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Kapitel 1

Biologische und medizinische
Bedeutung des Proteins cMeCP2
ARBD

Die schnelle Entwicklung automatisierter Sequenzierungsverfahren ermoglichte die
vollstéindige Entschliisselung des iiber 3 x 10° Basenpaare umfassenden menschlichen Ge-
noms (human genome project). Eine der Herausforderungen der néichsten Jahrzehnte wird
es sein, neben der funktionellen Charakterisierung des durch die DNA codierten Proteins
ein Verstdndnis der molekularen Mechanismen zu erlangen, welche die selektive Expres-
sion einzelner Gene steuern. Eng verkniipft mit dieser Fragestellung ist beispielsweise die
enzymatisch gesteuerte Methylierung von DNA. Die Relevanz dieses Prozesses 1d8t sich
an Fehlfunktionen des Methylierungsmechanismus erkennen, welche zu neurologischen Er-

krankungen fithren kénnen. Eine dieser Erkrankungen ist das Rett-Syndrom [Ret66].

Zur biologischen und medizinischen Einordnung des in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Proteins wird in Abschnitt 1.1 eine kurze Einfiihrung in das Vorkommen methy-
lierter DNA und die involvierten Mechanismen gegeben, gefolgt von Abschnitt 1.2, in dem
auf das Rett-Syndrom eingegangen wird. Im Anschlufl (Abschnitt 1.3) erfolgt eine néhere
Charakterisierung des untersuchten Proteins als Teil einer Familie funktionell dhnlicher

Proteine.
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1.1 Methylierte DNA

Methylierung von DNA ist ein weit verbreitetes Phénomen, unter anderem in
Saugetierzellen. Sie tritt fast ausschliefilich an der Position 5 von Cytosinresten auf, die
sich in CpG-Dinucleotiden befinden.! Etwa 70% aller CpG-Motive sind methyliert, wobei
weder die Verteilung der CpG-Dinucleotide noch das Vorliegen von methylierten Cytosin-
resten in der DNA zufillig ist [Coo89]. Auf die gesamte DNA bezogen, sind CpG-Motive
unterreprisentiert?, was mdoglicherweise damit in Verbindung steht, daff sie besonders
anfillig fiir Punktmutationen sind. CpG-Motive werden deshalb auch als hotspots be-
zeichnet. Wird 5-Methylcytosin desaminiert (spontaner Verlust einer Aminogruppe), so
entsteht Thymin, eine in DNA natiirlich vorkommende Base, die von Reparatursystemen
im allgemeinen nicht erkannt wird. Bei Desaminierung von (nichtmethyliertem) Cytosin
entsteht dagegen Uracil (kommt nicht natiirlich in DNA vor), welches von Reparatursy-

stemen gefunden und ersetzt werden kann [Leh94].

Bei der Methylierung von DNA interagieren drei voneinander unabhéngige DNA-
Methyltransferasen (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b). Es wurde gezeigt, da DNMT1 fiir
die Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsmusters wihrend der DNA-Replikation
verantwortlich ist. Im Gegensatz dazu besteht die Funktion der anderen beiden DNA-
Methyltransferasen unter anderem in der Methylierung vorher nicht methylierter Cyto-

sinreste [Bes88|.

Die Methylierung von DNA spielt eine wichtige Rolle bei der Aufteilung des Genoms in
funktionell aktive und inaktive Bereiche; sie werden Euchromatin bzw. Heterochromatin
genannt. Heterochromatin ist im Vergleich zu Euchromatin viel dichter gepackt. Diese
kompakten Bereiche, wie man sie z.B. beim inaktivierten weiblichen X-Chromosom oder
bei parasitirer DNA findet, sind transkriptionell stillgelegt [Bes00]. Defekte Methylie-
rungsmechanismen, hervorgerufen durch Mutationen in den Methyltransferase-Enzymen
fiihren bei Mausen zu letalen Entwicklungsstorungen, wobei der Tod kurz vor oder nach
der Geburt eintritt [Oka99], [Li92].

!Dabei steht C fiir eine Cytosinnucleosid, p fiir die Phosphodiesterbriicke und G fiir ein Guaninnucleo-
sid.

2Etwa 3 x 107 methylierte Cytosinreste, groBtenteils in CpG-Motiven, liegen im Siugetiergenom vor.
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Die Organisation des Chromatins und die Hemmung der Transkription erfolgen enzy-
matisch. Defekte in den involvierten Proteinen koénnen zu Stérungen des gesamten Or-
ganismus fiihren. Eine Krankheit, bei der dieser Zusammenhang gefunden wurde, ist das

Rett-Syndrom.

1.2 Das Rett-Syndrom

Das von Andreas Rett zuerst beschriebene und nach im benannte Rett-Syndrom (MIM
312750) ist nach dem Down-Syndrom die hiufigste Ursache fiir geistige Fehlentwicklun-
gen bei Frauen. Typische Symptome sind unter anderem Demenz, Autismus, Abnahme
des Schiadelwachstums, Stérungen der psychomotorischen Entwicklung sowie stereotype
Bewegungen. Der Krankheitsverlauf 148t sich in vier zum Teil ineinander iibergehende

Phasen einteilen [Hag83], [Ret66]:

e 6.-18. Lebensmonat (Verlangsamungsstadium) Desinteresse, verlangsamtes Kopf-

wachstum

e 1.-4. Lebensjahr (schnelles Destruktiv-Stadium) rasante Entwicklungsregression

2.-10. Lebensjahr (pseudostationdre Phase) Verminderung autistischer Ziige, Kom-

munikationsfahigkeit verbessert sich

10. Lebensjahr bis zum Tod (spétes motorisches Verschlechterungsstadium)

Die Identifizierung des defekten Gens (MECP2, welches das methyl-CpG binding protein
2 codiert), das mit dem Rett-Syndrom im Zusammenhang steht, war schwierig, da die
Krankheit nur sporadisch auftritt. Als Lage des Gens konnte das X-Chromosom ausge-
macht werden, worin auch die Problematik liegt, vom Rett-Syndrom betroffene Patienten
zu finden: Ist ndmlich das MECP2-Gen mutiert und kein diesbeziiglich intaktes homolo-
ges Chromosom vorhanden, wie bei ménnlichen Trigern der Erbkrankheit, so fiihrt das
Rett-Syndrom meist vor der Geburt zum Tod. Bei weiblichen Trigern der Krankheit ist
eine phanotypische Ausprigung davon abhingig, welches der beiden X-Chromosomen in

der Embryonalentwicklung abgeschaltet wurde. In [Lew92] und [Ami99] wurde MECP2
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Abbildung 1.1: Das Protein MeCP2. Dargestellt ist die Sequenz mit den beiden funktionel-
len Dominen (siehe Abschnitt 1.3) und die Mutationen, die bei Patienten mit Rett-Syndrom
gefunden wurden. In Klammern ist die Anzahl der Patienten vermerkt, bei denen diese Mu-
tation auftrat, falls sie von eins abweichend war. Oberhalb der Sequenz sind die Mutationen
eingezeichnet, die zur Verkiirzung des Proteins gefithrt haben [Ami99], [Wan99].

identifiziert und der Zusammenhang zum Rett-Syndrom quantitativ untersucht. In Ab-
bildung 1.1 ist die Sequenz von MeCP2 mit bei Rett-Patienten gefundenen Mutationen
dargestellt.

1.3 Das Protein MeCP2

MeCP2 war das erste Protein aus der Familie der methylbindenden Proteine, dessen Bin-
dung an methylierte CpG-Motive nachgewiesen werden konnte. Es ist ein hiufig vorkom-
mendes chromosomales Protein. Der Nachweis erfolgte durch Immunfluoreszenzmessungen
an Maus- und Rattenzellen [Nan97]. MeCP2 besteht aus zwei funktionellen Doménen (sie-
he auch Abbildung 1.1). Die erste Doméne, MBD (methyl binding domain) genannt, ist fiir
die Bindung des Proteins an methylierte CpG-Motive verantwortlich [Nan93|. Sie befin-
det sich im N-terminalen Bereich des Proteins und umfafit etwa 80 Aminosédurereste. Die
zweite, TRD (transcriptional repression domain), wird fiir die Transkriptionshemmung
in vivo und in vitro bendtigt [Nan97], [Jon98], [Kal00]. Diese Doméne umfafit etwa 100
Aminosédurereste und befindet sich 75 Aminosdurereste hinter der MBD in der Mitte des
Proteins. Durch Sequenzhomologiesuche in Datenbanken beziiglich der beiden funktionel-

len Doménen wurden andere Proteine gefunden, deren Wechselwirkung mit methylierter
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Abbildung 1.2: Mechanismus der Transkriptionshemmung iiber DNA-Methylierung und Histon-
Deacetylierung [Rob00].
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Abbildung 1.3: Die Transkriptionshemmung durch intaktes MeCP2 [Raz98].

DNA nachgewiesen werden konnte. Eine Liste dieser Proteine ist in Tabelle 1.1 und in
Abbildung 1.4 gegeben. MBD4 nimmt hierbei eine Sonderstellung ein. Seine Funktion
liegt im Austausch von (C™pG)-(TpG)-Motiven zu (C™pG)-(C™pG)-Motiven, wihrend
die anderen Mitglieder der Familie an der Hemmung der Transkription beteiligt sind. Die
Reparaturfunktion von MBD4 beruht auf der Wechselwirkung mit dem DNA mismatch
repair Protein, MLH1.

Die dreidimensionale Struktur der methylbindenden Domiéne von MeCP2 aus der Rat-
te [Wak99] sowie von menschlichem MBD1 [Ohk99] ist bekannt (siehe Abbildung 4.2). Bis
auf geringe Unterschiede besitzen sie eine dhnliche Gestalt. Die Rolle von MeCP2 bei der
Hemmung der Transkription beim Vorliegen von methylierter DNA 148t sich folgender-
maflen beschreiben: Ist RNA- Polymerase unter Mitwirkung der Transkriptionsfaktoren
aktiv, so liegt das Chromatin in einer nicht gepackten Form vor und die Termini der
zentralen Histone H3 und H4 sind zu einem Grofteil acetyliert. Unter Einwirkung von
DNA-Methyltransferase entstehen methylierte CpG-Motive, an die methylbindende Pro-
teine, wie MeCP2 binden. Unter dieser Voraussetzung kann das Protein mSin3A an die
TRD binden, die Histon-Deacetylasen 1 und 2 (HDAC1,2) fithren unter Mitwirkung des
Proteins RbAp48 zur Deacetylierung der Histone H3 und H4. Dies hat eine Struktur-

verdnderung hin zu einer dichteren Packung des Chromatins zur Folge, was die Inaktivie-
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Name Léange Bindung Aktivtét WW-Partner
MBD1 (PCM1) 636 (C™pG)-Paar  Repression ?
MBD2a/b 414/262 (C™pG)-Paar  Repression HDAC1,2
MBD3 285 (C™pG)-Paar  Repression HDAC1,2
MBD4 (MED1) 554 (C™pG)-(TpG) Reparatur MLH1
MeCP2 486 (C™pG)-Paar  Repression HDACSs, mSin3A, u.a.

Tabelle 1.1: Die Familie der methylbindenden Proteine. Die Linge, in Aminoséiureresten gemes-
sen, bezieht sich auf das im Menschen vorkommende Protein. MBD4 kann (C™pG)-(TpG) in ein
(C™pG)-Paar iiberfithren (— Reparatur). Repression steht fiir die Hemmung der Transkription.
Die Wechselwirkungspartner (WW-Partner) sind im Text niher erklirt.

rung der Transkription nach sich zieht. Diese Reaktionskette ist in Abbildung 1.2 und 1.3

schematisch dargestellt.

In diesem Zusammenhang ist ein anderes Protein, das ARBP (attachment region bin-
ding protein) zu nennen, welches die Fihigkeit besitzt, an sogenannte MARs bzw. SARs
(matriz attachment regions bzw. scaffold attachment regions) zu binden [Kri91]. MARs
bzw. SARs sind Bereiche der DNA, in denen eine H#dufung von AT-Motiven vorliegt,
die iiber Proteine wie ARBP an die Kernmatrix® gebunden sein kénnen.* Die Linge der
MARSs kann bis zu mehreren Tausend Basenpaaren betragen. MARs liegen hiufig in Be-
reichen der DNA-Sequenz, die an der Genregulation beteiligt sind. Durch Experimente an
Mauszellen konnte gezeigt werden, daf} in einigen Féllen SARs bei der Transkription ihnen
benachbarter Gene eine Rolle spielen [Lod99]. MAR- bzw. SAR-bindende Proteine stellen
somit neben den Histonen eine zweite Proteinklasse dar, die zum einen fiir die strukturelle
Organisation der DNA verantwortlich sind, und zum anderen am Transkriptionsprozefl
beteiligt sind. In [Wei97] wurde gezeigt, dal ARBP aus dem Huhn zu MeCP2 aus der
Ratte (rMeCP2 -rat MeCP2) homolog ist.? In [Wei97] wurde unter anderem das Bindungs-

verhalten von ARBP an verschiedenen DNA-Konstrukten untersucht. Es konnte nachge-

3Die Kernmatrix (scaffold) besteht aus Proteinen; die Struktur der Kernmatrix ist der des Chromosoms
in der Metaphase #hnlich. Sie bleibt auch bei Wegfall der DNA (durch Verdauung durch Nukleasen)
erhalten [Lod99).

4Befindet sich die Zelle in der Interphase bzw. Mitose so spricht man von MARs bzw. SARs.
®In [Str99] wurde ARBP aus dem Huhn ¢MeCP2 genannt.
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MBD1 MAED\BI\SILDCPALG PGm\I\ISKRREVFRKSI(IJSATCGRSDTY1$QSPTGDRIRBSSKVELTRYLGNPSACDLTL— - —I—SSFDFK—Q(}ILIC65
MBD2a/b ESGKRMDCPALPPGWKKEEVIRKSGLSAGKSDVYYFSPSGKKFRSKPQLARYLGNTVDLSS----FDFR-TGKMM
MBD3 MERKRWECPALPQGWEREEVPRRSGLSAGHRDVFYYSPSGKKFRSKPQLARYLGGSMDLST----FDFR-TGKML
MBD4 ATAGTECRKSVPCGWERVVKQRLFGKTAGRFDVYFYSPQGLKFRSKSSLANYLHKNGETSLKPEDFDFTVLSKRG
MeCP2 DRGPMYDDPTLPEGWTRKLKQRKSGRSAGKYDVYLINPQGKAFRSKVELIAYFEKVGDTSLDPNDFDFTVTGRGS

Abbildung 1.4: Sequenzen der Bindungsdomdne der verschiedenen menschlichen methylbinden-
den Proteine. Die Numerierung bezieht sich auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Doméne von MeCP2 (cMeCP2 ARBD).

wiesen werden, daf§ eine Bindung zu einem Satelliten-DNA-Fragment (234 Basenpaare)
der Maus, einem MAR-Fragment aus Hiithner-Lysozym (235 Basenpaare) und mehreren
repetitiven DNA-Fragmenten aus dem Huhn vorliegt. In diesen Bindungstudien konn-
te eine minimale Doméne von 125 Aminosdureresten (attachment region binding domain
(ARBD) )identifiziert werden, die zur Bindung an MARs nétig ist. Bei einer Verkiirzung
verliert die Doméne ihre Affinitdt zu DNA. Bei diesen Studien wurde auch das Bindungs-
verhalten der methylbindenden Doméne von MeCP2 allein untersucht. Das verwendete
Konstrukt war am N- bzw. C-Terminus um sieben bzw. neun Aminosiurereste gegeniiber
der in [Wak99] beschriebenen Domine (rMeCP2 MBD) verléngert. Es zeigte sich, daf§ die-
se Doméne nicht an MARs bindet. Bei Verwendung von ARBP und einem DNA-Fragment
mit einem methylierten CpG-Motiv aus Satelliten-DNA der Maus wurden zwei bis fiinf
mal hohere Bindungsaffinititen als fiir die nicht methylierte DNA gemessen. In Abbildung
1.5 ist die Sequenz von ARBP (Aminoséurerest 48 bis 232), von menschlichem MeCP2
(hMeCP2) und von rMeCP2 dargestellt. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung
der Struktur der oben beschriebenen Doméne von 125 Aminosiureresten aus cMeCP2.
Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Bindungsstudien beziiglich des Protein-DNA-
Komplexes kam ein Fragment der in [Wei97] verwendeten Satelliten-DNA der Maus zum

Einsatz. Die Sequenz des verwendeten Konstrukts ist in Abbildung 2.3 gezeigt.

