2.70 52 HN 49 HB* 3.50 32 HN 31 HB1 2.70
57 HA 47 HN 3.50 34 HA 15 HN  3.50 52 HN 53 HN 3.50 32 HN 31 HE* 5.00
56 HN 47 HN 3.50 14 HA 15 HN 2.70 52 HN 50 HN 5.00 32 HN 31 HA  2.70
54 HN 53 HA 3.50 14 HA 35 HN  3.50 47 HN 46 HG1 5.00 32 HN 31 HG1 5.00
54 HN 54 HA 3.50 35 HN 13 HN 3.50 47 HN 46 HB2 5.00 32 HN 33 HN  3.50
52 HN 51 HA 3.50 12 HA 13 HN 2.70 56 HN 55 HG2 5.00 61 HN 60 HA  5.00
52 HA 53 HN 5.00 36 HA 13 HN 5.00 56 HN 55 HB* 5.00 61 HN 59 HA  5.00
54 HA 55 HN 3.50 13 HA 14 HN 2.70 56 HN 55 HG1 5.00 61 HN 62 HN  3.50
49 HN 48 HA 2.70 12 HA 37 HN  3.50 56 HN 46 HD* 5.00 61 HN 59 HB1 5.00
47 HN 46 HA 2.70 10 HA 11 HN 3.50 56 HN 46 HE1 5.00 61 HN 59 HB2 5.00
58 HN 45 HN  3.50 38 HA 11 HN 5.00 21 HN 20 HA 3.50 29 HN 28 HB2 5.00
58 HN 46 HA 3.50 15 HA 16 HN 2.70 21 HN 20 HB1 5.00 28 HN 27 HB1 5.00
59 HN 45 HN 5.00 13 HA 65 HA 2.70 21 HN 20 HB2 5.00 14 HN 13 HB  3.50
45 HN 44 HA  3.50 65 HA 66 HN 2.70 63 HN 62 HB2 5.00 14 HN 63 HA  5.00
59 HA 44 HA  3.50 65 HA 14 HN 3.50 63 HN 62 HB1 5.00 14 HN 13 HN  5.00
60 HN 44 HA 3.50 13 HA 66 HN 3.50 63 HN 61 HA 5.00 55 HN 54 HG* 5.00
59 HA 60 HN 2.70 66 HA 67 HN  3.50 63 HN 62 HN 3.50 48 HN 35 HB1 5.00
47 HA 37 HA 2.70 64 HA 65 HN 2.70 63 HN 64 HN 5.00 48 HN 36 HB1 5.00
47 HA 38 HN 3.50 64 HN 14 HN 3.50 10 HN 9 HA  3.50 13 HN 12 HN  5.00
47 HA 48 HN 2.70 13 HA 64 HN 5.00 42 HN 43 HN 5.00 13 HN 12 HB  5.00
48 HN 36 HN 3.50 63 HA 64 HN 2.70 58 HN 57 HB* 5.00 13 HN 35 HB2 5.00
36 HN 35 HA 2.70 63 HA 15 HA  3.50 53 HN 51 HB* 5.00 68 HN 67 HB1 5.00
36 HN 49 HA 5.00 63 HA 16 HN 3.50 53 HN 52 HB  5.00 68 HN 67 HB2 5.00
50 HN 49 HA 2.70 62 HA 63 HN 3.50 17 HN 16 HB2 5.00 68 HN 67 HN  5.00
49 HA 35 HA 3.50 61 HA 62 HN 3.50 17 HN 16 HN 3.50 19 HN 18 HB2 5.00
50 HN 35 HA 3.50 16 HA 17 HN  3.50 17 HN 16 HB1 5.00 19 HN 18 HB1 5.00
37 HA 38 HN 2.70 67 HA 68 HN 3.50 17 HN 15 HA  5.00 49 HN 48 HG1 5.00
39 HA 40 HN 2.70 57 HN 27 HN  3.50 17 HN 16 HG 5.00 49 HN 48 HG2 5.00
40 HA 41 HN 2.70 59 HG1 29 HZ 5.00 39 HN 38 HN 3.50 57 HN 26 HN  5.00
41 HA 42 HN 5.00 59 HG2 29 HZ 5.00 39 HN 38 HB2 5.00 57 HN 26 HA  2.70
43 HA 44 HN 3.50 62 HB1I 59 HGL 5.00 39 HN 38 HB1 5.00 57 HN 56 HAL 2.70
42 HA 43 HN 3.50 62 HB2 29 HZ 3.50 25 HN 23 HB1 5.00 57 HN 56 HA2 2.70
38 HA 39 HN 5.00 62 HB1 29 HZ 3.50 25 HN 23 HB2 5.00 62 HN 61 HB1 5.00
36 HA 37 HN 2.70 50 HN 49 HB* 5.00 25 HN 26 HN 2.70 35 HN 34 HB1 5.00
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35 HN 34 HG2 5.00 27 HN 57 HB1 5.00 45 HZ2 60 HB1 5.00 64 HN 13 HG2* 5.00
35 HN 34 HN 5.00 27 HN 26 HB* 3.50 45 HZ2 60 HB2 5.00 64 HN 16 HD1* 5.00
44 HN 45 HN 5.00 27 HN 26 HA 2.70 45 HZ3 60 HA 5.00 64 HN 16 HD2* 5.00
44 HN 43 HN 3.50 20 HN 19 HB2 5.00 44 HB1 59 HA 5.00 64 HN 63 HG2* 5.00
44 HN 43 HG1 5.00 20 HN 19 HB1 5.00 44 HB1 57 HD* 5.00 64 HN 13 HG1* 5.00
44 HN 43 HB2 5.00 38 HN 37 HB 5.00 44 HB2 57 HD* 5.00 64 HN 14 HG2* 3.50
44 HN 42 HA2 5.00 15 HN 33 HB2 5.00 44 HD1 59 HA 5.00 64 HN 35 HE* 5.00
44 HN 41 HB* 5.00 15 HN 33 HB1 5.00 60 HN 61 HN 3.50 36 HN 12 HD1* 5.00
44 HN 42 HA1 5.00 31 HN 18 HD2 5.00 53 HB1 54 HN 5.00 36 HN 50 HD2* 5.00
11 HN 12 HN 5.00 31 HN 18 HB1 5.00 53 HB2 54 HN 5.00 23 HN 22 HD1* 5.00
11 HN 10 HA1 3.50 17 HN 31 HA 5.00 27 HB2 28 HN 5.00 46 HN 37 HG2* 5.00
11 HN 10 HA2 3.50 30 HN 33 HB1 3.50 23 HN 26 HB* 3.50 33 HN 14 HG1* 5.00
67 HN 66 HN 5.00 30 HN 33 HB2 3.50 10 HN 9 HB1 3.50 34 HN 14 HG1* 5.00
22 HN 23 HN 2.70 19 HN 29 HN 3.50 10 HN 9 HB2 3.50 15 HN 14 HG1* 2.70
22 HN 21 HA* 2.70 19 HN 29 HD* 5.00 33 HG* 34 HN 3.50 15 HN 14 HG2* 5.00
54 HN 49 HB* 5.00 19 HN 29 HB2 5.00 33 HG* 30 HN 3.50 16 HN 63 HG1l* 3.50
30 HN 29 HB1 5.00 19 HB1 29 HN 5.00 52 HG2* 51 HB* 3.50 16 HN 63 HG2* 5.00
30 HN 29 HA 2.70 19 HB2 29 HN 3.50 52 HG2* 49 HB* 5.00 38 HN 37 HG2* 3.50
12 HN 11 HB1 5.00 20 HN 19 HD* 3.50 52 HG2* 51 HG 3.50 38 HN 37 HG1* 5.00
12 HN 11 HB2 5.00 20 HN 21 HN 5.00 52 HG2* 51 HD1* 3.50 15 HN 63 HG1* 5.00
64 HN 65 HN 5.00 21 HN 26 HB* 5.00 52 HG2* 54 HE* 5.00 32 HN 14 HG1* 5.00
64 HN 63 HB 2.70 21 HN 28 HB1 5.00 49 HN 53 HA 5.00 23 HN 22 HG1* 5.00
65 HN 66 HN 5.00 21 HN 28 HB2 5.00 48 HD* 53 HB2 5.00 15 HA 63 HG1* 2.70
65 HN 13 HA 5.00 21 HN 28 HA 5.00 52 HA 53 HG* 5.00 58 HG2* 63 HGl* 5.00
26 HN 24 HA 5.00 21 HN 19 HE* 5.00 49 HN 54 HN 5.00 14 HG1* 32 HA2 5.00
26 HN 25 HB2 3.50 22 HN 26 HB* 3.50 19 HD* 22 HN 5.00 14 HG1* 32 HAl 5.00
51 HN 50 HG 5.00 25 HN 23 HA 5.00 19 HE* 22 HN 5.00 47 HB* 58 HD1* 2.70
51 HN 50 HA 5.00 26 HN 19 HE* 5.00 28 HN 27 HA 2.70 29 HE* 63 HG1* 3.50
51 HN 49 HB* 5.00 26 HN 25 HA 3.50 28 HN 21 HA1 5.00 11 HN 37 HG1* 3.50
60 HN 59 HB2 5.00 26 HN 23 HB1 3.50 28 HN 21 HA2 5.00 14 HG2* 64 HB* 3.50
60 HN 59 HB1 5.00 58 HA 59 HD1 2.70 63 HG1l* 62 HB1 5.00 16 HD1* 64 HB* 2.70
36 HN 35 HG1 5.00 58 HA 59 HD2 2.70 63 HG1* 62 HB2 5.00 29 HD* 63 HG1* 5.00
36 HN 35 HG2 5.00 19 HB2 29 HD* 3.50 63 HG1l* 13 HB 5.00 13 HB 63 HG2* 2.70
23 HN 22 HB 3.50 19 HE* 26 HB* 2.70 63 HG1l* 15 HB* 3.50 14 HG2* 66 HN 5.00
23 HN 22 HA 3.50 29 HZ 59 HD1 3.50 63 HG1* 35 HE* 2.70 13 HG2* 63 HB 3.50
23 HN 21 HA2 5.00 29 HZ 59 HD2 3.50 63 HG1l* 58 HD1* 2.70 13 HG1l* 65 HA 5.00
23 HN 21 HA1 5.00 27 HB1 56 HA1l 3.50 37 HG2* 45 HB1 3.50 22 HD1* 19 HE* 5.00
45 HN 59 HA 5.00 27 HB1 56 HA2 3.50 37 HG2* 45 HB2 3.50 33 HN 15 HB* 3.50
41 HN 40 HN 5.00 59 HG1 62 HD* 3.50 58 HD1* 35 HE* 2.70 16 HN 15 HB* 3.50
41 HN 45 HA 3.50 59 HG2 62 HD* 5.00 58 HD1* 45 HB1 5.00 15 HB* 63 HA 5.00
41 HN 40 HB1 5.00 19 HD* 26 HB* 3.50 58 HD1* 45 HB2 5.00 15 HB* 30 HN 3.50
41 HN 40 HB2 5.00 17 HB2 62 HD* 3.50 58 HD1* 45 HN 5.00 15 HB* 29 HD* 2.70
41 HN 40 HG2 5.00 17 HB1 62 HD* 3.50 22 HG2* 23 HN 5.00 15 HB* 33 HB2 3.50
41 HN 40 HG1 5.00 49 HB* 53 HN 3.50 63 HG2* 60 HA 3.50 15 HB* 33 HB1 3.50