Anhand der hochaufgelésten Struktur von cMeCP2 ARBD sollten sich mégliche Inter-
aktionsstellen mit DNA vorhersagen lassen. Ein Vergleich mit der Struktur von rMeCP2
MBD und MBD1 MBD ist in diesem Zusammenhang sinnvoll, um Gemeinsamkeiten in-
nerhalb der Familie der methylbindenden Proteine aufzuzeigen, was Strukturvorhersagen

fiir die anderen Mitglieder der Familie ermdglichen sollte. Weiterhin stellt die Struktur
von cMeCP2 ARBD die Grundlage dafiir dar, die Bindung des Proteins an DNA auf ato-
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L] L) ssstanene L I EE XS RR LA TN RN RY X
ARBP  E-AEPSG---AEPAEAGKADGSGGTAAAPAVPEASASPKQRRSIIRDRGP 94
rMeCP2 EPLQPSAHHSAEPAEAGKAETSESSGSAPAVPEASASPKQRRSIIRDRGP 93
hMeCP2 EPVQPSAHHSAEPAEAGKAETSEGSGSAPAVPEASASPKQRRSIIRDRGP 93

TR XY EI RIS RS RRESRI SRR ISR FOL R N AL A AR L L0 R J
ARBP  MYDDPTLPEGWTRKLKQRKSGRSAGKYDVYLINPQGKAFRSKVELIAYFE 144
rMeCP2 MYDDPTLPEGNTRKLKQRKSGRSAGKYDVYLINPQGKAFRSKVELIAYFE 143
hMeCP2 MYDDPTLPEGWTRKLKQRKSGRSAGKYDVYLINPQGKAFRSKVELIAYFE 143

SRS NOBRINENESEORTRRORNO SN 2080 SO0 40 SeBRessss

ARBP  KVGDTSLDPNDFDFTVTGRGSPSRREQRPPKKAKSPKSPGSGRGRGRPKG 194
rMeCP2  KVGDTSLOPNDFDFTVTGRGSPSRREQKPPKKPKSPKAPGTGRGRGRPKG 193
hMeCP2 KVGDTSLDPNDFDFTVTGRGSPSRREQKPPKKPKSPKAPGTGRGRGRPKG 193

—_— -

L 1]
LK ] L ] a0 e [ 3 *
ARBP  GGGGGGGGECGEGGEGGGERVGGGGGE - -RVRAAA -~~~ -~~~ - ERGGGR 232
rMeCP2 SG-————————————————mm-no- TGRPKAAASEGVQVKRVLEKSPGK 219
hMECP2  §G--~-mmrmmmmem <o m e m e mm o TTRPKAATSEGVQVKRVLEKSPGK 219
]

Abbildung 1.5: Sequenzausschnitt von ARBP, rMeCP2 und hMeCP2 [Wei97]. Mit Punkten
markierte Aminosiurereste sind identisch bei ARBP und rMeCP2, die durchgezogene und die un-
terbrochene Linie bezeichnen einen Sequenzbereich von 125 Aminosiureresten, bei dem 96,8%ige
Sequenzidentitit zwischen ARBP und rMeCP2 besteht. Diese Doméne von ARBP, als cMeCP2
ARBD bezeichnet, wird in der vorliegenden Arbeit untersucht.

marer Ebene zu untersuchen. Von besonderem Interesse ist dabei der Vergleich zwischen

methylierter und nicht methylierter DNA.



Kapitel 2

Materialien und verwendete

NMR-Methoden

2.1 Bedeutung der NMR-Spektroskopie zur Auf-
klarung der Struktur von cMeCP2 ARBD als

biologisches Makromolekiil

Bedingt durch die grofien Fortschritte bei der DNA-Sequenzierung ist die Primérstruktur
vieler biologischer Makromolekiile mittlerweile bekannt. Die Funktion eines Protein héngt
allerdings eng mit seinem dreidimensionalen Aufbau, d.h. seiner Sekundar- und Ter-
tidrstruktur zusammen. Der Zusammenhang zwischen der Proteinstruktur und der Ami-
nosduresequenz des Proteins ist noch nicht hinreichend bekannt, um von der Sequenz
allein auf die Struktur zu schlieflen. Die Struktur eines Proteins bleibt deshalb zwar nicht
unzuginglich, erfordert aber die Untersuchung des Proteins auf atomarem Niveau. Zur
Bestimmung der Struktur eines Proteins stehen im wesentlichen zwei unterschiedliche Me-
thoden zur Verfiigung. Zum einen ist dies die Réntgenkristallographie an Einkristallen,

zum anderen die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) an Lisungen.

Andere Methoden, wie die Neutronenbeugung spielen eine untergeordnete Rolle und
kommen nur in speziellen Féllen zum Einsatz. In diesem Zusammenhang ist darauf hinzu-

weisen, dafl die Festkorper-NMR-Spektroskopie aufgrund neuerer methodischer Entwick-
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lungen zunehmend an Bedeutung bei der Charakterisierung von Membranproteinen und

Proteinaggregaten gewinnt [Hon99], [Les98], [Rei00].

Ein Grofiteil der bisher bekannten Strukturen biologischer Makromolekiile wurde

rontgenkristallographisch bestimmt. Dies hat unter anderem folgende Griinde:

e Im Vergleich zur NMR-Spektroskopie ist die Strukturbestimmung von Proteinen
mittels Rontgenkristallographie die wesentlich &dltere Methode. Bereits 1959 wur-
de die dreidimensionale Struktur eines Proteins (Hamoglobin, Molekulargewicht: ~
60 kDa) Rontgen-kristallographisch mit atomarer Auflssung bestimmt. Erst etwa
30 Jahre spiter wurde die Struktur von BPTI (Rinderpankreas-Trypsin-Inhibitor,
Molekulargewicht: ~ 8 kDa) mittels Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie gelst.!

e Es gibt keine prinzipielle obere Grenze beziiglich der Molekiilgrofle fiir die
Rontgenkristallographie im Gegensatz zur Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie als Un-
tersuchungsmethode. Dort lag die Obergrenze bis vor kurzem bei einem Moleku-
largewicht von etwa 20-30 kDa. Diese Grenze konnte durch Einfiihrung der soge-
nannten Transverse Relazation Optimized Spectroscopy (TROSY) [Per97] wesentlich

nach oben verschoben werden.

e Ist die Zucht eines Einkristalls moglich, so ist der zeitliche und finanzielle Aufwand
zur Bestimmung einer Struktur mit atomarer Auflésung wesentlich geringer als bei

der Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie.
Andererseits weist die Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie einige wichtige Vorteile auf:

e Die Untersuchung von Biomolekiilen in geléster Form unter annidherend physiolo-
gischen Bedingungen (pH-Wert und Ionenkonzentration des Puffers) ist nur mit
Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie mdoglich.

e Die  zeitlimitierende  Gréfle  bei  der  Strukturbestimmung  mittels

Rontgenkristallographie ist die Kristallisation des Proteins. Dieser rein empi-

!Die routineméBige Bestimmung von Proteinstrukturen mittels NMR-Spektroskopie erfordert einer-
seits mehrdimensionale NMR-Experimente und andererseits isotopenmarkierte Proteine (die verwende-
ten Isotope sind meist 1>C und '5N) in ausreichenden Mengen (vorzugsweise mehrere Hundert Microliter

Losung bei Konzentrationen im millimolaren Bereich).
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rische Schritt gelingt h#dufig nur unter unphysiologischen pH-Bedingungen, was
die Deutung der Struktur des Proteins hinsichtlich seiner Funktion unter anderen

(physiologischen) Bedingungen erschwert.

e Dynamische Prozesse, inbesondere die eigentliche Faltung des Proteins,
148t sich mit Hilfe der Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie im Gegensatz zur

Rontgenkristallographie iiber weite Zeit- und Frequenzbereiche studieren.

e Wechselwirkungen verschiedener Molekiile konnen mit NMR-Spektroskopie relativ
einfach auf atomarer Ebene untersucht werden. Dies findet besonders bei der phar-

makologischen Wirkstoffentwicklung Anwendung.

e Durch neuere Entwicklungen auf dem Gebiet der Biochemie und Genetik ist es
moglich eine Vielzahl von Proteinen isotopenmarkiert in einem hohen Reinheitsgrad

herzustellen.

Hinsichtlich der Untersuchung der Struktur von cMeCP2 ARBD im nativen und im DNA-
gebundenen Zustand erscheint daher die Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie als die geeig-
netere Untersuchungsmethode. Rontgenkristallographische Untersuchungen an cMeCP2
ARBP sind bisher weder im nativen noch im DNA-gebundenen Zustand durchgefiihrt
worden, iiber die Kristallisation des Proteins ist ebenfalls nichts bekannt. Mit einem Mo-
lekulargewicht von ca. 15,4 kDa im nativen Zustand und ca. 25 kDa im DNA-gebundenen
Zustand mit einem geeignete Oligonucleotid von 15 Basenpaaren (siehe Abschnitt 2.3) ist
dieses Protein Fliissigkeits-NMR-spektroskopischen Untersuchungen zugénglich. Dabei ist
insbesondere beim DNA-gebundenem Komplex zu bemerken, daff wegen seines Moleku-
largewichtes die Anwendung von TROSY-Experimenten sinnvoll erscheint. Im Rahmen
einer Kooperation mit Herrn Prof. W. H. Stritling vom Universitidts-Krankenhaus Eppen-
dorf (Hamburg) war es moglich, cMeCP2 ARBD isotopenmarkiert in hoher Reinheit zu
erhalten. Weiterhin bietet die Verwendung der Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie als Un-
tersuchungsmethode den Vorteil, daf sich die Untersuchung des Protein-DNA-Komplexes

relativ einfach an die Untersuchung des Proteins anschliessen 1:8t.

Im Abschnitt 2.2 werden einige Arbeiten vorgestellt, die den eigentlichen Untersu-
chungen an cMeCP2 ARBD voran gingen. Dabei handelt es sich um allgemeine Betrach-

tungen zur Linienbreite (Abschnitt 2.2.1) und zur partiellen Deuterierung von Proteinen
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(Abschnitt 2.2.2). Die sich anschliefenden Abschnitte (2.3 und 2.4) behandeln die Pro-
benpréiparation, die Aufnahmebedingungen, die Spektren-Aufnahme und -Visualisierung.
Daran schlie8t sich die Beschreibung der Methoden an, welche zur Weiterverarbeitung
der gesammelten und vorverarbeiteten spektroskopischen Daten verwendet wurden (Ab-

schnitt 2.5 und 2.6).

2.2 Methodische Vorarbeiten

Neben der '°N- und '*C-Isotopenmarkierung von Proteinen ist es auch mdoglich, 'H-
Atome im Protein durch 2H-Atome zu ersetzen. Die Deuterierung von Proteinen be-
einflult in Abhéngigkeit vom Deuterierungsgrad die Durchfiihrbarkeit von Fliissigkeits-
NMR-Experimenten. Einerseits sollte sich die Qualitdt der Spektren hinsichtlich der Li-
nienbreite erhéhen, da 2H-Kerne im Gegensatz zu 'H-Kernen ein wesentlich geringeres
gyromagnetisches Verhéltnis aufweisen und dadurch der Einflufl der magnetischen Dipol-
Dipol-Wechselwirkung auf die transversale Relaxationszeit minimiert wird. Andererseits
wird die Anwendbarkeit vieler typischer Fliissigkeits-NMR-Experimente eingeschrénkt,
da die 'H-Kerne hiufig fiir den Magnetisierungstransfer bzw. zur Detektion der Signa-
le benutzt werden. In diesem Zusammenhang sind daher Uberlegungen zur Linienbreite
(Abschnitt 2.2.1) mit besonderem Augenmerk auf den Einflufl des Deuterierungsgrades
(Abschnitt 2.2.2) angestellt worden.

Eingangs sind noch einige Begriffe zu definieren, welche in den nachfolgenden Ab-
schnitten Verwendung finden. Die hier besprochenen Fliissigkeits-NMR-Experimente ba-
sieren auf der sogenannten gepulsten fourier transform-(FT-)Spektroskopie. Im Gegensatz
zur frither verwendeten continuous wave- (CW-)Spektroskopie erfolgt die Aufnahme des
Spektrums nicht wiahrend der kontinuierlichen Variation des Magnetfeldes oder der Fre-
quenz, sondern nach Einstrahlung von radio frequency-(rf-)Pulsen bei konstantem dufleren
Magnetfeld. Das Anregungsprofil des Pulses ergibt sich durch Fouriertransformation der
Funktion, die die rf-Amplitude in Abhéngigkeit von der Zeit beschreibt. Im thermischen
Gleichgewicht steht die makroskopische Magnetisierung in Richtung des dufleren Ma-
gnetfeldes (im allgemeinen als zRichtung bezeichnet). Unter dem Einflu} eines rf-Pulses

kommt es zum Aufbau eines effektiven Magnetfeldes unter dessen Einflu} die Magnetisie-
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rung aus der z-Richtung heraus gedreht wird. Steht die Magnetisierung nach Einwirkung
des Pulses senkrecht bzw. antiparallel zur zRichtung, so bezeichnet man den Puls, der
dies bewirkt hat als 90°-(7/2)- bzw. 180°-(7)-Puls.

2.2.1 Uberlegungen zur Linienbreite in HSQC- bzw. TROSY-

Experimenten

Im sogenannten HSQC-Experiment (Heteronuclear Single Quantum Coherence) wird Ma-
gnetisierung vom Spin [ mittels eines INEPT-Schrittes (Insensitive Nuclei Enhanced by
Polarization Transfer) zum Spin S transferiert.? Dort entwickelt sich die Magnetisierung
unter dem EinfluBl des effektiven Magnetfeldes wéihrend der Zeit ¢;. In einem zweiten
INEPT-Schritt wird die Magnetisierung wieder zuriick auf Spin I transferiert und an-
schlieflend detektiert (¢5). Das HSQC-Experiment ist schematisch als Pulssequenz in Ab-
bildung 2.2 dargestellt. Da 'H-Kerne dem Betrag nach ein etwa zehnmal bzw. viermal
grofleres gyromagnetisches Verhiltnis besitzen als >N- bzw. 3C-Kerne, wird fiir den Spin
I meist der 'H-Kern und fiir den Spin § der °N- bzw. ¥*C-Kern gewihlt.?

Fiihrt man ein Experiment aus, in dem nur die in Abbildung 2.2 schwarz dargestellten
Pulse eingestrahlt werden, so ergibt sich fiir ein isoliertes, skalar gekoppeltes Zweispin-
system (z.B. 'Hy und *N) ein Spektrum wie in Abbildung 2.3a. Verursacht durch die
skalare Kopplung* zwischen dem 'Hy-Atom und dem '?N-Atom kommt es zu einer Auf-
spaltung des Signals in der ?N- ebenso wie in der 'H-Dimension. Man spricht von einem
nicht entkoppelten 'H-?N-HSQC-Spektrum. Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 2.1
das Termschema eines isolierten Zweispinsystems (7,5=1/2, z.B. 'H und '°N) unter dem
Einflu} der Zeemann-Wechselwirkung (WW) und zusétzlich unter dem Einfluf} der J-

Kopplung zwischen den beiden Kernen dargestellt.

Fiihrt man das gleiche Experiment durch, implementiert aber zusétzlich die grau unter-

’Die genaue Wirkungsweise des INEPT-Schrittes ist [Cav95] zu entnehmen.

3Fiir die gyromagnetischen Verhéltnisse «y einiger fiir die NMR-Spektroskopie relevanter Kerne gilt:
H: v ~ 2,6752 x 108, 2H: v ~ 4,107 x 107, N: v &~ —2,712 x 107, '3C: v ~ 6,728 x 107, *'P: v ~
1,0841 x 10® (Werte entnommen aus [Cav95]).

“hiufig auch als J-Kopplung bezeichnet
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reine Zeemann WW Zeemann WW
(keine J-Kopplung) mit J-Kopplung
3
1-2 1-3 > 1-2 34 1-3 24
3-4 2-4 >
Oy 0, . O, O, .

Abbildung 2.1: Darstellung des Termschemas zweier isolierter Spin-1/2-Kerne. Die Zeemann-
Wechselwirkung (WW) bewirkt eine Aufspaltung der Energieniveaus (links), welche eine Ver-
schiebung aufgrund der J-Kopplung (rechts) erfahren (Details sind [Cav95] zu entnehmen).

INEPT

. 0 x
I DI DI t,/2 o t,/2 5 =
s s IJ Entkopplung

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des HSQC-Spektrums in Form einer Pulssequencz.
m/2-Pulse (m-Pulse) sind durch schmale (breite) Balken symbolisiert. 7 = ﬁ, mit der skalaren

Kopplung Jrg zwischen Spin I und Spin S. Uber den Pulsen sind die Phasen vermerkt; es gilt:
b1 = (x,X), ¢p2 = 2(x), 3 = 4(y), 4(-y). Weitere Informationen sind dem Text und [Cav95] zu
entnehmen. (Der 2. INEPT-Schritt wurde nicht optisch hervorgehoben.)

legten Pulse®, so ergibt sich ein Spektrum, das dem in Abbildung 2.3b entspricht. Durch
den grau unterlegten m-Puls zur Zeit ¢;/2 wird Spin I vom Spin S entkoppelt. Eine wei-
tere Entkopplung unterdriickt den Einflul der J-Kopplung der beiden Spins wéhrend der
Aufnahmezeit t,. Man spricht von einem entkoppeltem 'H-'°N-HSQC-Spektrum.

Betrachtet man Abbildung 2.3a niher, so erkennt man, daf die vier Signale in bei-
den Dimensionen unterschiedlich grofie Linienbreiten aufweisen (siehe z.B. [Gol84]). Ein
Signal des Quartetts weist in beiden Dimensionen eine relativ geringe Linienbreite auf.
Im Jahre 1997 wurde das TROSY-Experiment entwickelt, welches auf der Selektion dieses
schmatlen Signals beruht [Per97]. Es ergibt sich ein Spektrum, das dem in Abbildung 2.3¢

5Die Entkopplung wihrend der Aufnahme besteht meistens aus mehreren Pulsen. Typische Pulsse-

quenzen fiir die Entkopplung sind z.B. waltz16 oder mlev.
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Abbildung 2.3: Ausschnitte aus einem (a) nichtentkoppelten ' H-'S N-HSQC-Spektrum, (b) ent-
koppelten ' H-® N-HSQC-Spektrum und (c) 'H-'> N-TROSY-Spektrum (Abbildung entnommen
aus [Per97]). Rechts (unterhalb) der Spektren sind die chemischen Verschiebungen fiir °N
(*H) in ppm aufgetragen. Links (oberhalb) der Spektren sind die Differenzen der chemischen
Verschiebungen fiir 1°N ('H) normiert auf das entkoppelte 'H-!>N-HSQC-Spektrum in Hertz
aufgetragen.

entspricht. Die '°N- sowie die 'H y-Linienbreite werden im wesentlichen durch transversa-
le Relaxation bestimmt, welche mit der Molekiilgrofle zunimmt. Den Hauptanteil tragen
die Dipol-Dipol-Wechselwirkung (DD) und die Anisotropie der chemischen Verschiebung
(CSA) bei [Per97].

2.2.1.1 Die "N-Linienbreite

Fiir die '®N-Linienbreite (Avgsgce(**N)) und (Avrrosy (°N)) eines isolierten, skalar ge-

koppelten Zweispinsystems (!Hy und '°N) ergibt sich [Per97], [Fus99]:°

Avisoc(PN) = % (@ + ) - (47(0) + 3J (wy)) (2.1)
AVTRogy(lsN) = % . (d2 + C?V + dCN . (3 COS2 6 — 1)) . (4J(0) + 3J(CL)N)) (22)

Der DD-Term d und der CSA-Term cy sind gegeben durch:

po h 1
g = Mo h L 2.
Ar on NH R (2:3)
Ao
CN = ’)/N . —3N . B() (24)

5fiir Aoy < 0
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Hierbei bezeichnet w die Lamor-Frequenz, § den Winkel zwischen der zz-Achse des
Tensors der magnetischen Abschirmung (CSA-Tensor) von '*N und dem Kernverbin-
dungsvektor 7yy sowie Aoy die Anisotropie der chemischen Verschiebung (mit Ao =
02z — (0yy + 042)/2; hierbei stehen die oy; fiir die Hauptwerte des CSA-Tensors). Weiterhin
bezeichnet p, die magnetische Permeabilitdt des Vakuums, h das Plancksche Wirkungs-
quantum und By das #uflere Magnetfeld in Tesla. Fiir die spektrale Dichtefunktion J(w)

eines starren, sphérischen Proteinmolekiils gilt:

27,

Jw) = 3 1+ (w)?)

(2.5)

Dabei bezeichnet 7, die Korrelationszeit fiir die isotrope Umorientierung des Molekiils
in Losung. Sie ist unter anderem von der Gréfle des betrachteten Molekiils abhéngig und
steigt mit wachsender Molekiilgrole. In den gezeigten Simulationen wurde durchgehend
7. = 10 ns verwendet,” was einem sphirischen Protein mit einem Molekulargewicht von
etwa 25 kDa bei einer Temperatur von 298 K in Wasser entspricht. Fiir die Linge des
Kernverbindungsvektors 7y y wurde in allen Simulationen 0,102 nm verwendet. Der Ein-
flu von 7, auf die !>N-Linienbreite ist aus Abbildung 2.4 ersichtlich.® Der Unterschied
zwischen der 'N-Linienbreite beim 'H-'>’N-TROSY- und dem 'H-"’N-HSQC-Experiment

nimmt mit steigender Molekiilgréfie kontinuierlich zu.

Die exakte Gleichung fiir die Linienbreite weist noch andere spektrale Dichteterme
auf, welche von Kreisfrequenzen grofler als wy abhéngig sind; diese wurden auf Grund
ihres geringen Einflusses auf die 1°N-Linienbreite in den Simulationen nicht beriicksichtigt
[Fus99].

In [Fus98] wurde die Anisotropie der chemischen Verschiebung von N und der Winkel
6 in Abhingigkeit von der Aminosiduresequenz fiir menschliches Ubiquitin bestimmt. Die
Werte fiir die Anisotropie der chemischen Verschiebung von N lagen zwischen -125 und
-216 ppm mit einem Mittelwert von -157 4+ 19 ppm. Fiir den Winkel # werden Werte von
6 bis 26° (Mittelwert 15,7 £+ 5°) angegeben. Diese Werte dienten als Anhaltspunkt fiir

"mit Ausnahme von Abbildung 2.4

8 Unter den gleichen Annahmen wie oben, entspricht 7, = 20 ns und 7, = 40 ns einem Molekulargewicht
von 50 kDa bzw. 100 kDa.



2.2. METHODISCHE VORARBEITEN 18
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Abbildung 2.4: Simulation der ‘5 N-Linienbreite in Hertz in Abhingigkeit vom angelegten Ma-
gnetfeld By in Tesla bei verschiedenen Werten fir 7.. (1) stellt die Magnetfeldabhingigkeit von
Gleichung (2.1) und (2) die von Gleichung (2.2) dar. Fiir (1) und (2) wurde § =0° angenom-
men. Bei (a), (b) und (c) wurde 7. =10 ns, 20 ns bzw. 40 ns gewahlt. Fiir Aoy wurde in allen
Rechnungen ein Wert von -160 ppm gewéhlt.

die Simulationen der °N-Linienbreite in diesem Abschnitt. Die Magnetfeldabhingigkeit
der ' N-Linienbreiten ist durch Gleichung (2.1) und (2.2) bestimmt und in Abbildung 2.5
graphisch dargestellt. Sind die zzAchse des CSA-Tensors des ®N und der Kernverbin-
dungsvektor 7y parallel (6 = 0), so ergibt sich bei einen Wert von -160 ppm fiir Aoy
im 'H-'N-TROSY-Experiment eine °N-Linienbreite von 0 Hertz bei einem Magnetfeld
von etwa 25 Tesla (T). Im entkoppelten 'H-'SN-HSQC-Experiment ergibt sich bei dieser
Feldstiirke eine °N-Linenbreite von etwa 6,5 Hz. Ein Minimum der Linienbreite im ent-
koppelten 'H-1N-HSQC-Experiment ist bei einem Magnetfeld von etwa 9,4 T zu finden
(in Abbildung 2.5 Graph (1) und (2)).° Wird ein Wert von 17° fiir  angenommen, so ver-
schiebt sich das Minimum von (2) zu kleineren Feldern hin (von etwa 25 T auf 20,4 T) und
der Wert fiir die minimale Linienbreite erh6ht sich von 0 auf etwa 1,2 Hz (in Abbildung 2.5
Graph (3)). In Abbildung 2.6 ist die '°N-Linienbreite beim *H-'?N-TROSY-Experiment
in Abhingigkeit vom &ufleren Magnetfeld fiir unterschiedliche Werte von § und Aoy ge-
zeigt. Fiir steigende Werte von 6 bei konstantem Aoy (-160 ppm) verschiebt sich die

minimale Linienbreite zu niedrigerem Feld (von etwa 24 T bei § = 5° zu etwa 16 T bei

9zur Orientierung: Protonenresonanzfrequenzen von 800, 600 und 500 MHz entsprechen Magnetfeldern
von ungefihr 18,8 T, 14,1 T und 11,7 T.
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Abbildung 2.5: Simulation der 5 N-Linienbreite in Hertz in Abhingigkeit vom angelegten Ma-
gnetfeld By in Tesla. (1) stellt die Magnetfeldabhiingigkeit von Gleichung (2.1) und (2) die von
Gleichung (2.2) dar. Fiir (1) und (2) wurde € als Null angenommen. (3) stellt Gleichung (2.2)
mit @ =17° dar. Fiir Aoy wurde in allen Rechnungen ein Wert von -160 ppm gewéhlt.

[ ,=-160 ppm

. (=250 I ,=-220 ppm
5
T T
E" 6 =17 E-’ .
‘s ‘s
e o 2
o [#5 @ 3
£ =
= - 5 [ ,=-100 ppm
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
B,/ T B/T

Abbildung 2.6: Simulation der '® N-Linienbreite in Hertz in Abhingigkeit vom angelegten Ma-
gnetfeld By in Tesla bei variierenden Werten fiir 6 und Aoy im ' H-Y> N-TROSY-Ezperiment.
Bei der Variation von # (Links in der Abbildung) wurde fiir Aoy ein Wert von -160 ppm gewéhlt.
Bei der Variation von Aoy (Rechts in der Abbildung) wurde fiir den Winkel 8 ein Wert von 5°
gewéihlt.
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6 = 25°) und der Wert des Minimums steigt von unter 0,5 Hertz bei §# = 5° auf iiber 2
Hertz bei § = 25° (linker Teil der Abbildung 2.6). Erhéht man Aoy bei festem 6 (5°), so
verschiebt sich das Minimum zu niedrigeren Feldern (von etwa 32,5 T bei Aoy = —100
ppm zu etwa 14,7 T bei Aoy = —220 ppm) und die Variation der Linienbreite bei sich
anderndem Magnetfeld nimmt zu, wobei sich der Wert fiir die minimale Linienbreite nicht
dndert (rechter Teil der Abbildung 2.6).

2.2.1.2 Die !Hy-Linienbreite

Unter den gleichen Annahmen wie in Abschnitt 2.2.1.1 ergibt sich die 'Hy-Linienbreite
prinzipiell analog zur ’N-Linienbreite keiner der Spektraldichteterme vernachlissigt wer-
den darf [Per97]. Fiir die 'Hy-Linienbreite im 'H-'N-HSQC- und im 'H-'>N-TROSY-
Experiment (Avgsge(*H) und Avrgosy (FH)) ergibt sich unter Annahme rein transver-
saler Relaxation nach [Per97] und [Fus99]:°

Avisoo("H) = % (@) - (47(0)+3T (wn))

+d? (J (wir—wn) +3J (W) +6.J (wir+wy))+3ck T () (2.6)
AVTRosy(lH) = % . ((d2+cz+dCH . (3 COS2 9—1)) : (4J(0)+3J(WH))

+d? (J (wir—wn) +3J (W) +6J (wr+wy))+3ck T () (2.7)

Der DD-Term d ist durch Gleichung (2.3) gegeben und der CSA-Term cp ergibt sich
analog aus Gleichung (2.4). Fiir Gleichung (2.6) und (2.7) gelten die gleichen Annahmen
wie in Abschnitt 2.2.1.1. § bezeichnet den Winkel zwischen der zz-Achse des CSA-Tensors

des 'Hy und dem Kernverbindungsvektor 7.

Fiir die Anisotropie der chemischen Verschiebung von 'Hy (Aoy) sind, wie fiir Aoy,
Werte fiir menschliches Ubiquitin sequenzabhéngig bestimmt worden [Tja97b]. Sie variie-
ren von etwa 0,5 ppm bis etwa 14,5 ppm. In [Ger93] wurde unter anderem der Winkel 6 an
einer Modellaminosidure gemessen. Es ergab sich ein Winkel von ca. 0° bei einem Fehler

von 9°. Diese Werte dienten als Ausgangspunkt fiir die Simulationen der 'H y-Linienbreite

Ofiir Ao > 0
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Abbildung 2.7: Simulation der ' Hy-Linienbreite in Hertz in Abhdngigkeit vom angelegten Ma-
gnetfeld By in Tesla im 'H-'SN-HSQC-Ezperiment (obere Graphen) und im 'H-'SN-TROSY-
Ezperiment (untere Graphen). Mit Werten fiir Aoy von 5 ppm (a), 10 ppm (b) und 15 ppm

(c).

in diesem Abschnitt. In Abbildung 2.7 sind die 'H y-Linienbreiten im 'H-*N-HSQC- und
im 'H-"N-TROSY-Experiment fiir verschiedene Werte der Anisotropie der chemischen
Verschiebung des 'H-Atoms gegeniibergestellt. Fiir eine Protonenresonanzfrequenz von
800 MHz (=~18,8 T) unterscheiden sich *H-'>N-HSQC- und 'H-"*N-TROSY-Experiment
beziiglich der 'Hy-Linienbreite um 1,6 Hz, 3,1 Hz bzw. 4,7 Hz fiir Aoy Werte von 5,
10 bzw. 15 ppm. In Abbildung 2.8 ist die 'Hy-Linienbreite abgeleitet aus 2.7 ('H-'°N-
TROSY-Experiment) abhéngig vom dueren Magnetfeld fiir verschiedene Werte fiir Aoy
und 6 dargestellt.