46 HN 45 HB2 5.00 18 HD2 31 HA 5.00 63 HG2* 15 HA 5.00 15 HB* 29 HB2 3.50
46 HN 45 HA 2.70 18 HD1 31 HA 5.00 16 HD1* 15 HA 5.00 15 HB* 32 HA2 5.00
46 HN 45 HB1 3.50 41 HN 45 HD1 3.50 16 HD1* 63 HA 5.00 15 HB* 35 HE* 3.50
46 HN 39 HB2 5.00 18 HA 31 HN 3.50 16 HD1* 17 HE* 5.00 15 HN 35 HE* 3.50
46 HN 39 HB1 5.00 35 HE* 63 HB 3.50 16 HD1* 17 HD* 5.00 17 HN 15 HB* 3.50
46 HN 40 HA 5.00 29 HE* 62 HD* 3.50 38 HD2* 47 HB* 5.00 32 HN 15 HB* 3.50
33 HN 34 HN 5.00 29 HE* 35 HE* 3.50 38 HD2* 48 HN 5.00 48 HN 47 HB* 2.70
33 HN 32 HA1 3.50 29 HE* 62 HB1 3.50 56 HN 38 HD* 5.00 36 HN 47 HB* 5.00
33 HN 32 HA2 3.50 29 HE* 62 HB2 3.50 63 HN 35 HE* 5.00 56 HN 47 HB* 5.00
66 HN 65 HB2 5.00 18 HG* 31 HN 5.00 39 HN 37 HG2* 3.50 14 HN 64 HB* 5.00
66 HN 65 HB1 5.00 15 HA 35 HE* 3.50 39 HN 38 HD1* 5.00 65 HN 64 HB* 3.50
34 HN 33 HB2 5.00 13 HN 35 HB1 5.00 39 HN 38 HD2* 5.00 27 HD* 52 HG2* 5.00
34 HN 33 HB1 5.00 21 HN 19 HD* 5.00 61 HN 63 HG2* 5.00 12 HD1* 36 HA 3.50
43 HN 42 HA2 3.50 41 HN 42 HN 5.00 14 HN 13 HG2* 5.00 35 HE* 29 HB1 3.50
43 HN 42 HA1l 3.50 41 HB* 44 HB2 5.00 14 HN 13 HG1* 3.50 35 HE* 29 HB2 3.50
37 HN 36 HG1 5.00 30 HA 31 HN 2.70 14 HN 63 HG1* 5.00 15 HB* 31 HA 3.50
37 HN 36 HG2 5.00 60 HA 63 HN 5.00 55 HN 27 HD* 5.00 45 HE3 37 HG1* 2.70
37 HN 36 HB2 5.00 40 HA 45 HD1 3.50 48 HN 38 HD1* 5.00 45 HE3 37 HG2* 2.70
37 HN 36 HB1 5.00 40 HA 45 HA 5.00 13 HN 12 HG2* 5.00 45 HB1 37 HG1* 5.00
37 HN 11 HB2 5.00 41 HB* 45 HD1 3.50 62 HN 63 HG2* 5.00 45 HB2 37 HG1* 5.00
37 HN 11 HB1 5.00 40 HA 45 HB1 5.00 35 HN 12 HG2* 5.00 45 HE3 58 HD1* 5.00
15 HN 16 HN 5.00 41 HB* 45 HA 5.00 35 HN 13 HG2* 3.50 45 HZ3 37 HG1* 3.50
27 HN 56 HA1 5.00 44 HN 45 HD1 5.00 54 HN 52 HG2* 5.00 45 HZ3 37 HG2* 5.00
27 HN 56 HA2 5.00 41 HN 45 HB1 5.00 64 HN 63 HG1l* 5.00 13 HG2* 37 HGl* 3.50
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13 HG2* 58 HD1* 2.70 51 HN 49 HA 5.00 39 HN 45 HB2 5.00 35 HN 15 HN 5.00
52 HG2* 53 HN 3.50 49 HA 35 HG1 3.50 39 HN 38 HD* 5.00 62 HN 60 HA 5.00
37 HG1l* 58 HD1* 3.50 49 HA 35 HG2 3.50 25 HN 24 HD1 5.00 46 HN 57 HD* 5.00
14 HG2* 32 HAl 5.00 49 HA 35 HB1 5.00 61 HN 59 HG2 5.00 41 HD2 46 HN 5.00
27 HD* 49 HN 3.50 29 HZ 58 HA 5.00 25 HN 24 HD2 5.00 41 HD2 41 HN 5.00
30 HG2 31 HN 5.00 29 HD* 58 HA 5.00 32 HN 15 HN 5.00 41 HD2 41 HA 5.00
30 HG1 31 HN 5.00 60 HA 45 HH2 5.00 32 HN 16 HD2* 5.00 41 HD2 45 HA 5.00
54 HD* 55 HN 5.00 63 HA 16 HG 3.50 61 HN 60 HB1 5.00 44 HE3 57 HA 5.00
12 HN 12 HB 2.70 63 HA 13 HB 5.00 61 HN 60 HB2 5.00 44 HE3 58 HA 5.00
16 HN 16 HG 3.50 18 HA 32 HA 3.50 61 HN 62 HB2 5.00 44 HE3 44 HA 5.00
22 HN 22 HG1* 3.50 18 HA 29 HD* 3.50 29 HN 15 HB* 5.00 44 HE3 57 HB* 2.70
22 HN 22 HB 3.50 18 HA 29 HE* 5.00 28 HN 54 HB2 5.00 44 HE3 44 HB* 2.70
27 HN 19 HE* 5.00 35 HN 35 HB1 5.00 28 HN 56 HA1 5.00 44 HZ3 58 HA 5.00