Wie bei der Simulation des 'H-1*N-TROSY-Experiments beziiglich der 1°N-Linienbreite
(Abbildung 2.6) zeigt sich bei der Simulation der 'Hy-Linienbreite ein Minimum, dessen
Lage von den Werten fiir Aoy und # abhéngt. Erhéht man Aoy, so verschiebt sich das Mi-
nimum zu niedrigeren Feldern (von etwa 78 T bei Aoy =>5 ppm zu etwa 26 T bei Aoy=15
ppm). Die Variation des Winkels # hat fiir die verwendeten Werte (0° und 5°) nur einen
geringen Einfluf} auf die Lage und den Wert des Minimums der 'Hy-Linienbreite, wobei
analog zur '°N-Linienbreite eine Erh6hung des Winkels zu einer Erhhung des Wertes der
minimalen Linienbreite und zu einer Verschiebung der Position des Minimums zu geringe-
rem Feld fiihrt. Der Wert des Minimums liegt bei allen Simulationen der *H y-Linienbreite
im 'H-1N-TROSY-Experiment unter 0,5 Hz. Es ist anzumerken, dafl abweichend von den
Simulationen der N-Linienbreite auch fiir Simulationen mit angenommener Parallelitéit
der zzAchse des CSA-Tensors des 'Hy-Kerns und des Kernverbindungsvektors 7y (6=0)

die Linienbreite nicht Null wird. Dies liegt darin begriindet, daf} in Gleichung (2.7), anders
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Abbildung 2.8: Simulation der ' Hy-Linienbreite in Hertz in Abhdingigkeit vom angelegten Ma-
gnetfeld By in Tesla bei variierenden Werten fir @ und Aoy im ' H-">N-TROSY-Experiment.
Fiir Aoy wurde in allen Simulationen ein Wert von -160 ppm gewé&hlt.

als in Gleichung (2.2) alle spektralen Dichteterme einfliefien.!!

2.2.1.3 Weiterfithrende Uberlegungen zur Linienbreite

In den Abschnitten 2.2.1.1 und 2.2.1.2 wurde der Einfluf} der transversalen Relaxation auf
die N- und die 'Hy-Linienbreite fiir ein isoliertes Zweispinsystem betrachtet. In diesem
Abschnitt soll der Einflufl benachbarter Spin-1/2-Kerne auf die '*N- und 'H y-Linienbreite
untersucht werden. Aufgrund der deutlich kleineren gyromagnetischen Verhiltnisse von
1N und ¥C im Vergleich zu 'H wird nur der Einflul benachbarter *H-Atome auf die *H y-

Linienbreite untersucht. Es 148t sich fiir die resultierende 'H y-Linienbreite schreiben:

AviGosy(H) = Avrrosy("H) + Avi("H) + Avy("H) (2.8)

Dabei steht der Linienbreitenbeitrag Avi(1H) bzw. Awvy(1H) fiir die longitudinale
bzw. transversale Relaxation, hervorgerufen durch dem 'Hy-Kern benachbarte 'H-Atome
('*Hy). Durch die Verwendung deuterierter Proben wird der Einfluf} dieser beiden Ter-

me auf die Gesamtlinienbreite minimiert. Nach [Per97] spielt die DD-Wechselwirkung die

den Hauptanteil trigt der Term proportional zu ¢%; bei
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Abbildung 2.9: Simulation der ' Hy-Linienbreite in Hertz in Abhingigkeit vom angelegten Ma-
gnetfeld By in Tesla unter dem Einfluff benachbarter ' H-Atome. (1) reines 'Hy-'5N-System; (2)
mit zwei H-Atomen im Abstand von 0,29 nm; (3) mit zwei 'H-Atomen im Abstand von 0,26

nm; (4) mit drei 'H-Atomen im Abstand von 0,26 nm; (5) mit drei 'H-Atomen im Abstand von
0,24 nm. Es wurden Aoy=-160 ppm, #=0° und Acgyz=15 ppm gewéihlt.

dominierende Rolle beziiglich der Av;('H)- und Awy(!H)-Linienbreiten. [Pen92] liefert
folgende Ausdriicke fiir die Beitrige zur resultierenden Linienbreite, hervorgerufen durch

longitudinale und transversale Relaxation:

M) = L (S (uormt/s7E)’ (310 + Skt + 320 ) - (2:10)

7, ist der Kernverbindungsvektor zwischen 'Hy und 'Hy; J; ist die spektrale Dichte-

funktion des k-ten 'H-Atoms; 7 ist definiert als h/27.

In Abbildung 2.9 ist Avi%, sy (*H) in Abhiingigkeit vom #dufleren Magnetfeld unter
dem EinfluB unterschiedlich vieler 'H-Atome mit unterschiedlichen Abstinden zu ‘Hy
aufgetragen. Fiir die spektralen Dichtefunktionen J; wurde Gleichung (2.5) fiir die Si-
mulationen verwendet; weiterhin wurde wie auch sonst in den Simulationen 7,=10 ns

gewahlt.

Alle fiinf Simulationen weisen ein Minimum der 'Hy-Linienbreite bei etwa 26 T auf,

wobei der Wert des Minimums stark von den benachbarten 'H-Atomen abhingt: Der Wert
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der minimalen Linienbreite steigt von unter 0,5 Hz fiir das isolierte *Hy-'°N-System auf

iiber 11 Hz fiir drei 'H-Atome in einem Abstand von 0,24 nm vom *Hy.

Fafit man die Ergebnisse der Linienbreitensimulationen dieses Abschnittes und der Ab-
schnitte 2.2.1.1 und 2.2.1.2 zusammen, so 1i8t sich Folgendes sagen: Die '®N- und die 'H y-
Linienbreite gehorchen demselben funktionellen Zusammenhang. Der Unterschied zwi-
schen 'H-">N-TROSY- und 'H-'N-HSQC-Experiment beziiglich der Linienbreite hiingt
von der GroBe der Werte fiir Ao und 6 ab und differiert fiir N und 'Hy. Er ist am
grofiten, wenn die Linienbreite im 'H-!N-TROSY-Experiment ein Minimum aufweist.
Fiir N bzw. 'Hy ist dies der Fall, wenn d* + ¢& + dcx - (3cos?8 — 1) ~ 0 (wobei X
fir N bzw. H steht) ist."* Aus [Fus98] und [Tja97b] geht hervor, daff  und Ao fiir jedes
'H y-'N-Paar innerhalb eines Proteins unterschiedlich sein kénnen. Das bedeutet, daf} das
Minimum der Linienbreite fiir jedes einzelne 'Hy und '°N eines Proteins bei unterschied-
lich hohem Magnetfeld liegen kann. Fiir menschliches Ubiquitin'® gilt, dal das Produkt
aus dem gyromagnetischen Verhéltnis v und der Anisotropie der chemischen Verschie-
bung Ao fiir 'Hy iiber alle Aminosiurereste gemittelt geringer ist als fiir >N. Das fiihrt
dazu, dafl im 'H-'>N-TROSY-Experiment das duflere Magnetfeld, welches notig ist fiir
das Zustandekommen eines Minimums der Linienbreite, fiir 'H, auf das gesamte Protein
bezogen, hoher liegt als fiir N (siehe Abbildung 2.6 und 2.8).

Erweitert man die Fragestellung der Linienbreiten vom reinen 'Hy-°N-System auf ein
'Hy-1PN-System mit Wasserstoffatomen in seiner Umgebung, so zeigt sich fiir die 'Hy-
Linienbreite eine deutlicher Effekt (sieche Abbildung 2.9). Nimmt man drei Protonen in
einem Abstand von 0,24 nm vom 'Hy an, so erhoht sich die 'H y-Linienbreite bei 800 MHz
Protonenresonanzfrequenz um mehr als 10 Hz fiir eine kugelsymmetrisches, starres Protein
einer Molekiilgréfie von etwa 25 kDa.' Diese starke Abhingigkeit der 'Hy-Linienbreite

von seiner Umgebung, wird im folgenden Abschnitt (2.2.2) systematisch untersucht.

In allen hier gezeigten Simulationen der Linienbreite wurde Kugelsymmetrie des Prote-

ins, aus dem das 'Hy-'°N-System stammt, angenommen. In [Fus99] wurde unter anderem

2Hierbei ist angenommen, da Aoy < 0 und Aoy > 0 ist.
13Es ist anzunehmen, dafl eine Verallgemeinerung auf andere Proteine sinnvoll ist.

4 Die Annahme der Starrheit und Kugelsymmetrie ist unter anderem die Voraussetzung dafiir, aus 7,

auf die Molekiilgrofe schlieflen zu kénnen.
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die N-Linienbreite im *H-N-TROSY-Experiment fiir einen axialsymmetrischen Diffu-
sionstensor untersucht. Dort wurde gezeigt, dafl der Einflu von #, mit # > 0, auf die

15N-Linienbreite proportional zur Anisotropie der Diffusion ist.!'®

Neben dem hier untersuchten zweidimensionalen TROSY-Experiment gibt es viele der
dreidimensionalen Experimente, bei denen der Magnetisierungstransfer mit dem 'Hy-
Kern beginnt (und hdufig auch endet) als , TROSY-Versionen“. Im Bezug auf das in
dieser Arbeit untersuchte Protein bedeutet dies, daB die Untersuchung des Protein-
DNA-Komplexes (Molekulargewicht etwa 25 kDa) durchaus fiir die Untersuchung mit
den , TROSY-Versionen“ der gingigen heteronuklearen dreidimensionalen Experimente
in Frage kommt. Fiir die Untersuchungen des Proteins alleine (Molekulargewicht etwa

15,4 kDa) sollten die herkémmlichen Versionen ausreichend sein.

2.2.2 Deuterierung

Wie im Abschnitt 2.2.1.3 (siehe z.B. Abbildung 2.9) gezeigt wurde, besitzen dem 'Hy-
Kern benachbarte 'H-Atome grofien Einflufl auf die 'Hy-Linienbreite. Im letzten Ab-
schnitt wurde beispielhaft der Einfluf8 fiir einige Anordnungen benachbarter 'H-Atome
auf die Linienbreite simuliert. In diesem Abschnitt soll bei einer gegebenen Proteinstruk-
tur der Linienbreitenzuwachs fiir einzelne 'Hy-'°N-Systeme, hervorgerufen durch die be-
nachbarten 'H-Atome, berechnet werden. Wie oben erwiihnt, ist es moglich Proteine mit
verschiedenen Deuterierungsgraden herzustellen. Glukose, die als Ausgangsstoff bakteri-
eller Proteinbiosynthese bei der Uberexpression des Zielproteins Verwendung findet, ist
kommerziell meist mit Deuterierungsgraden von 50, 70 bzw. 100% erhiltlich. Aufgrund
der Komplexitéit der Aminosdurebiosynthese ist, selbst bei exakter Kenntnis des Deuterie-
rungszustandes jeder H-Position der Glukose, nicht vorherzusagen, welchen Zustand eine
bestimmte H-Position im Protein einnimmt. Um trotzdem quantitative Aussagen iiber den
Einfluf} der Deuterierung auf die *H y-Linienbreite machen zu kdnnen, ist es nétig, weitere

Voriiberlegungen beziiglich einer numerischen Behandlung der Fragestellung anzustellen.

Bei gegebener Anzahl von nicht mit dem Losungsmittel austauschenden H-Atomen n

und dem Grad der Deuterierung d (d = 0 fiir 100%-ige Besetzung mit 'H-Atomen, d = 1

15Sje wird definiert als Dy/Dy — 1.
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fiir 100%-ige Deuterierung) gilt fiir die Anzahl der Méglichkeiten'® eine (d - n)-elementige

Teilmenge'” aus der Grundmenge n auszuwihlen:

n n!
(d-n)  (d-n)!(n-(1-d) (2.11)

Mit der Stirlingschen Niherungsformel 148t sich n! fiir n > 18 mit einem Fehler < 0,001%

abschitzen. Es gilt:

n! /21 - (§>n (1 + L) (2.12)

e 12n
Ein Protein mit beispielsweise 75 Aminosdureresten weist im allgemeinen iiber 400 nicht

mit dem Losungsmittel austauschende H-Atome auf. Damit und mit einem Deuterierungs-
grad von 0,5 ergeben sich aus Gleichung (2.11) unter Zuhilfenahme der N&herung (2.12)
mehr als 101° Méglichkeiten, 400 Positionen zu jeweils 50% mit ‘H- und 2H-Atomen zu

besetzen.

Auf Grund dieser sehr groflen Anzahl an Moglichkeiten scheidet ein numerischer An-
satz aus, in dem die Zunahme der 'Hy-Linienbreite eines bestimmten Amidprotons fiir
alle moglichen Konstellationen der Umgebung berechnet und anschlielend gemittelt wird.
Der hier verfolgte Ansatz macht sich die geringe Reichweite der DD-Wechselwirkung in
den Gleichungen (2.9) und (2.10) zunutze. Unter der Annahme, daf§ alle H-Positionen
mit gleicher Wahrscheinlichkeit d deuteriert vorliegen, werden in einem ersten Schritt die
H-Positionen zufiillig mit der Wahrscheinlichkeit d bzw. 1 — d mit 2H- bzw. 'H-Atomen
besetzt. In einem zweiten Schritt wird der Linienbreitenzuwachs, gegeben durch die Glei-
chungen (2.9) und (2.10) fiir diese spezielle Konfiguration berechnet. Diese beiden Schritte
werden nun N-mal wiederholt, und abschlieflend ergibt sich die Linienbreite durch Mit-
telung der N einzelnen Beitrige. Dies wurde mit Hilfe eines selbst entwickelten Compu-
terprogramms realisiert. Als Modellprotein diente ralGEF, dessen Struktur gut bekannt
ist [Gey97|. ralGEF ist wohlgefaltet: Es besteht aus einem fiinfstringigen S-Faltblatt und
zwei a-Helices. Es wurden nun sechs Aminoséurereste betrachtet, drei aus a-Helices und

drei aus dem [-Faltblatt. In Abbildung 2.10 ist die Linienbreite (Summe aus Gleichung

Syunter der Annahme von gleicher Deuterierungswahrscheinlichkeit aller n

178ollte (d-n) nicht ganzzahlig sein, so ist das Produkt durch die am nichsten liegende natiirliche Zahl

zu ersetzen.
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Abbildung 2.10: Simulation des Lininenbreitenzuwachses (Summe aus Gleichung (2.9) und
(2.10)) der ! Hy-Linienbreite in Hertz in Abhingigkeit von der Anzahl der Simulationsschritte
fiir sechs Aminosdurereste des Proteins ral GEF. Fiir den Deuterierungsgrad d wurde 0,5 gewahlt.
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Abbildung 2.11: Simulation des Lininenbreitenzuwachses (Summe aus Gleichung (2.9) und
(2.10)) der ' Hy-Linienbreite in Hertz in Abhdngigkeit vom Deuterierungsgrad fiir sechs Ami-
nosdurereste des Proteins ralGEF. Links: Simulationen bei variiertem Deuterierungsgrad d der
nicht mit dem Losungsmittel (HoO) austauschenden H-Positionen. Rechts: Simulationen bei
variiertem Deuterierungsgrad d4 der mit dem Losungsmittel austauschenden H-Positionen.
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(2.9) und (2.10)) in Abhéngigkeit von der Zahl der Simulationschritte N aufgetragen. Fiir
den Deuterierungsgrad d wurde 0,5 gewéhlt. Wie bisher auch wurde fiir 7, = 10 ns gesetzt.
Weiterhin wurde von einem kugelsymmetrischen, starren Protein ausgegangen und die
DD-Wechselwirkung zwischen dem 'Hy-Kern und benachbarten 2H-Atomen, auf Grund
des im Vergleich zum 'H-Kerns etwa fiinf mal geringeren gyromagnetischen Verhéltnisses
des 2H-Kerns, vernachliissigt!®. Bereits nach etwa 128 Simulationsschritten unterscheiden
sich die Linienbreiten bei allen sechs Aminoséureresten nicht mehr als 5% vom Wert bei

8192 Simulationsschritten. Fiir die nachfolgenden Simulationen wurde N = 1000 gew#hlt.

Der linke Teil von Abbildung 2.11 zeigt die Linienbreite (Av;(*H) + Avy('H)) in
Abhéngigkeit vom Deuterierungsgrad d fiir die oben verwendeten sechs Aminoséurereste.
Es zeigt sich, daf} die Linienbreite fiir alle sechs Aminosiurereste unabhéngig vom Wert
der Linienbreite bei d = 0 auf unter 3 Hz fiir d = 1 sinkt. Es féllt weiterhin auf, dafl bei den
gewihlten sechs Aminosédureresten fiir d = 1 die Linienbreiten der drei Aminosdurereste
aus a-helikalen Bereichen etwa gleich und um mehr als einen Faktor 2 hoher sind als die
Linienbreiten der drei Aminosiurereste aus S-Faltblattstrukturen, die wiederum #hnliche
Linienbreiten aufweisen. Die Restlinienbreite bei d = 1 riihrt von den H-Atomen her, die
mit dem Losungsmittel austauschen. Unter der Annahme, dafi nach erfolgtem Austausch
keine weitere Wechselwirkung mit dem Losungsmittel stattfindet, wurde die Linienbreite
bei d = 1 fiir variierenden Deuterierungsgrad der mit dem Losungsmittel austauschenden
H-Atome (d4) simuliert (Abbildung 2.11 rechts). Es zeigt sich, dafl bei einem Deute-
rierungsgrad d4 von etwa 0,4 die Linienbreite auf unter 0,5 Hz sinkt und daf} sich die

Linienbreiten der sechs Aminosiurereste kaum noch unterscheiden.

Im Bezug auf das in dieser Arbeit untersuchte Protein bedeutet dies, dafl bei der Un-
tersuchung des Protein-DNA-Komplexes (Molekulargewicht etwa 25 kDa) durchaus die
Verwendung einer zumindest teilweise deuterierten Probe sinnvoll ist. Fiir die Untersu-
chungen des Proteins allein (Molekulargewicht etwa 15,4 kDa) erscheint Deuterierung,
besonders in Hinblick auf die Einschriankung der zur Verfiigung stehenden Experimente

bei Verwendung einer deuterierten Probe, weniger sinnvoll.

8Diese Annahmen wurden auch fiir die Simulationen mit variierendem Deuterierungsgrad (Abbildung
2.11) beibehalten.
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2.3 Probenpriparation

Die Probenherstellung und -reinigung erfolgte am Universitdts-Krankenhaus Eppendorf
(Hamburg) in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. W. H. Strétling. Die einzelnen Schrit-
te der Herstellung (Uberexpression in E.coli-Zellen) sind detailliert in [Kri91], [Wei97]
und [Bru00b] beschrieben. Zur Aufreinigung iiber einer Nickel-Affinititssdule diente ein
Polyhistidin-tag der Form (MGHHHHHH-) am N-Terminus von ¢cMeCP2 ARBD. Die
vollstéindige Sequenz der Domine ist in Abschnitt 1 aufgefiihrt. Bei allen Proben (nicht
isotopenmarkiert, '>N-, 1"N-13C- und ?H-'5N-'3C-isotopenmarkiert)'® wurde eine Protein-
ausbeute von 1,8-2,6 mg pro Liter Wachstumsmedium erreicht. Damit war es méglich, die
Messungen an Proben mit Konzentrationen gréfler 1 mM durchzufiihren. Im allgemeinen
wurden die NMR-Spektroskopie-Messungen am Protein in einem Probenvolumen von 0,5
ml durchgefiihrt. War nicht ausreichend Protein vorhanden, so wurde auf NMR-Réhrchen

(Shigemi, Tokyo) mit einem Minimalfiillvolumen von 0,3 ml zuriickgegriffen.

NMR-Messungen an cMeCP2 ARBD wurden, wenn dies nicht anders vermerkt ist,
in einem wéifirigen Puffer folgender Zusammensetzung durchgefiihrt: 154 mM Natrium-
chlorid, 10 mM Natriumphosphat, 0,1 mM Natriumacid, 0,1 mM DSS.?° Die gleichen
Pufferbedingungen galten fiir die Messungen am cMeCP2 ARBD-DNA-Komplex, mit
dem Unterschied, daf die Natriumchloridkonzentration bei 10 mM lag; bei spiteren Mes-
sungen wurde sie auf 50 mM erhoht (siehe auch Abschnitt 3.2). Bei den Untersuchungen
des Protein-DNA-Komplexes kamen drei verschiedene DNA-Konstrukte zum Einsatz (sie-
he Abbildung 2.12). Bei Probe 3 wurde aus Kostengriinden auf den hairpin verzichtet.
In Abschnitt 3.2 wird gezeigt, dafl dies keinen Einflufl auf das Bindungsverhalten mit
dem Protein hat. Die Konstrukte wurden von der Firma MWG AG BIOTECH (Ebers-
berg) bezogen, wobei fiir Probe 3 ausgehend von einzelstringiger DNA durch mehrfaches
Aufwirmen und langsames Abkiihlen die Strangpaarung erzielt wurde. Der Nachweis des
Doppelstrangs erfolgte elektrophoretisch an Polyacrylamidgelen. Ausgehend von einem
1:1 Komplex zwischen cMeCP2 ARBD und der beschriebenen DNA [Wei97] wurde ein

Mischungsverhiltnis von etwa 1:1,6 (Protein zu DNA) gewihlt, um ein Uberangebot an

19Bei der letztgenannten Probe betrug der Deuterierungsgrad 70%.
20DSS - (4,4-Dimethyl-4-Silapentan-Sulfonséure)
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Probe 1: hfair— Probe 2: hgir- Probe 3:
} pin { pin !
'-ATG ACG AAA TCA CTA :I 5'-ATG ACG AAA TCA CTA :I 5'-ATG ACG AAA TCA CTA-3'
3'-TAC TGC TTT AGT GAT 3'-TAC TGC TTT AGT GAT 3'"-TAC TGC TTT AGT GAT-5'

t t

Abbildung 2.12: Verwendete DNA-Konstrukte. Bei Probe 1 und 2 sind im Gegensatz zu Pro-
be 3 die beiden DNA-Stringe iiber einen hairpin miteinander verbunden. Die unterstrichenen
Cytidine sind an Position 5 der Base methyliert.

—

DNA zu gewéhrleisten.

Der pH-Wert betrug bei allen Messungen 6,8, allen Proben wurde mindestens 5% 2H,O
zugesetzt.?! Die Stabilitéit der Probe wurde durch Aufnahme eines eindimensionalen Pro-
tonenspektrums und eines 'H-"°N-HSQC-Spektrums vor und teilweise auch nach Aufnah-
me eines dreidimensionalen Spektrums?? iiberpriift. Es zeigte sich, daf§ die Probe unter
den oben genannten Pufferbedingungen mehrere Wochen stabil blieb. Lag mehr als eine
Woche zwischen zwei Messungen wurde die Probe tiefgefroren, ansonsten wurde sie bei

einer Temperatur von 4 °C gelagert.

2.4 Verwendete NMR-Experimente

2.4.1 Spektrenaufnahme und -auswertung

Zur Aufnahme der NMR-Spektren standen drei Spektrometer (DMX500, DRX600 bzw.
DRX800, Bruker, Karlsruhe) mit Protonenresonanzfrequenzen von 500, 600 bzw. 800 MHz
zur Verfiigung. Fiir die Mehrzahl der Experimente wurde das DRX600-Spektrometer ver-
wendet, ein Teil der NOESY-Spektren des reinen cMeCP2 ARBD und ein Grof3teil der
Untersuchungen am Protein-DNA-Komplex wurden am DRX800-Spektrometer durch-
gefiihrt. Das DMX500-Spektrometer wurde fiir die Diffusionsmessungen am Komplex

benutzt. Fiir die Mefitemperatur wurde stets 298 K gewéhlt, wobei die Temperaturein-

21Die Beimischung von 2H, O ist fiir die Aufnahme des sog. Lock-Signals parallel zur eigentlichen NMR-
Messung notig. Einige Messungen (siehe Abschnitt 2.4) wurden zur Unterdriickung der Protonensignale

des Wassers in 99% 2H,0 aufgenommen.

22Die Aufnahme eines dreidimensionalen Spektrums dauert typischerweise 2 bis 3 Tage.
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stellung der Spektrometer iiber eine externe Referenz (Ethylenglykol [Rai79]) kontrolliert
wurde. Die Referenzierung der chemischen Verschiebungen der Protonen erfolgte unter Zu-
hilfenahme eines internen Standards.?® Die Eichung der chemischen Verschiebungen der
I°N- und 3C-Kerne erfolgte indirekt gemi$} der [TUPAC-Richtlinien [Mar98], [Wis95a]. Al-
le Spektren wurden mit dem Computerprogramm XWINNMR, Version 2.6 aufgenommen

t24. Die Auflssung in den indirekten Dimensionen wurde durch Extrapolati-

und prozessier
on (linear forward prediction, zero filling) des freien Induktionsabfalls (free induction decay
(FID)) gegeniiber der Auflosung, die durch die Anzahl der aufgenommen Datenpunkte
gegeben ist, erhoht. Dreidimensionale Spektren wurden in der Regel mit 1024 x64x128
Datenpunkten aufgenommen, abweichend davon waren nur die Aufnahmebedingungen
beim HBHA (CBCACO)NH-Experiment, dort wurden 1024 x64x194 Datenpunkte aufge-
nommen. Artefaktsignale wurden durch digitale Filterung des FIDs reduziert. Die Visua-
lisierung und Auswertung der Spektren erfolgte mit den Programmen AURELIA 2.7.10

(Bruker, Karlsruhe) [Nei95] und AUREMOL (Bruker, Karlsruhe) [Gan00].

2.4.2 Zuordnung der chemischen Verschiebungen

Die Strukturbestimmung von cMeCP2 ARBD beruht hauptsichlich auf Abstandsinforma-
tionen zwischen 'H-Kernen (ermittelt durch NOE-Kontakte (Abschnitt 2.4.3)) und der
Kenntnis der Orientierung von Kernverbindungsvektoren beziiglich eines molekiilfesten
Koordinatensystems (ermittelt durch Restdipolkopplungen (Abschnitt 2.4.4)). In Abbil-
dung 2.13 sind die beiden Methoden schematisch gegeniibergestellt. Um diese Methoden
anwenden zu konnen, ist die Kenntnis eines Grofiteils der chemischen Verschiebungen der
Spin-1/2-Kerne des betrachteten Proteins Voraussetzung. Auf Grund der unterschiedli-
chen Umgebung eines jeden Kerns wird das von auflen angelegte Magnetfeld unterschied-
liche stark abgeschirmt bzw. verstirkt. Die chemischen Verschiebungen reagieren dabei
sensitiv auf ihre elektronische Umgebung, so dafl gleiche Kernspins mit unterschiedlicher
Umgebung verschiedene chemische Verschiebungen aufweisen. Die Gréfle der chemischen

Verschiebungen wird auf einen internen Standard referenziert und meist in parts per mil-

23 Als interner Standard wurde DSS verwendet (siehe 2.3).

24Die Prozessierung beinhaltete neben der FT auch die richtige Phasierung und eine Basislinienkorrek-

tur.
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Kernverbindungs-
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Abbildung 2.13: Schematische Darstellung von NOEs und Restdipolkopplungen als sogenannte
restraints bzw. Einschrinkungen fir Strukturbestimmungen. NOE-restraints legen den Abstand
zweier Protonen innerhalb einer Kugelschale fest, wihrend restraints durch Restdipolkopplungen
die Lage des Kernverbindungsvektors auf zwei Kegelméntel beschridnken.

lion (ppm) angegeben, fiir die chemischen Verschiebungen ¢ in ppm gilt:

§= Y T Yrel 6 (2.13)
Wo

w ist die Resonanzfrequenz des betrachteten Kerns, w,.s die Resonanzfrequenz der Re-
ferenzverbindung und wy die Triagerfrequenz. Eine weitere Voraussetzung fiir die Be-
stimmung der Struktur eines Biomolekiils ist die schon in Abschnitt 2.2 erwidhnte FT-
Spektroskopie, welche die Grundlage der mehrdimensionalen Spektroskopie darstellt, die
wiederum von entscheidender Bedeutung fiir die Auflésung der stark iiberlappenden Si-

gnale in eindimensionalen Spektren von Biomolekiilen ist.

Die Strategie zur Bestimmung der Struktur von cMeCP2 ARBD einschliellich der
Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Kerne der Haupt- und Seitenkette wird
in Abschnitt 3.1 beschrieben. Die dafiir erforderlichen NMR-Experimente sind in diesem
und den folgenden Abschnitten (2.4.2 - 2.4.4) prinzipiell beschrieben. Eine detailliertere
Beschreibung vieler der zur Anwendung gekommen Experimente findet sich z.B. in [Cav95]
und [Sat99].
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Abbildung 2.14: Skalare 'J- und %2J-Kopplungen im Riickgrat und der Seitenkette eines 5 N-
und '3 C-isotopenmarkierten Proteins [Sat99)].

2.4.2.1 Experimente zur Zuordnung der Signale der Kerne der Hauptkette

Die bis Anfang der 90er Jahre iibliche Zuordnungsmethode, basierend auf der kombi-
nierten Auswertung von TOCSY-, NOESY- und COSY-Experimenten® ist fiir Biomo-
lekiile wie cMeCP2 ARBD auf Grund ihrer Grofle nicht méglich. Es ist n6tig, mehr-
dimensionale heteronukleare Experimente an N- und '*C-markierte Proben durch-
zufiithren. Diese seit Anfang der 90er Jahre entwickelten Experimente korrelieren aufein-
anderfolgende Aminoséurereste. Das Prinzip dieser Experimente beruht auf den groflen
! J-Kopplungskonstanten zwischen 'H-, N- und '3C-Kernen, die im Gegensatz zu den
3 Jur-Kopplungen bei homonuklearen Messungen weitgehend unabhiingig von der Se-
kundérstruktur sind. Die J-Kopplungen des Proteinriickgrats sind aus Abbildung 2.14 zu

entnehmen.

Das in Abschnitt 2.2.1 néher beschriebene HSQC-Experiment stellt ein grundlegendes
heteronukleares Korrelationsexperiment dar. Das 'H-'N-HSQC-Spektrum von ¢cMeCP2
ARBD ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die oben aufgefiihrten dreidimensionalen Expe-
rimente bauen im Prinzip meist auf dem HSQC-Experiment auf. Die Erweiterung auf die

dritte Dimension wird durch einen weiteren INEPT-Schritt erreicht. Beispielhaft soll das

25Dabei steht TOCSY, NOESY bzw. COSY fiir Total Correlation Spectroscopy, Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy bzw. Correlation Spectroscopy.
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Abbildung 2.15: Schematische Darstellung eines Abschnitts des Riickgrats eines Proteins. R;
bezeichnet die Seitenkette des i-ten Aminoséurerests, Aminosiurerest i+2 stellt einen Prolinrest
dar (die Seitenkette ist schematisch dargestellt und grau unterlegt), i-1, i und i+1 sind andere
Aminosédurereste.

HNCA-Experiment niher betrachtet werden. Ausgangspunkt ist das in Abschnitt 2.2.1
beschriebene zweidimensionale 'H-'N-HSQC-Experiment. Nachdem die Magnetisierung
vom 'Hy-Kern auf den ®N-Kern transferiert wurde, erfolgt ein weiterer INEPT-Schritt

mit 7 = wobei J hier die —11 Hz grofie Kopplung zwischen dem ®N-Kern und dem

7
130,-Kern ist. Dort entwickelt sich die Magnetisierung unter dem Einflul des effektiven
Magnetfeldes und wird mittels INEPT-Schritt wieder zuriick auf den '*N-Kern trans-
feriert. Da die Kopplung des ®N-Kerns zum '*C,-Kerns des sequentiellen Vorgingers
mit 7 Hz betragsmiflig nahe bei —11 Hz liegt, erfolgt neben dem Transfer zum eige-
nen '*C,-Kern auch ein Transfer zum Vorginger. Die Intensitiit dieses Signals ist aller-
dings schwiicher als die des Signals des eigenen '*C,-Kerns, da 7 fiir die intraresiduale
Kopplung von —11 Hz optimiert ist. Das bedeutet, dafl man im Spektrum bei der chemi-
schen Verschiebung des '°N- und des 'Hy-Kerns des i-ten Aminosiurerests die chemische
Verschiebung des *C,-Kerns des i-ten Aminosiiurerests und - mit einer schwiicheren Si-

gnalintensitit - die chemische Verschiebung des '*C,-Kerns des (i-1)-ten Aminosiurerests

vorfindet.