35 HN 35 HE* 3.50 35 HN 35 HB2 2.70 55 HN 48 HA 5.00 44 HZ3 59 HD1 5.00
39 HN 37 HA 5.00 36 HN 35 HB1 2.70 55 HN 27 HG 5.00 44 HZ3 59 HD2 3.50
39 HN 46 HN 3.50 36 HN 35 HB2 5.00 48 HN 37 HN 5.00 44 HZ3 59 HG1 5.00
41 HN 45 HE1 5.00 12 HA 36 HA 3.50 48 HN 49 HA 5.00 44 HZ3 57 HB* 5.00
48 HN 37 HA 5.00 13 HG2* 35 HB1 3.50 48 HN 35 HG2 5.00 57 HB* 46 HA 5.00
60 HN 60 HB2 2.70 13 HG2* 35 HB2 3.50 19 HN 29 HA 5.00 57 HB* 44 HB* 3.50
60 HN 60 HB1 5.00 37 HN 13 HG2* 5.00 19 HN 29 HE* 5.00 59 HA 60 HB2 5.00
60 HN 45 HN 5.00 37 HN 12 HD1* 5.00 19 HN 28 HB1 5.00 59 HD1 62 HD* 5.00
60 HN 43 HA 5.00 37 HN 47 HB* 3.50 62 HN 63 HG1* 5.00 59 HD2 62 HD* 5.00
62 HN 62 HB2 2.70 15 HB* 29 HE* 3.50 62 HN 29 HZ 5.00 59 HD1 62 HE* 5.00
62 HN 62 HB1 5.00 12 HN 11 HA 2.70 57 HN 46 HA 5.00 59 HD2 62 HE* 5.00
62 HN 59 HB1 3.50 13 HN 34 HA 5.00 57 HN 27 HB1 5.00 59 HD1 58 HB 5.00
62 HN 59 HB2 5.00 14 HN 66 HN 5.00 57 HN 27 HB2 5.00 59 HD2 58 HG2* 5.00
64 HN 13 HB 3.50 28 HN 27 HD* 3.50 44 HN 41 HN 5.00 59 HD1 58 HG2* 5.00
51 HN 49 HG 5.00 28 HN 19 HD* 5.00 30 HN 33 HN 5.00 59 HD2 58 HB 5.00
53 HN 49 HG 5.00 29 HN 28 HA 2.70 54 HN 27 HD* 5.00 62 HD* 19 HB2 3.50
54 HN 49 HG 5.00 29 HN 19 HA 5.00 65 HN 16 HD* 5.00 62 HD* 19 HB1 5.00
62 HN 61 HB2 3.50 29 HN 28 HB1 3.50 65 HN 13 HG1* 5.00 61 HD21 177 HG2 5.00
62 HN 59 HG1 3.50 28 HN 28 HB1 5.00 26 HN 21 HA2 5.00 61 HD21 177 HGl1 5.00
62 HN 59 HG2 5.00 28 HN 28 HB2 2.70 45 HN 44 HE3 5.00 61 HD22 177 HG2 5.00
45 HE1 60 HB1 5.00 30 HN 29 HD* 5.00 45 HN 60 HB2 5.00 61 HD21 177 HB* ©5.00
59 HG2 19 HE* 3.50 30 HN 29 HB2 3.50 46 HN 41 HN 5.00 61 HD22 177 HB* 5.00
59 HG2 62 HB1 5.00 30 HN 33 HA 5.00 40 HN 39 HG1 5.00 61 HD21 179 HB1 5.00
59 HG2 62 HB2 5.00 56 HN 48 HA 3.50 41 HN 45 HB2 5.00 61 HD22 179 HB1 5.00
59 HG1 62 HB2 3.50 58 HN 44 HE3 5.00 33 HN 29 HB2 5.00 61 HD21 178 HG* 5.00
45 HE1 40 HG2 3.50 12 HD1* 36 HE* 5.00 15 HN 31 HA 5.00 61 HD22 177 HD1 5.00
45 HE1 40 HG1 5.00 12 HD1* 36 HB* 3.50 15 HN 29 HD* 5.00 61 HD21 180 HD1 5.00
45 HE1 40 HB2 5.00 12 HD1* 50 HD* 5.00 15 HN 34 HN 5.00 61 HD22 180 HD1 5.00
45 HE1 40 HA 5.00 47 HN 55 HA 5.00 16 HN 64 HN 5.00 61 HD21 179 HA 5.00
45 HE1 43 HA 5.00 27 HG 55 HA 5.00 38 HN 48 HN 5.00 61 HD22 179 HA 5.00
45 HD1 40 HG2 3.50 27 HD* 55 HA 5.00 45 HE1 60 HB2 3.50 44 HE1 182 HG2 5.00
45 HD1 41 HA 5.00 48 HG1 55 HA 5.00 21 HN 22 HN 5.00 44 HE1 182 HG1 5.00
45 HH2 60 HB1 5.00 48 HG2 55 HA 5.00 19 HN 18 HA 2.70 44 HE1 182 HB2 5.00
45 HH2 63 HG2* 3.50 48 HB1 55 HA 5.00 22 HN 21 HA2 2.70 44 HE1 180 HG2 5.00
45 HE3 37 HB 5.00 48 HB2 55 HA 5.00 56 HN 27 HB2 2.70 44 HE1 182 HB1 5.00
19 HE* 58 HA 5.00 52 HN 51 HD1* 5.00 56 HN 27 HB1 5.00 44 HE1 182 HD* 5.00
19 HE* 21 HA* 3.50 52 HN 51 HG 5.00 56 HN 46 HG2 3.50 44 HE1 181 HG* 5.00
29 HZ 19 HB1 5.00 52 HN 49 HG 5.00 27 HN 58 HG2* 3.50 44 HE1 181 HB1 5.00