Damit ist das Prinzip beschrieben, welches es erlaubt, benachbarte Aminosiaurereste
zu identifizieren. Dies ist beispielhaft fiir einen kurzen Sequenzabschnitt in Abbildung
3.2 dargestellt. Betrachtet man Abbildung 2.15, so erkennt man, da durch Prolinreste
die Sequenzierung unterbrochen wird, da am Amidstickstoff eines Prolinrests kein 'H-
Atom gebunden ist. Weiterhin kommt es auf Grund der Gréfle von cMeCP2 ARBD zu
Signaliiberlagerungen, die eine liickenlose sequentielle Zuordnung allein auf der Grundlage

des HNCA-Experiments unméglich machen. Die Zuhilfenahme weiterer heteronuklearer
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dreidimensionaler Experimente war daher zwingend erforderlich. Dies waren im einzelnen
das CBCA(CO)NH- und das HNCO-Experiment. Die Namen der Experimente spiegeln
den Magnetisierungstransfer wider (eingeklammert werden die Kerne, iiber die Magne-
tisierung zwar transferiert wird, auf denen aber keine Entwicklung der Magnetisierung

stattfindet).?

Das HNCO-Experiment beginnt #hnlich wie das HNCA-Experiment, wobei anstelle des
Magnetisierungstransfers vom °N-Kern des i-ten Aminosiurerests auf die '3C,-Kerne ein
Transfer der Magnetisierung auf den *C’-Kern des (i-1)-ten Aminosiurerests stattfindet.
Dort entwickelt sich die Magnetisierung unter dem Einfluf} des effektiven Magnetfeldes und
wird anschlieBend auf dem gleichen Weg zuriick zum 'Hy-Kern transferiert, auf welchem
dann die Detektion stattfindet. Der Transfer der Magnetisierung zwischen den Kernen
erfolgt wie beim HSQC- und HNCA-Experiment mittels INEPT-Schritten.

Der Magnetisierungstransfer beim CBCA(CO)NH-Experiment erfolgt wie bei den bis-
her beschriebenen Experimenten ebenfalls mittels INEPT, der Weg unterscheidet sich
allerdings. Die Anregung erfolgt simultan auf den 'H-Kernen, die am *Cg-Kern des (i-
1)-ten Aminoséurerests gebunden sind. Der Transfer erfolgt iiber den *Cs-Kern auf den
130,-Kern. Von dort wird die Magnetisierung iiber den 3C’-Kern und den '?N-Kern auf
den 'Hy-Kern iibertragen, mit anschlieender Detektion auf diesem Kern. Dieses Ex-
periment stellt im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Experimenten kein out and
back-Experiment dar. Das Spektrum zeigt bei der chemischen Verschiebung des 'Hy- und
des ®N-Kerns des i-ten Aminosiurerests die chemischen Verschiebungen des '*C,- und

des ¥Cs-Kerns des (i-1)-ten Aminosiurerests.

Weiterhin war auch das HBHA (CBCACO)NH-Experiment nicht nur fiir die Zuordnung
der chemischen Verschiebungen der Seitenkettenkerne,?” sondern auch fiir die Absicherung
der sequentiellen Zuordnung sehr hilfreich. Ein weiteres, bei der Zuordnung héufig einge-
setztes Spektrum, das CBCANH-Experiment, wurde auf Grund seiner geringen Empfind-
lichkeit fiir Proteine gréfler als 15 kDa nicht verwendet [Sat99].

In diesem Abschnitt erfolgte eine prinzipielle Beschreibung der Experimente. Die in der

26Bei sogenannten out and back-Experimenten, wie z.B. dem HNCA-Experiment gibt der Name nur

den ,Hinweg“ des Magnetisierungstransfers an.

2TIn Abschnitt 2.4.2.2 wird das HBHA(CBCACO)NH-Experiment néher erklirt.
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Praxis eingesetzten Experimente verwenden iiblicherweise zusétzlich noch Techniken zur
Artefakt- und Losungsmittelunterdriickung. Details hierzu sind aus [Cav95] und [Sat99]

zu entnehmen.

Die eigentlich Strategie der sequentiellen Zuordnung mit den resultierenden Ergebnis-

sen ist in Abschnitt 3.1.1 dargestellt.

2.4.2.2 Experimente zur Zuordnung der Signale der Kerne der Seitenkette

Nach erfolgter Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Hauptkettenkerne ist die
Zuordnung der Seitenkettenkerne der letzte Schritt vor der Bestimmung von NOE-
restraints mittels NOESY-Experimenten. Fiir diese Aufgabe eignen sich im allgemeinen
TOCSY-Experimente. Ausgehend von den durch die sequentielle Zuordnung identifizier-
ten 'Hy- und ' N-Kernen werden Protonen eines Aminosiurerests, die untereinander
skalar gekoppelt sind, detektiert. Es zeigte sich bei Messungen an cMeCP2 ARBD, dafl
die Magnetisierung praktisch nur von den 'H,-Kernen auf die 'Hy-Kerne iibertragen
wurde. Eine Erh6hung der Mischzeit zwecks Verbesserung des Transfers der Seitenketten-
protonen hatte vornehmlich eine Verschlechterung des Signal/Rausch-Verhéltnisses zur
Folge. Insgesamt war der Informationsgehalt der aufgenommen TOCSY-Spektren (homo-
nukleares TOCSY und '°N-editiertes TOCSY) sehr beschrinkt. Diese Tatsache ist fiir
Proteine von der Grofle des cMeCP2 ARBD nicht ungewohnlich. Zur weiteren Zuord-
nung der chemischen Verschiebungen der Seitenkettenkerne wurde ein HCCH-TOCSY-
Experiment aufgenommen. In diesem Experiment wird die Magnetisierung durch einen
INEPT-Schritt ausgehend von den 'H-Kernen der Seitenkette iiber die grofie *J-Kopplung
zwischen den 'H- und *C-Kernen transferiert. Durch isotropes Mischen wird dann die
Magnetisierung entlang der '*C-Kerne iibertragen und anschlieflend zuriick transferiert
(INEPT). Die Detektion erfolgt dann auf den 'H-Kernen. Zur Reduktion des Einflus-
ses des Losungsmittels wurde das HCCH-TOCSY-Experiment in 99% 2H,0 aufgenom-
men. Das Spektrum ist 3C-editiert und der Informationsgehalt ist iiberbestimmt, was
besonders hilfreich ist bei der Zuordnung der chemischen Verschiebungen der zu lang-
kettigen Aminosdureresten (wie z.B Isoleucinresten) gehorigen Kerne. Die Diagonalsi-
gnale bei verschiedenen '*C-Verschiebungen werden von 'H-Kernen gebildet, die an das

jeweilige 1*C-Atom gebunden sind. Kreuzsignale treten in der indirekten Dimension zu
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iiber die ¥*C-Kerne skalar gekoppelten 'H-Kernen des selben Aminosiurerests auf. Auf
Grund der nur teilweise zufriedenstellenden Auswertbarkeit dieses Spektrums?® beson-
ders fiir die Identifizierung der Seitenkettenkerne der Prolinreste wurden zusitzlich das
HBHA(CBCACO)NH- und das CC(CO)NH-Experiment durchgefiihrt. Das erstgenannte
Experiment ist dem CBCA(CO)NH-Experiment dhnlich, wobei nicht die **C,- und *Cj-
Kerne, sondern deren Protonen detektiert werden. Dieses Spektrum liefert die chemischen
Verschiebungen der 'H,- und 'Hg-Kerne und stellt eine weitere Moglichkeit dar, die se-
quentielle Zuordnung zu iiberpriifen und gegebenfalls zu verbessern. Das zweitgenannte
Spektrum liefert dhnlich dem CBCA(CO)NH-Experiment die chemischen Verschiebungen
der *C,- und ®Cg-Kerne. Zusitzlich lassen sich mit diesem Experiment aber auch die
chemischen Verschiebungen der anderen Kohlenstoffe der Seitenkette (falls vorhanden)

bestimmen.

2.4.3 Experimente zur Bestimmung von Kern-Kern-Abstinden
2.4.3.1 NOESY-Experimente

Die Strukturbestimmung von cMeCP2 ARBD basiert im wesentlichen auf der Auswer-
tung von NOESY-Spektren. Sind zwei Protonen weniger als etwa 0,5 nm voneinander
entfernt, so 148t sich der Polarisationstransfer zwischen beiden Spins nachweisen. Dieser
Magnetisierungstransfer ( Nuclear Overhauser Effect (NOE)) erfolgt durch direkte magne-
tische Dipol-Dipol-Wechselwirkung und nicht iiber skalare Kopplungen wie in den bisher
besprochenen Experimenten. Behandelt man die Spins als isoliert und geht nur von ei-
ner direkten Wechselwirkung jeweils zweier Spins aus,?® so 148t sich ein mathematischer
Ausdruck fiir den Magnetisierungsaufbau des zweiten Spins ableiten. Es zeigt sich, dafl
dieser Effekt stark vom Abstand der beiden beteiligten Protonen abhéngt. Die Inten-
sitdt der gemessenen Kreuzsignale [15 ist unter den oben gemachten Annahmen durch die

Proportionalitétsbeziehung
L o< 7y (2.14)

285iehe auch Abschnitt 3.1.2

29Gogenannte ,,Spindiffusion“ wird ausgeschlossen.
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gegeben. Diese Proportionalitit gilt fiir alle Protonenpaare eines Molekiils in gleicher
Weise, wenn man von einem starren Molekiil ausgeht, also keine interne Beweglichkeit
vorliegt.3® Mit dieser Beziehung kénnen durch Intensititsmessungen der jeweiligen Kreuz-
signale den Protonenpaaren Abstinde zugeordnet werden. Die Eichung dieser Abstinde
erfolgt z.B. anhand von Signalen mit bekanntem Kern-Kern-Abstand.?! Neben einem zwei-
dimensionalen NOESY-Experiment, das alle Protonen des Proteins, sofern sie nicht zu
weit rdumlich voneinander getrennt liegen, miteinander korreliert, wurden auch *N- bzw.
13C-editierte NOESY-Experimente durchgefiihrt. Die Erweiterung des zweidimensionalen
NOESY-Experiments auf eine dritte Dimension durch Magnetisierungstransfer auf die He-
terokerne und Entwicklung auf diesen fiihrt zur Aufhebung vieler Signaliiberlagerungen
gegeniiber dem zweidimensionalen Experiment. Die Strategie zur Zuordnung der NOE-

Signale aus diesen Spektren ist in Abschnitt 3.1.6 dargestellt.

2.4.3.2 Experimente zum Nachweis von Wasserstoffbriickenbindungen

Fiir die Ausbildung der Proteinstruktur (Proteinfaltung) sind Wasserstoff-
briickenbindungen von besonderer Bedeutung. Sie konnen mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie direkt nachgewiesen werden, da beispielsweise zwischen den an der
Wasserstoftbriickenbindung beteiligten Atomen eine skalare Kopplung besteht. Diese
3 Jncr-Kopplung ist meist sehr klein (< 2 Hz), aber prinzipiell mebar. Zum Nachweis
der Kreuzsignale wird ein H(N)CO-Experiment mit auf die Gréfie der 3.Jyc-Kopplung
angepafiten Transferzeiten aufgenommen. Diese Experimente scheiterten bei Messungen
an cMECP2 ARBD; trotz iiber 1000 aufaddierten FIDs (scans) war es nicht moglich,
Kreuzsignale zu identifizieren. Es ist anzunehmen, dafl auf Grund der langen Transferzeit

(66 ms) und der Gréfle des Proteins die Magnetisierung nahezu vollstéindig relaxiert.

Eine weitere Methode zum Nachweis von Wasserstoftbriickenbindungen mittels NMR-
Spektroskopie beruht auf einem indirekte Verfahren: Eine in Hy,O geléste Probe wird

lyophilisiert und anschlieend in 2Hy;O gelést. Im direkten Anschluf wird eine Serie

30Das bedeutet, daB fiir alle Protonen 7, den gleichen Wert annimmt.

31 Die Eichung der Absténde der in dieser Arbeit aufgenommen NOESY-Spektren ist in Abschnitt 3.1.6

aufgeschliisselt.
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schneller®? 'H-'"N-HSQC-Experimente aufgenommen und der Austausch der Amidpro-
tonen mit dem Losungsmittel zeitlich verfolgt. Wasserstoffatome, die an Wasserstoft-
briickenbindungen beteiligt sind, weisen geringere Austauschraten auf als nicht an Was-
serstoffbriickenbindungen beteiligte Wasserstoffatome. Das heift, die Signale der Wasser-
stoffatome, die an Wasserstoftbriickenbindungen beteiligt sind, sind im Vergleich zu den
anderen nach der Zugabe von ?H,O linger beobachtbar. Dieses Experiment wurde an
cMePC2 ARBD bei 298 K durchgefiihrt. Bereits nach einer Zeit von 30 Minuten waren
siamtliche Amidprotonen mit dem Losungsmittel ausgetauscht. Von einer Wiederholung
des Experiments bei einer niedrigeren Temperatur®® wurde abgesehen, da simtliche ande-
ren Experimente bei 298 K aufgenommen wurden und bei einer erniedrigten Temperatur

die Vergleichbarkeit nicht mehr notwendigerweise gegeben ist.

2.4.4 Experimente zur Messung von Restdipolkopplungen

Neben den Einschrinkungen des Konformationsraums des Proteins mittels NOE-
Kontakten bilden Einschrinkungen durch Restdipolkopplungen eine wichtige Ergénzung.
Dieses moderne Verfahren in der Strukturbestimmung von Biomolekiilen liefert Informa-
tionen iiber die relative Orientierung von Kernverbindungsvektoren. Radumlich anisotrope
Wechselwirkungen (wie z.B. die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung) werden bei
typischen NMR-Experimenten in isotropen Lésungen zu Null ausgemittelt. Gibt man
der Probe Stoffe zu, die sich im &ufleren Magnetfeld orientieren, so iibertrigt sich in
Abhéngigkeit von der Konzentration des zugegeben Stoffes ein Teil der Orientierung auf
das Protein, das Protein ist partiell orientiert. Seine Umorientierung ist im zeitlichen
Mittel nicht mehr isotrop.?* Deshalb mitteln sich riumlich anisotrope Wechselwirkungen
wie die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung nicht mehr vollstdndig aus. Die Wech-
selwirkung des Proteins mit dem orientierenden Medium basiert sowohl auf sterischen
wie auf elektrostatischen Wechselwirkungen [Zwe00]. Andere Moglichkeiten, eine partielle

molekulare Orientierung in Magnetfeldern zu erzielen, sind:

32D h., es ist eine minimale Anzahl an Inkrementen und scans zu wihlen, ohne die Auflésung bzw. das

Signal /Rausch-Verhiltnis so zu verschlechtern, daf} eine Identifizierung der Signale unméglich wird.
33Eine Temperaturerniedrigung wiirde einen verlangsamten Austausch nach sich ziehen.

34Unter der Voraussetzung, dafl das Protein nicht vollstéindig kugelsymmetrisch ist.



2.4. VERWENDETE NMR-EXPERIMENTE 40

e Externe elektrischer Felder (siehe z.B.[Buc62])

e Direkte Wechselwirkung des Probenmolekiils mit dem #ufleren Magnetfeld®® (siehe
z.B. [Gay82])

In der vorliegenden Arbeit wurde die partielle Orientierung der Proteinmolekiile durch
Einsatz von Bizellsystemen [Tja97| erreicht. Diese Systeme bestehen hauptsichlich aus
einer Mischung zweier Phosholipide, welche scheibenfoérmige Aggregate (Bizellen) aus-
bilden. Die beiden Lipide weisen unterschiedliche Kettenlingen auf und bei giinstig
gew#hlten Mischungsverhiltnissen bilden sich die erwiihnten Aggregate.®® In [Bru00a]
wurde gezeigt, dafl der Orientierungsgrad linear mit der Lipidkonzentration in der Probe
ansteigt. Das in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz gekommene System bestand aus
DIODPC/CHAPSO/CTAB [Pet01] [Bam01] in einem molaren Verhiltnis von 4,3/1/0,1,
wobei der Anteil orientierendem Mediums an der Probe bei 7,5 % [M/V] lag.3” Bei geeig-
neter Temperatur und hoherer Konzentration bildet CTAB selbst eine fliissigkristalline
Phase aus und orientiert sich im dufleren Magnetfeld [Rap99]. Die Zugabe von CTAB in
niedrigen Konzentration fithrt zu einer Stabilisierung des Bizellensystems [Ott99],[Los98].
Die orientierende Phase eines Systems aus DIODPC/CHAPSO ist bei 298 K und bei
pH-Werten zwischen 1 und 6,5 stabil [Cav99]. Messungen an cMeCP2 ARBD wurden
durchweg bei 298 K und pH 6,8 durchgefiihrt. Der pH-Wert liegt damit an der Grenze
des Bereichs, in dem das DIODPC/CHAPSO Systems eine orientierende Phase ausbil-
det. Die Orientierung it sich anhand des 2H-NMR-Signals von 2H,O iiberpriifen. Die
residuale Quadrupolwechselwirkung fiithrt zu einer Aufspaltung der Linie, die in isotroper

Losung nicht auftritt. Die Gréfle der Aufspaltung spiegelt den Orientierungsgrad wider

35Voraussetzung (bei Messungen an derzeit zugéinglichen Magnetfeldern von bis zu etwa 18,8 T) an die
Probe ist, dafl die zu untersuchenden Molekiile eine relativ groflie Anisotropie der magnetischen Suszep-

tibilitit aufweisen.
36Die kurzkettige Komponente lagert sich bevorzugt am Rand der Bizelle ein (siehe z.B. [San92]).

3TDIODPC steht fiir 1,2-di-O-Dodecyl-sn-glycero-3-phosphocholin (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL,
USA), CHAPSO fiir 3-([3-Cholamidopropyl]dimethylammonio)-2-hydroxy-1-propansulfonat (Sigma, Dei-
senhofen) und CTAB fiir Cethyltrimethylammoniumbromid (Sigma, Deisenhofen).
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38 auf

[Sal72]. Bei Messungen mit diesem orientierenden Medium wurde unter anderem
Grund des kritischen pH-Bereichs vor und nach der eigentlichen Messung ein solches Deu-
teriumspektrum aufgenommen. Es zeigte sich, dafl die orientierende Phase nicht immer
iiber den Zeitraum der Messung stabil blieb. Allerdings war es moglich, durch mehrere
Erwédrmungs- und Abkiihlungszyklen die Orientierung in der gewiinschten Form wieder
herzustellen, die dann iiber den Zeitraum der Messung unveréndert blieb. Alternativ stand
ein zweites System (DMPC/DHPC) zu Auswahl® | von dem bekannt ist, daf die orientie-
rende Phase in einem pH-Bereich von 2,3 bis 10,4 stabil ist [Tja97]. Allerdings kommt es
zur Ausbildung der orientierenden Phase erst bei Temperaturen oberhalb von 303 K. Um
temperaturabhingigen Verdnderungen der Struktur vorzubeugen und die Struktur des
Proteins nicht zu verdndern, wurde von Messungen mit DMPC/DHPC abgesehen und
mit DIODPC/CHAPSO/CTAB unter sténdiger Kontrolle der Stabilitéit der orientieren-

den Phase gemessen.
Erfahrt ein gelostes Molekiil eine partielle Orientierung, so gilt fiir die Restdipolkopp-
lung zwischen Spin I und S nach [Bas87]:

1
(Drs) = —Di58,,S ((g cos? 6 — 5) + g sin20cos2gp) (2.15)

Die Winkel 6 und ¢ sind die Polarwinkel, welche die Orientierung des Kernverbindungs-
vektors 77g im Hauptachsensystem des sogenannten molekularen Orientierungstensors S;;
festlegen. Die Hauptwerte des Tensors® sind Sy, Syy, S,z, wobel gilt: [Sy| < [Syyl < [S5]
und Syz + Syy + Sz = 0. Der Asymmetrieparameter 7 ist gegeben durch %ﬂ und fiir
die statische Dipolkopplungskonstante D;g gilt:

L po -
Dis = - Eh% Vs (r1s) (2.16)

In Tabelle 2.1 sind einige Werte fiir D;g gegeben. Die spitzen Klammern in Gleichung
(2.15) und (2.16) bezeichnen eine zeitliche Mittelung. S steht fiir den Ordnungsparameter

und beschreibt die interne Beweglichkeit*! unabhingig von der molekularen Umorientie-

38 Weiterhin benstigt man den Grad der Orientierung (Ordnungsparameter), wenn man Orientierungs-

messungen an zwei verschiedenen Proben miteinander vergleichen will (siehe auch 3.1.5).
39DMPC steht fiir Dimyristoylphosphorylcholin und DHPC steht fiir Dihexanoylphosphorylcholin.
40Fiir isotrope Umorientierung des Molekiils gilt: S,, = Syy =82, =0.

“Isiehe auch 3.1.5
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statische Dipolkopplungskonstante

DC”N = -2,0 kHz
DCaC’ = 4,9 kHz
DHNN = -24 kHz

Tabelle 2.1: Statische Dipolkopplungskonstanten entnommen aus [Bru01].

I O/ppm
107,154
_ - 107,495
O )) NC' i
S v [ 107,837
q b
N ,
) I 108,178
AN = [
108,519
“\““““‘\““““‘\“‘“““\‘““““\““““‘\““““7
8,4 8,3 8,2 8,1 8,0 7,9 O/ppm

Abbildung 2.16: Dublettstruktur zur Messung der Restdipolkopplung zwischen S N-'3C’- und
der VHy-13C".

rung, welche durch S;; beschrieben wird.

Die Restdipolkopplung ergibt sich durch Differenzbildung aus der Kopplung im ani-
sotropen Medium und im isotropen Medium, da sich die Restdipolkopplung im Grenz-
fall schwacher Kopplungen additiv mit der skalaren Kopplung zur effektiven Kopplung
zusammensetzt. Eine Reihe von NMR-Experimenten bietet sich dazu an. Die Bestim-
mung der 'Hy-'°N-Restdipolkopplung erfolgte an einer 1,4 mM c¢cMeCP2 ARBD-Probe
unter Zuhilfenahme eines *H-'"N-HSQC-Experiments, welches allerdings ohne den 7-Puls
im Protonenkanal in der Mitte der Entwicklungszeit ¢; aufgenommen wurde (siehe auch

Abbildung 2.2). Damit ergibt sich ein Spektrum, welches fiir jeden Aminosdurerest ein
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Dublett in indirekter Dimension aufweist, dessen Aufspaltung der effektiven Kopplung

zwischen 'Hy und SN entspricht.

Ausgehend von einer *C- und'®N-isotopenmarkierten Probe (Konzentration: 1,6 mM)
wurden Messungen vorgenommen, welche die Messung der Restdipolkopplungen zwi-
schen 13C,-13C’, der N-13C’ und der 'Hy-'2C’ erlaubt. Zur Untersuchung der '3C,-
13C-Kopplung fand ein modifiziertes H(N)CO-Experiment Verwendung, bei dem keine
Entkopplung zwischen dem !3C,- und dem '*C’-Kern wihrend der Entwicklungszeit ¢,
stattfindet. Im Spektrum erscheint bei der chemischen Verschiebung des 'Hy-Kerns des
i-ten Aminosiurerests ein Dublett mit dem Signalschwerpunkt bei der chemischen Ver-
schiebung des '*C’-Kerns der (i-1)-ten Aminosiure. Die eigentliche Restdipolkopplung
148t sich wie oben beschrieben aus zwei Spektren (unter orientierenden und isotropen Be-
dingungen gemessen) bestimmen. Mit einem herkdmmlichen 'H-1*N-HSQC-Experiment*?,
in dem ein zusitzlicher, fiir die *C,-Kerne selektiver 7-Puls wihrend der Entwicklungs-
zeit t; hinzugefiigt wird, ist es mdglich, die Restdipolkopplungen der *N-*C’- und der
'Hy-13C’-Spinpaare zu messen.*® Damit besteht withrend der Entwicklungszeit nur eine
effektive Kopplung zum '*C’-Kern des i-ten Aminosiurerests. Ein dhnliches Experiment
wurde in [Wan99] vorgestellt. In Abbildung 2.16 ist die Dublettstruktur der Signale ex-
emplarisch an einem Signal dargestellt. Bei der chemischen Verschiebung des 'H- und
des ®N-Kerns des i-ten Aminosiurerests ist die Kopplung zum '*C’-Kern des (i-1)-ten

Aminosaurerests zu erkennen.

Die Bestimmung der Kopplung erfolgt durch Abstandsbestimmung von zwei Signalen.
Um moglichst genaue Werte fiir die Kopplungen zu erhalten, wurden in beiden Dimension
1024 Datenpunkte aufgenommen. Bei der Prozessierung wurde die Auflésung zusétzlich
um einen Faktor zwei erhoht. Die Anzahl der scans lag bei allen Experimenten unter
isotropen Bedingungen bei 32. Fiir die aufgenommen Experimente unter anisotropen Be-
dingungen lag die Anzahl der scans bei 96. Diese Erh6hung der scans war, auf Grund der
Linienverbreiterung als Folge der erhohten Viskositdt der Probe und der magnetischen

Dipol-Dipol-Wechselwirkung, die sich auf Grund der partiellen Orientierung des Prote-

“2welches im allgemeinen an nur '®N-markierten Proben Verwendung findet

43Die Messung wurde am DRX600 Spektrometer an einem QXI-Probenkopf durchgefiihrt. Die Linge

des selektiven reckteckigen 7-Puls war 17,8 us bei einer Dampfung von 3 dB.
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ins nicht ausmittelt, nétig. Fiir gut separierte Signale aus den oben in diesem Abschnitt
beschriebenen Spektren wurden die Restdipolkopplungen bestimmt. Eine Liste der ge-
messenen Restdipolkopplungen befindet sich im Anhang. In Abschnitt 3.1.5 wird gezeigt,
in welcher Form die gemessenen Restdipolkopplungen aufbereitet werden miissen, um als

restraints in Strukturberechnungen einzuflielen.

2.5 Berechnung der Proteinstruktur

Der natiirliche Proteinfaltungsprozel lduft im allgemeinen im Millisekundenbereich ab.
Eine Simulation des Prozesses ist auf Grund des hohen Rechenaufwands mit den heu-
te zur Verfiigung stehenden Rechenkapazititen nur eingeschrinkt moglich. Infolgedessen
wird die Strukturberechnung unter ,,beschleunigten“ Bedingungen in Form eines simula-
ted annealing-Prozesses durchgefiihrt [Kir83]. Dabei werden Molekiildynamikrechnungen
mit Nebenbedingungen, definiert durch experimentelle und empirische restraints, durch-
gefiihrt. Wihrend dieser Rechnungen wird die zur Verfiigung stehende kinetische Energie
in Form einer Temperaturerniedrigung** verringert. Experimentelle und empirische res-
traints, gewonnen aus der Analyse z.B. von NOESY-Spektren bzw. aus den allgemeinen
Kenntnissen iiber Molekiilstrukturen (wie z.B. Bindungsléngen) fliefen in Form von Po-
tentialen® in die Simulation ein. Das Ergebnis der Simulation ist eine Schar von Struk-

turen, deren Energien unter den gegeben Nebenbedingungen minimiert sind.

Die endgiiltige Proteinstruktur ergibt sich aus vielen Zyklen, in denen die folgenden
Prozesse durchlaufen werden: Definition der restraints, Strukturberechnung und Struk-
turbewertung. Zur Durchfiihrung der Strukturberechnungen stehen zwei Computerpro-
gramme zur Verfiigung: CNS [Bru98|] ( Crystallography- and NMR-System) und DYANA
[Gun97| (Dynamics Algorithms for NMR Applications). Dabei findet die Energieoptimie-

rung der Molekiildynamikrechnungen hauptséchlich im Orts- bzw. Winkelraum statt.

44Die Temperatur steht in keinem direkten Zusammenhang mit der beim realen Faltungsprozef3 vor-
herrschenden Temperatur. Sie fungiert vielmehr als Energieparameter.
45Potentiale, welche die experimentellen restraints reprisentieren, werden Pseudopotentiale genannt,

da keine physikalischen Potentiale zu Grunde liegen.
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2.5.1 Strukturberechnungen mit dem Computerprogramm

CNS

Ausgehend von einer gestreckten Struktur wird die Dynamik der Atome unter
Beriicksichtigung der restraints hauptséichlich im Ortsraum simuliert; man spricht von
rMD-Rechnungen (restrained molecular dynamics). Grundlage sind die Newtonschen Be-

wegungsgleichungen der involvierten Atome. Fiir das i-te Atom gilt:

() = ~VEput) (2.17)
Epot = FEemp + Eexp
= (Evond + Eang + Eimp + Eior + Evaw)

+ (Egihedrat + EnoE + Ecoupt + Eshifts) (2.18)

Dabei setzt sich die potentielle Energie E,, aus unterschiedlichen Beitrigen zusammen,
welche sich in zwei Klassen (Een, und E.,,) einteilen lassen [Bru92]. Im empirischen
Anteil des Potentials (E.,,) befinden sich Beitrdge der kovalenten Bindungen (Epond),
der Bindungswinkel (E,,,), der starren Diederwinkel (Ejy,;,), der rotationssymmetrischen
Diederwinkel (Ey,) und der van-der-Waals-Wechselwirkung (E,q4 ). Diese Terme werden
mit Ausnahme von E,g durch harmonische Potentiale modelliert.*® Der experimentelle
Anteil des Potentials (Ee,p) besteht aus Beitrégen beziiglich der Diederwinkel (Eginedrai),
der Protonenabstéinde (Enog), der Kopplungskonstanten (E.,,;) und der chemischen
Verschiebungen (Eg;f5). Fiir die Terme, die in E,,p einfliefen, werden im allgemeinen
harmonische Potentiale angesetzt. Das Programm bietet aber auch die Méglichkeit andere

Potentialformen zu Grunde zulegen.

Grundlage der Molekiildynamikrechnungen war das Standard-annealing-Protokoll der
CNS-Version 1.0. Das Protokoll 148t sich grob in vier Stufen einteilen: Hochtempera-
turphase, erste langsame Abkiihlphase, zweite langsame Abkiihlphase und abschlieSende
Energieminimierung. Beim Durchlaufen dieser Stufen, die selbst wiederum mehrstufig
sind, wird die Temperatur erniedrigt und die Gewichtung der den einzelnen Potentialen
zugehorigen Kraftkonstanten erhéht. Dabei fillt besonders die Anderung der Gewichtung

der zur van-der-Waals-Wechselwirkung gehorigen Kraftkonstante auf. In der Hochtempe-

46Fi{ir E,qw wurde ein Lennard-Jones-Potential verwendet.
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raturphase wird die van-der-Waals-Wechselwirkung kaum beriicksichtigt (Gewichtungs-
faktor 0,1), am Ende der zweiten langsamen Abkiihlphase betrigt der Gewichtungsfaktor
4,0. Das hat zur Folge, dafl sich die Atome anfangs gut durchdringen kénnen, was wie-

derum ermoglicht, daf sich fehlgefaltete Strukturen friih zuriickorientieren kénnen.

CNS weist jeder Struktur eine Energie zu, deren Grofle davon abhingt, wie stark res-
traints, die in die Strukturberechnung eingeflossen sind, von der fertig berechneten Struk-
tur verletzt werden. CNS protokolliert alle Schritte der Rechnung einschliellich der ver-
letzten restraints. Allerdings ist das diese Informationen tragende logfile auf Grund seiner
Grofle und der Form der Ausgabe schwer auswertbar. Abhilfe verschafft das in Abschnitt

3.1.6 niher beschriebene Programm cnsstat [Ste01].