29 HZ 19 HB2 3.50 47 HN 37 HA 5.00 47 HN 58 HG2* 3.50 44 HE1 180 HD2 5.00
29 HZ 63 HG1* 3.50 47 HN 27 HB1 5.00 48 HN 58 HG2* 5.00 44 HE1 181 HA 5.00
17 HN 63 HG1l* 5.00 47 HN 46 HB1 5.00 29 HD¥* 58 HG2* 2.70 44 HE1 182 HA 3.50
17 HN 63 HA 5.00 56 HN 46 HB1 5.00 29 HE* 58 HG2* 2.70 44 HE1 182 HN 5.00
17 HN 62 HA 5.00 56 HN 27 HG 3.50 29 HZ 58 HG2* 5.00 44 HD1 182 HN 5.00
17 HN 62 HB1 5.00 21 HN 29 HN 5.00 29 HB2 58 HG2* 5.00 44 HD1 182 HG2 5.00
19 HN 15 HB* 5.00 63 HN 16 HN 5.00 29 HB1 58 HG2* 5.00 44 HD1 182 HG1 5.00
19 HN 30 HA 3.50 63 HN 61 HN 5.00 46 HA 58 HG2* 5.00 44 HD1 182 HB2 5.00
33 HN 31 HA 3.50 63 HN 29 HZ 5.00 35 HG1 58 HG2* 5.00 44 HD1 182 HB1 5.00
37 HN 37 HB 3.50 63 HN 59 HD1 5.00 46 HN 57 HE* 5.00 44 HD1 180 HG2 5.00
45 HN 58 HG11l 5.00 58 HN 47 HN 5.00 49 HN 35 HG1 5.00 44 HD1 180 HG1 5.00
45 HN 58 HG12 5.00 58 HN 57 HD* 3.50 49 HN 35 HG2 5.00 44 HD1 182 HD* 5.00
47 HN 46 HG2 3.50 58 HN 46 HB2 5.00 64 HN 16 HG 5.00 44 HD1 183 HD2 3.50
48 HN 55 HA 5.00 53 HN 49 HN 5.00 52 HN 54 HN 5.00 44 HD1 183 HD1 3.50
48 HN 35 HA 5.00 53 HN 50 HN 5.00 23 HN 19 HE* 5.00 44 HD1 181 HD1 3.50
51 HN 53 HN 5.00 39 HN 47 HA 5.00 32 HN 16 HA 5.00 44 HD1 182 HA 3.50
49 HN 27 HG 3.50 39 HN 45 HA 5.00 31 HN 15 HB* 5.00 44 HH2 179 HD1* 3.50
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44 HH2 179 HD2* 3.50 62 HD* 177 HD1 5.00 186 HN 187 HN 3.50 182 HB1 183 HD2 5.00
44 HH2 179 HB2 3.50 62 HD* 177 HD2 5.00 187 HN 186 HD2* 5.00 182 HB2 44 HZ2 5.00
44 HH2 179 HB1 5.00 62 HD* 179 HG 5.00 187 HN 186 HD1* 3.50 184 HA 185 HA 5.00
44 HH2 180 HD2 5.00 62 HE* 179 HG 5.00 187 HN 186 HG 5.00 184 HA 186 HN 5.00
44 HZ2 179 HD1* 3.50 62 HE* 179 HD1l* 5.00 187 HN 186 HB* 3.50 184 HB* 183 HA 5.00
44 HZ2 179 HD2* 3.50 62 HE* 179 HD2* 5.00 187 HN 188 HB2 5.00 184 HB* 185 HA 5.00
44 HZ2 179 HB2 2.70 62 HE* 177 HD1 5.00 187 HN 188 HA 5.00 185 HA 186 HB* 5.00
44 HZ2 179 HB1 3.50 62 HE* 177 HD2 5.00 187 HN 185 HA 5.00 185 HB1 184 HB* 5.00
44 HZ2 180 HD1 5.00 170 HN 169 HG2* 5.00 187 HN 188 HN 3.50 185 HB2 188 HB* 5.00
44 HZzZ2 180 HD2 5.00 170 HN 171 HA 3.50 188 HN 186 HD2* 5.00 185 HB1 188 HB* 5.00
44 HZ2 179 HA 5.00 170 HN 169 HA 2.70 188 HN 186 HB* 5.00 186 HD1* 183 HB2 5.00
44 HZ2 180 HA 5.00 170 HN 171 HN 3.50 188 HN 185 HB2 5.00 186 HD2* 183 HB2 5.00
44 HZ2 182 HN 5.00 170 HE1l 169 HG2* 5.00 188 HN 185 HB1 5.00 186 HD1* 183 HB1 5.00
44 HA 187 HN 5.00 171 HN 172 HB2 5.00 188 HN 187 HA1 3.50 186 HD1* 183 HG2 5.00
17 HE* 177 HG2 3.50 171 HN 172 HB1 5.00 188 HN 187 HA2 3.50 186 HD2* 183 HG2 5.00
17 HE* 177 HG1 3.50 171 HN 170 HB* 2.70 189 HN 188 HB1 3.50 186 HD1* 183 HGl 5.00
17 HE* 177 HD1 5.00 171 HN 172 HD2 3.50 189 HN 188 HG* 5.00 186 HD1* 183 HD2 5.00
17 HE* 177 HD2 5.00 171 HN 170 HA 2.70 189 HN 188 HN 3.50 186 HD2* 183 HD2 5.00
17 HE* 176 HA 5.00 173 HN 172 HB1 3.50 190 HN 189 HG* 5.00 186 HD1* 183 HDl1l 5.00
17 HE* 175 HB1 5.00 173 HN 172 HB2 3.50 190 HN 189 HB1 5.00 186 HD2* 183 HD1l 5.00
17 HE* 175 HA 5.00 173 HN 174 HG* 5.00 176 HA 62 HE* 5.00 186 HD1* 44 HB* 3.50
17 HD* 177 HG2 5.00 173 HN 172 HD* 3.50 176 HA 177 HD1 2.70 186 HD2* 44 HB* 3.50
17 HD* 175 HB* 5.00 173 HN 174 HN 2.70 176 HA 177 HD2 2.70 186 HD1l* 57 HB* 5.00
17 HD* 175 HD2 5.00 174 HN 175 HD2 5.00 176 HA 177 HGl1 5.00 186 HD1l* 57 HD* 3.50
17 HD* 175 HA 5.00 174 HN 175 HD1 3.50 176 HB 62 HE* 5.00 186 HD2* 57 HD* 3.50
19 HE* 179 HD2* 3.50 174 HN 173 HA2 3.50 176 HB 62 HD* 5.00 186 HD1* 41 HD2 5.00
19 HE* 179 HD1* 3.50 174 HN 173 HA1 5.00 176 HB 177 HD1 5.00 186 HB1 183 HB2 5.00
19 HE* 179 HB2 5.00 176 HN 177 HD2 5.00 176 HB 177 HD2 5.00 186 HB2 183 HB2 5.00
19 HD* 179 HD2* 5.00 176 HN 175 HB2 3.50 176 HG2* 17 HD* 5.00 186 HB1 183 HD1 5.00
19 HD* 179 HD1* 5.00 176 HN 177 HD1 3.50 176 HG2* 17 HE* 5.00 186 HB2 183 HD1 5.00
19 HD* 180 HD2 5.00 176 HN 175 HB1 3.50 176 HG2* 17 HN 5.00 186 HB1 187 HN 5.00
57 HD* 186 HG 5.00 176 HN 175 HD2 5.00 176 HG2* 62 HE* 5.00 186 HB2 187 HN 5.00
57 HD* 187 HN 5.00 176 HN 175 HA 2.70 176 HG2* 62 HD* 5.00 186 HA 184 HB* 5.00
57 HE* 186 HG 5.00 179 HN 180 HD2 5.00 176 HG2* 175 HA 5.00 186 HA 183 HG2 5.00
57 HZ 186 HG 5.00 179 HN 180 HD1 5.00 176 HG2* 177 HDl1 5.00 186 HA 187 HN 3.50
57 HE* 187 HN 5.00 182 HN 181 HG* 5.00 176 HG2* 177 HD2 5.00 186 HA 188 HN 5.00
17 HE* 175 HD2 5.00 182 HN 181 HB2 3.50 177 HB* 178 HA 5.00 186 HA 57 HD* 5.00
41 HB* 186 HD1* 3.50 182 HN 183 HD2 5.00 178 HA 179 HN 2.70 187 HAl 186 HD1* 5.00
41 HB* 183 HG2 5.00 182 HN 181 HD2 5.00 178 HA 179 HD2* 5.00 187 HAl 186 HG 5.00
43 HB1 180 HB2 5.00 182 HN 183 HD1 5.00 179 HA 180 HD1 2.70 187 HA2 186 HD1* 5.00
43 HB2 180 HB2 5.00 184 HN 183 HB2 5.00 179 HA 180 HD2 2.70 187 HA2 186 HG 5.00
43 HG1 181 HD1 5.00 184 HN 183 HG2 5.00 179 HA 62 HD* 5.00 187 HA2 186 HB* 5.00
43 HG2 181 HD1 5.00 184 HN 183 HB1 5.00 179 HA 62 HE* 5.00 187 HAl 57 HD* 3.50
44 HD1 186 HD2* 5.00 184 HN 183 HA 2.70 179 HB1 180 HD1 5.00 187 HA2 57 HD* 3.50
59 HB1 179 HD2* 5.00 184 HN 185 HN 3.50 179 HB1 180 HD2 5.00 188 HG* 185 HA 5.00
59 HB2 179 HD2* 5.00 185 HN 186 HB* 5.00 179 HB2 180 HDl1 5.00 188 HB1 185 HB1 5.00
59 HB1 180 HD1 5.00 185 HN 184 HB* 5.00 179 HB2 180 HD2 5.00 188 HB1 185 HB2 5.00
59 HB1 180 HD2 5.00 185 HN 184 HA 2.70 179 HD1* 44 HZ3 5.00 188 HB2 185 HB1 5.00
59 HB2 180 HD1 5.00 185 HN 183 HA 5.00 179 HD2* 180 HD1l 5.00 188 HB2 185 HB2 5.00
59 HB2 180 HD2 5.00 185 HN 186 HN 3.50 179 HD2* 180 HD2 5.00 188 HB1 185 HA 5.00
60 HN 180 HD2 5.00 185 HD21 184 HB* 5.00 179 HD2* 44 HZ3 5.00 188 HB2 185 HA 5.00
60 HN 180 HG1 5.00 185 HD22 184 HB* 5.00 179 HD2* 62 HD* 5.00 188 HA 189 HN 3.50
60 HN 180 HG2 5.00 186 HN 185 HB2 5.00 182 HA 183 HD1 2.70 189 HA 190 HG* 5.00
60 HN 180 HB1 5.00 186 HN 185 HB1 5.00 182 HA 183 HD2 2.70

60 HN 180 HB2 5.00 186 HN 185 HA 2.70 182 HB1 183 HD1 5.00
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lynSH3Tip.phi

14 ¢ 15 n 49 ¢ 50 n 57 ¢ 58 n 37 ¢ 38 n

15 ca 15 ¢ -60 20 50 ca 50 ¢ -60 20 58 ca 58 ¢ -120 40 38 ca 38 ¢ -120 40
32 ¢ 33 n 36 ¢ 37 n 44 ¢ 45 n 40 ¢ 41 n

33 ca 33 ¢ -60 20 37 ca 37 ¢ -60 20 45 ca 45 c -120 40 41 ca 41 c -120 40
64 ¢ 65 n 6 c 7 n 12 ¢ 13 n 21 ¢ 22 n

65 ca 65 ¢ -60 20 7 ca 7 c -60 20 13 ca 13 ¢ -120 40 22 ca 22 ¢ -120 40
48 ¢ 49 n 47 ¢ 48 n 45 ¢ 46 n

49 ca 49 ¢ -60 20 48 ca 48 c -120 40 46 ca 46 c -120 40

25 ¢ 26 n 62 ¢ 63 n 67 ¢ 68 n

26 ca 26 ¢ -60 20 63 ca 63 c -120 40 68 ca 68 c -120 40

53 ¢ 54 n 54 ¢ 55 n 13 ¢ 14 n

54 ca 54 ¢ -60 20 55 ca 55 ¢ -120 40 14 ca 14 c -120 40

lynSH3Tip.Dnh

! 7GLUH 7 GLU N -1.37 30 LYS H 30 LYS N 2.28 50 LEU H 50 LEU N -6.40
110 GLY H 10 GLY N 2.86 32 GLY H 32 GLY N -27.06 51 LEU H 51 LEU N -20.46
13 VAL H 13 VAL N -2.03 33 GLU H 33 GLU N 7.26 52 THR H 52 THR N -24.80
14 VAL H 14 VAL N -18.46 34 LYS H 34 LYS N -27.52 53 LYS H 53 LYS N 4.95
15 ALA H 15 ALA N -23.06 35 MET H 35 MET N -6.54 54 LYS H 54 LYS N 8.01
16 LEU H 16 LEU N -10.80 36 LYS H 36 LYS N 2.56 55 GLU H 55 GLU N 7.81
19 TYR H 19 TYR N -16.25 37 VAL H 37 VAL N 14.96 56 GLY H 56 GLY N 14.98
20 ASP H 20 ASP N -10.76 39 GLU H 39 GLU N 12.35 58 ILE H 58 ILE N 10.19
21 GLY H 21 GLY N -13.80 41 HIS H 41 HIS N 0.17 60 SER H 60 SER N -5.43
22 ILE H 22 ILE N 3.58 42 GLY H 42 GLY N 11.97 61 ASN H 61 ASN N 11.32
23 HIS H 23 HIS N 10.49 43 GLU H 43 GLU N -2.15 62 TYR H 62 TYR N 9.77
25 ASP H 25 ASP N -19.38 44 TRP H 44 TRP N -0.25 !65 LYS H 65 LYS N -24.30
26 ASP H 26 ASP N 17.54 45 TRP H 45 TRP N 6.40 !66 LEU H 66 LEU N 6.16
27 LEU H 27 LEU N -15.89 47 ALA H 47 ALA N 18.20 !68 THR H 68 THR N -0.64
28 SER H 28 SER N -10.66 48 LYS H 48 LYS N 13.47

29 PHE H 29 PHE N -4.47 49 SER H 49 SER N 13.10

LynSH3Tip.Dcaha (Normierungsfaktor: -0,4784)

! 2 PROHA 2 PRO CA -1.95 26 ASP HA 26 ASP CA 1.94 49 SER HA 49 SER CA -2.77
! 6 PRO HA 6 PRO CA 1.91 28 SER HA 28 SER CA -18.89 52 THR HA 52 THR CA 5.58
12 ILE HA 12 ILE CA 10.71 29 PHE HA 29 PHE CA -22.85 53 LYS HA 53 LYS CA 3.91
13 VAL HA 13 VAL CA 6.37 30 LYS HA 30 LYS CA 7.53 54 LYS HA 54 LYS CA 7.18
14 VAL HA 14 VAL CA -13.16 31 LYS HA 31 LYS CA -16.42 55 GLU HA 55 GLU CA 10.49
15 ALA HA 15 ALA CA -21.26 33 GLU HA 33 GLU CA -22.75 57 PHE HA 57 PHE CA 16.91
16 LEU HA 16 LEU CA -2.96 34 LYS HA 34 LYS CA -20.60 58 ILE HA 58 ILE CA 12.84
18 PRO HA 18 PRO CA 3.60 35 MET HA 35 MET CA -15.49 59 PRO HA 59 PRO CA -8.73
19 TYR HA 19 TYR CA -15.32 39 GLU HA 39 GLU CA 14.49 62 TYR HA 62 TYR CA 9.09
20 ASP HA 20 ASP CA -9.29 44 TRP HA 44 TRP CA 1.10 63 VAL HA 63 VAL CA -12.97
22 ILE HA 22 ILE CA -1.90 45 TRP HA 45 TRP CA -1.12 64 ALA HA 64 ALA CA -23.84
23 HIS HA 23 HIS CA 14.22 46 LYS HA 46 LYS CA 16.54 !65 LYS HA 65 LYS CA -3.05
24 PRO HA 24 PRO CA -9.96 47 ALA HA 47 ALA CA 18.14 !67 ASN HA 67 ASN CA -0.93
25 ASP HA 25 ASP CA -20.46 48 LYS HA 48 LYS CA 16.04

LynSH3Tip.sb

182 HH22 26 OD1 2.3

182 NH2 26 OD1 3.3

182 HH12 26 OD2 2.3

182 NH1 26 OD2 3.3
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10.6 Amber-Protokolle
10.6.1 Gleichgewichts-MD-Simulation
run.sander_min_ntr
&cntrl
ntpr = 10, ntwx =0, cut = 9.0, nsnb = 10,
ntr =1, imin =1, maxcyc = 1000, ncyc = 5000,
dx0 = 0.1, ntt = 0, t = 0.0, dt = 0.001,
tempi = 300.0, vlimit = 20.0, ntc =1, tol = 0.0005,
&end
keep all atoms frozen (force constant 500 kcal mol”-1 A™-2)
500
RES 1 63
run.sander_md_ntr
&cntrl
nmropt = 1, ntpr = 100, ntwx = 100, ntf = 2,
ntb = 2, dielec = 0.0, cut = 9.0, nsnb = 10,
ntr =1, nstlim = 12500, t = 0.0, dt = 0.0015,
temp0 = 300.0, tempi = 100.0, heat = 0.0, ntt =1,
tautp = 0.1, vlimit = 15.0, ntp =1, pres0O = 1.0,
comp = 44 .6, taup = 0.2, npscal = 1, ntc = 2,
tol = 0.00001,
&end
&wt
type='TEMPO', istepl=0, istep2=2500,
valuel=100.0, value2=300.0,
&end
Hold the solute fixed
500.0
RES 1 63
run.sander_md_ew_ntr
&entrl
ntpr = 100, ntwx = 500, ntf = 2, ntb = 2,
cut = 9.0, nsnb = 10, ntr 1, nstlim = 12500,
t = 0.0, dt = 0.0015, tempi = 100.0, ntt =1,
tautp = 0.2, vlimit = 20.0, ntp =1, pres0O = 1.0,
taup = 0.2, npscal = 1, ntc = 2, tol = 0.00001,
&end
Hold the SH3 fixed
500.0
RES 1 63
run.sander_eqiul_min1-3
&entrl
ntpr = 500, ntwx = 0, ntb =1, cut = 9.0, nsnb 10,
ntr =1, imin =1, maxcyc = 1000, ncyc = 5000, dxo 0.1,
ntc =1, tol = 0.0005,

&end
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Hold the sh3 fixed
250.0 (125.0, 67.5)
RES 1 63

run.sander_eqiul_md1

&cntrl
ntpr = 500, ntwx = 500, ntf
cut = 9.0, nsnb = 10, ntr
t = 0.0, dt = 0.0015, ntt
vlimit = 20.0, ntp =1, preso
taup = 0.2, npscal = 1, ntc
&end
Hold the sh3 fixed
30.0
RES 1 63
run.sander_eqiul_min4a-e
&cntrl
ntpr = 500, ntwx =0, ntb
ntr =1, imin =1, maxcyc
ntc =1, tol = 0.0005,
&end
Hold the sh3 fixed
20.0 (15, 10, 5, 0)
RES 1 63
run.sander_eqiul_md?2
&cntrl
nmropt = 1, ntpr = 500, ntwx =
cut = 9.0, nsnb = 10, nstlim =
ntt =1, tautp = 0.2, vlimit =
taup = 0.2, npscal = 1, ntc =
&end
&wt
type='TEMPO', istepl=0, istep2=2500,
valuel=100.0, value2=300.0,
&end
run.sander_production
&cntrl
timlim = 999999., ntx =17, irest
ntf = 2, ntb = 2, cut
scee =1.2, maxcyc = 500, ncyc
ndfmin = 0, ntcm =1, nscm
dtemp = 0.0, tautp = 0.5, vlimit
taup = 0.5, npscal = 1, ntc

&end
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10.6.2 MD-Simulation bei hoher Temperatur

run.sander_min_h2o cp

&cntrl
ntpr = 50, ntwx =0, cut = 9.0, nsnb = 10, imin =1,
maxcyc = 1000, ncyc = 5000, dx0 = 0.1, dxm = 0.5, drms = 0.0001,
tautp = 0.2, vlimit = 20.0, ntc =1, tol = 0.0005,
&end
keep all atoms frozen (force constant 500 kcal mol™-1 A™-2)
500
RES 1 63
run.sander_md_h2o_cp
&cntrl
nmropt = 1, ntwr = 50, ntf = 2, ntb = 2, cut = 9.0,
nsnb = 10, ntr =1, nstlim = 1000, nscm =0, t = 0.0,
dt = 0.0015, templ = 100.0, tautp = 0.1, vlimit = 15.0, pres0 = 1.0,
taup = 0.2, npscal = 1, ntc = 2, tol = 0.00001,
&end
&wt
type='TEMPO', istepl=0, istep2=1000,
valuel=100.0, +value2=300.0,
&end
Hold the solute fixed
500.0
RES 1 63
run.sander_min_h2o_1
&cntrl
ntpr = 10, ntwx =0, cut = 9.0, nsnb = 10, ntr =1,
imin =1, maxcyc = 1000, ncyc = 5000, ntmin = 1, dxo0 =0.1,
dxm = 0.5, drms = 0.0001, tautp = 0.2, vlimit = 20.0, ntc =1,
tol = 0.0005,
&end
keep all atoms frozen (force constant 500 kcal mol”-1 A™-2)
500
RES 1 63
run.sander md_h2o
&cntrl
nmropt = 1, ntpr = 100, ntwx = 100, ntf = 2, ntb =1,
cut = 9.0, nsnb = 10, nstlim = 1000, nscm =0, dt = 0.0015,
tempi = 100.0, tautp = 0.1, vlimit = 15.0, tol = 0.00001,
&end
&wt
type='TEMP0O', istepl=0, istep2=1000,
valuel=100.0, value2=300.0,
&end
Hold the solute fixed
500.0

RES 1 63
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run.sander_min_h2o_2
&entrl
ntpr = 10, ntwx =0, cut = 9.0, nsnb = 10, ntr =1,
imin =1, maxcyc = 1000, ncyc = 5000, ntmin = 1, dxo =0.1,
dxm = 0.5, drms = 0.0001, tautp = 0.2, vlimit = 20.0, ntc =1,
tol = 0.0005,
&end
keep all atoms frozen (force constant 500 kcal mol™-1 A™-2)
500
RES 1 63
run.sander_min_prot
&cntrl
ntpr = 10, cut = 9.0, nsnb = 10, ntr =1, imin =1,
maxcyc = 1000, ncyc = 5000, ntmin = 1, dxo0 = 0.1, dxm = 0.5,
drms = 0.0001, tautp = 0.2, vlimit = 20.0, ntc =1, tol = 0.0005,
&end
keep all atoms frozen (force constant 500 kcal mol™-1 A*-2)
500
RES 64 7218
runsander_nﬁn_ges
&cntrl
ntpr = 10, ntwx =0, cut = 9.0, nsnb = 10, imin 1,
maxcyc = 1000, ncyc = 5000, ntmin = 1, dx0 = 0.1, dxm = 0.5,
drms = 0.0001, ntc =1, tol = 0.0005,
&end
run.sander_md_heat
&entrl
nmropt = 1, ntx =1, irest = 0, ntrx =1, ntxo =1,
ntpr = 100, ntwx = 100, ntf = 2, ntb 1, cut = 9.0,
nsnb = 10, nstlim = 15000, dt = 0.0015, temp0O = 498.0, tempi = 100.0,
tautp = 0.2, vlimit = 20.0, ntp =0, ntc = 2, tol = 0.0005,
&end
&wt
type='TEMPO', istepl=0, istep2=5000,
valuel=100.0, value2=498.0,
&end
run.sander_production
&cntrl
timlim = 999999., iwrap = 1, ntx =7, irest =1, ntpr = 500,
ntwx = 1000, ioutfm = 0, ntwprt = 0, ntwr = 500, ntf =2
ntb =1, cut = 9.0, nsnb =5, ntmin = 1, dx0 = 0.1,
dxm = 0.5, drms = 0.0001, nstlim = 250000, nscm = 500, t = 0.0,
dt = 0.0015, temp0O = 498.0, tautp = 0.5, vlimit = 20.0, ntc =2
tol = 0.00005, fcap = 1.5,

&end
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