2.5.2 Strukturberechnungen mit dem Computerprogramm

DYANA

Im Gegensatz zu CNS, das rMD-Rechnungen vorwiegend im Ortsraum ausfiihrt, werden
mit DYANA*" TAD-Rechnungen (torsion angle dynamics) im Winkelraum durchgefiihrt.
Dabei werden, um die kovalente Struktur des Proteins aufrecht zu erhalten, die Bin-
dungslédngen und die Bindungswinkel (aufler den Torsionswinkeln) als fixiert angenom-
men.*® Damit verringert sich die Zahl der Freiheitsgrade des Systems deutlich gegeniiber
rMD-Rechnungen im Ortsraum. Ziel ist es, die Bewegungsgleichungen der n Atome bzw.
Atomgruppen des Proteins zu losen. Fiir die n Lagrangegleichungen 148t sich schreiben
(siehe z.B. [Gol63]):

d (a(Ekin - Epot)> _ O(BEgin — Epot) 0 (2.19)

% 6@k 8619
Dabei fungiert Oy als generalisierte Koordinate und bezeichnet den der k-ten Atomgruppe
bzw. dem k-ten Atom zugehorigen Winkel. In [Gun97] werden Ausdriicke fiir die Ener-
gien geliefert. Ein Grofiteil des Terms fiir die potentielle Energie wird von der varia-

blen Zielfunktion (variable target function (VIF)) [Bra85] ausgemacht, deren Wert sich

47In der vorliegenden Arbeit wurde die Version 1.5 verwendet.

48Der kovalente Charakter des Proteins wird bei CNS durch die Wirkung der unter Ee¢mp zusammen-

gefaiten Potentiale erzwungen.
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fiir sinkende restraint-Verletzungen verringert. Am Ende der Strukturberechnungen wer-
den die Strukturen mit wachsendem VTF-Wert ausgegeben. Der Rechenaufwand fiir die
Losung dieser n Differentialgleichungen kann von oc n® durch schnelle rekursive Algorith-

men [Jai93] auf & n gesenkt werden.

Die Ausgabe der berechneten Struktur erfolgt geordnet nach steigender Grofle der Sum-
me der Verletzungen der restraints. Weiterhin erlaubt DYANA die Eingabe der restraints
mit der selben Nomenklatur, wie sie bei CNS verwendet wird. Damit ist eine einfache
Moglichkeit gegeben die Ergebnisse der Strukturberechnungen miteinander zu vergleichen
(siche dazu Abschnitt 3.1.7).

2.6 Riickrechnung von NOESY-Spektren

Die reale Struktur eines Proteins bestimmt iiber die Kern-Kern-Abstéinde die in den
NOESY-Spektren auftretenden NOE-Kontakte. Liegt eine weitgehend vollstindige Zu-
ordnung der chemischen Verschiebungen der Kerne des Proteins sowie ein Strukturmodell
des Proteins vor, so ist es moglich, die NOESY-Spektren zu simulieren. Die mathematische
Behandlung dieser Fragestellung ist mit dem Relaxationsmatrixformalismus méglich, des-
sen Grundlage die Erweiterung der Solomon-Gleichung [Sol55] auf ein Vielteilchensystem
ist [Cav95]. Die Vielteilchen-Solomongleichung beschreibt die zeitliche Entwicklung der
Magnetisierung unter dem EinfluB von magnetischer Dipol-Dipol-Wechselwirkung eines
Spins mit anderen Spins des Ensembles. In Vektorschreibweise 148t sich diese Gleichung
wie folgt darstellen [Cav95]:

dAdL;(t) = —R-AM,(t) (2.20)
Dabei steht R fiir die N x N Relaxationsmatrix, deren Diagonalelemente als Autorelaxati-
onsraten und deren Nichtdiagonalelemente als Kreuzrelaxationsraten bezeichnet werden,
welche die Informationen iiber die intramolekularen Bewegungsmoden der N beteiligten

Spins tragen.

Das Computerprogramm RELAX (vorgestellt in [Gor97] und erweitert in [Gor99]), wel-
ches im Programm AUREMOL eingebettet ist, liefert auf der Grundlage des Relaxations-

matrixformalismus’ die sogenannten riickgerechneten NOESY-Spektren. Das Programm
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verlangt die Eingabe einer Struktur und der chemischen Verschiebungen der einzelnen Ker-
ne. Neben der Mischzeit und der Lamorfrequenz des 'H-Kerns ist es auflerdem moglich,

verschiedene Bewegungsmodelle der einzelnen Wasserstoffatome anzunehmen.

Die Verwendung der Riickrechnung von NOESY-Spektren zur Vervollstindigung der
Zuordnung der NOE-Signale von cMeCP2 ARBD ist in Abschnitt 3.1.6 dargestellt.



Kapitel 3
Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesem Kapitel wird beschrieben, wie die aufgenommenen NMR-Daten so aufbereitet
werden kénnen, dafl biologisch relevante Schliisse iiber die Proteinstruktur (Abschnitt 3.1)

sowie die Bindung an DNA (Abschnitt 3.2) gezogen werden konnen.

3.1 Strukturbestimmung von cMeCP2 ARBD

Die NMR-spektroskopische Bestimmung der Struktur von cMeCP2 ARBD I8t sich in drei
Schritte einteilen. Im ersten Schritt wurden Signale, die zu einem Aminosdurerest oder
einem sequentiell benachbarten Aminosédurerest gehéren, von Signalen getrennt, die zwi-
schen Atomen verschiedener z.T. sequentiell weit auseinander liegender Aminoséiurereste
auftreten. Dieser erste Schritt war wiederum zweistufig, zuerst erfolgte die sequentielle
Zuordnung der Hauptkettenatome (3.1.1) gefolgt von der Seitenkettenzuordnung (3.1.2).
Auf der Grundlage dieser Daten war es moglich, Vorhersagen iiber die Sekundérstruktur
von cMeCP2 ARBD zu treffen (3.1.3). Diese Vorhersagen vereinfachten das weitere Vor-
gehen, denn sie ermoglichten unter bestimmten Bedingungen die Hinzunahme von Ein-
schrinkungen des Konformationsraums des Proteins (restraints) neben NOE-Signalen,
wie Restdipolkopplungen (3.1.5) und vorhergesagten Werten von Diederwinkeln (3.1.4)

aus einem Datenbankvergleich in die sich anschlieBenden Strukturberechnungen.

Nach dieser Arbeit war es moglich, in einem zweiten Schritt (3.1.6) restraints aus

NOESY-Spektren zu finden, die im dritten Schritt (3.1.7) das Berechnen der moglichen
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Struktur mittels simulated annealing erlaubt. Die Strukturbestimmung von cMeCP2
ARBD war ein iterativer Prozess; auf dem Weg zur endgiiltigen Struktur wurden meh-
rere Zyklen der letzten beiden Schritte durchlaufen. Dabei wurde der Satz der restraints
immer wieder anhand der Qualitit der erhaltenen Strukturen iiberpriift, verindert und

erweitert.

Die Strukturbestimmung erfolgte derart, dafl die Verletzung der verwendeten restraints
moglichst gering ist. Die Information, welche die restraints tragen, ist teilweise fehlerhaft
und in ihrer Gesamtheit iiberbestimmt. Fehler konnen zum einen in einer fehlerhaften
Zuordnung der NOE-Signale zu finden sein, zum anderen in nicht ideal erfiillten Vor-
aussetzungen, die eine Abweichnung der r~®-Abhiingigkeit der Signalintensitit zur Folge
haben (siehe Abschnitt 2.4.3).

3.1.1 Die sequentielle Zuordnung der Hauptkettenatome

Der sogenannte ,, Fingerabdruck® des Proteins ist in Abbildung 3.1 in Form eines *H-'5N-
HSQC-Spektrums gezeigt. Ziel der sequentiellen Zuordnung der Hauptkettenatome ist es,
jedes Signal dieses Spektrums einem Aminosidurerest des Proteins zuzuordnen. Es ist zu
erkennen, daf8 der Bereich zwischen 8,4 und 8,5 ppm 'H-Verschiebung sowie zwischen 110
und 120 ppm *N-Verschiebung viele sich iiberlagernde Signale aufweist. Daraus leitet
sich die Notwendigkeit ab, zur Verbesserung der Auflésung dreidimensionale heteronu-
kleare Spektren zur sequentiellen Zuordnung der Hauptkette heranzuziehen.! Dies geschah
bei cMeCP2 ARBD unter Verwendung der Spektren HNCA, CBCA(CO)NH und HNCO
(mehr Informationen zu diesen Spektren in Abschnitt 2.4.2.1 und in [Cav95]). Beispielhaft
ist die sequentielle Zuordnung mit Hilfe des HNCA-Spektrums fiir die Aminosdurereste
104 bis 108 in Abbildung 3.2 dargestellt. Das grundlegende Vorgehen bei der Signal-
zuordnung des Proteinriickgrats bestand im wesentlichen darin, in einem ersten Schritt
zusammenhéingende Abschnitte benachbarter Spinsysteme zu finden, um in einem zweiten
Schritt diese Abschnitte der Priméirsequenz zuzuordnen. Dies war méglich, da die verschie-

denen Aminosiurereste teilweise charakteristische chemische Verschiebungen der '3C,-

I Fiir kleinere Proteine mit weniger iiberlagerten Bereichen ist auch eine Zuordnung mit homonuklearen
TOCSY- und NOESY-Spektren moglich.
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Abbildung 3.1: Das 'H-'>N-HSQC-Spektrum von cMeCP2 ARBD. Dargestellt sind die che-
mischen Verschiebungen der ®N-Kerne (!°N-Verschiebungen) auf der Ordinate und die 'Hy-
Verschiebungen auf der Abszisse. Das Spektrum wurde bei einer Temperatur von 298 K und bei
einer Protonenresonanzfrequenz von 600 MHz aufgenommen. Die Zusammensetzung der Probe
ist in Abschnitt 2.3 aufgefiihrt.

und *Cg-Kerne aufweisen. Die *Cg-Verschiebungen lieen sich mit dem CBCA(CO)NH-
Spektrum bestimmen. Dieses Spektrum ist dhnlich sensitiv, wie das HNCA-Spektrum und
korreliert die >N- und die 'H y-Verschiebung des i-ten Aminosiurerests mit der *C,- und
der '3Cg-Verschiebung des (i-1)-ten Aminoséurerests. Mit dem HNCO-Spektrum lassen
sich die chemischen Verschiebungen der *C’-Kerne ermitteln. In diesem Spektrum, es ist
das empfindlichste der routineméflig verwendeten dreidimensionalen Spektren, werden die
chemischen Verschiebungen des N- und des 'Hy-Kerns des i-ten Aminosiurerests mit

der 13(C’-Verschiebung des (i-1)-ten Aminoséurerests korreliert.

Die begrenzte Lange der zusammenhéngend zugeordneten Abschnitte wird im allge-
meinen durch das Fehlen von Signalen hervorgerufen, z.B. wegen Linienverbreiterungen
oder durch das Auftreten von Prolinresten. Das Volumen eines Peaks ist direkt propor-
tional zur Anzahl der NMR-aktiven Kerne in der Probe. Verbreitert sich ein Signal im

Vergleich zu einem anderen, sinkt das Signal/Rausch-Verhiltnis, da das Volumen des Si-
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Abbildung 3.2: Ausschnitte aus dem HNCA-Spektrum von cMeCP2 ARBD. Dargestellt sind
die Aminoséiurereste 104 bis 108. Der schwarze Balken verbindet das '3C,-Atom des i-ten Ami-
nosiurerests bei der >N-Verschiebung des (i+1)-ten Aminoséurerests (linke Seite des Balkens)
und seiner eigenen °N-Verschiebung (rechter Rand des Balkens). Die 'H y-Verschiebungen sind
unten, die ®N-Verschiebungen oben angegeben.

gnals konstant (unter Umsténden bis zum Verschwinden des Signals im Rauschen). Bis auf
zwei Aminosdurereste (Met95 und Val123) konnten alle Aminoséurereste, die im HNCA-
Spektrum prinzipiell detektierbar sind, aufgefunden werden. Der hohe Anteil an Prolinre-
sten (14 von 125 Aminosdureresten) stellte ein wesentliches Problem dar. Da Prolinreste
kein 'Hy-Atom besitzt, 148t sich mit Hilfe des HNCA-Spektrums keine Korrelation zwi-
schen dem eigenen 3C,- und dem *C,-Kern des sequentiellen Vorgiingers herstellen, die
,Kette reifit ab“. Fiir cMeCP2 ARBD ergeben sich 14 Bruchstiicke?, die unabhéngig von-
einander zugeordnet werden mufiten. Je kiirzer ein Abschnitt benachbarter Spinsysteme
ist, um so weniger eindeutig 148t er sich einem Primé#rsequenzstiick zuordnen. Besonders
schwierig war die Signalzuordnung der C-terminalen Aminosédurereste; sieben der 14 Pro-
linreste verteilen sich auf die letzten 44 Aminosiurereste. Einen Uberblick iiber den Grad

der Zuordnung der chemischen Verschiebungen gibt Tabelle 3.1.

Das Vorkommen von Prolinresten in der Sequenz von cMeCP2 ARBD birgt eine wei-
tere Schwierigkeit bei der Zuordnung. Abweichend von den restlichen Aminoséureresten

besteht bei Prolinresten die Moglichkeit, dafl neben der trans-Konformation auch die cis-

214, da die Aminosdurereste 173 und 174 beides Prolinreste sind
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Spin  Grad der Zuordnung

15N 89%
'Hy 98%
H, 94%
1H, 86%
13Cq 99%
130, 81%
130, 74%
BC 83%

Tabelle 3.1: Grad der Zuordnung (N, 'Hy, 'H,, 'Hg, 3C,, ¥Cg, 13C,, 13C’). Als Basis
dient die Sequenz von Ala72 bis Gly196, d.h. der His-tag wurde nicht beriicksichtigt. Eine Liste
aller zugeordneten Signale befindet sich im Anhang.

Konformation in nicht zu vernachlissigender Haufigkeit eingenommen wird. So wurden
bei cMeCP2 ARBD unter den hier gewihlten experimentellen Bedingungen (siehe Ab-
schnitt 2.3) in mehreren Féllen fiir Aminoséurereste in der sequentiellen Umgebung von
Prolinresten mehr als eine Konformation nachgewiesen. Dabei handelt es sich ausschlie3-
lich um Prolinreste nahe der Termini (73, 76, 94, 166, 174, 181, 183). Fiir die sequentielle

Zuordnung wurde die jeweils am stirksten populierte Konformation beriicksichtigt.

3.1.2 Zuordnung der Seitenkettenatome

Im allgemeinen liefert eine Analyse des homonuklearen zweidimensionalen TOCSY-
Spektrums, des '°N-editierten TOCSY- und des HCCH TOCSY-Spektrums die chemi-
schen Verschiebungen der Kerne in den Seitenketten (in Abschnitt 2.4.2.2 und in [Cav95]
sind diese Spektren niher erklirt). Im Fall des cMeCP2 ARBD gestaltete sich die Aus-
wertung der TOCSY-Spektren wenig erfolgreich. Die Signalintensititen der Kreuzsigna-
le beim homonuklearen TOCSY-Spektrum und beim '°N-editierten TOCSY-Spektrums
waren h#ufig sehr schwach und es war meist nicht moglich, den Signalen Spins zuzu-
ordnen. Die Auswertung des HCCH TOCSY-Spektrums war erfolgreicher, wobei es fiir
die Auswertung dieses Spektrums von Vorteil ist, eine der Protonenresonanzen der je-

weiligen Seitenkette zu kennen, was héufig nicht gegeben war. Mit diesen drei Spek-



3.1. STRUKTURBESTIMMUNG 54

tren war es moglich, etwa 25% der Seitenkette zuzuordnen. Die Seitenketten der Pro-
linreste konnten so nicht zugeordnet werden, da durch das Fehlen des 1Hp-Kerns und
dem hohen Anteil an Prolinresten in der Sequenz (> 11%) ein ,Einstieg“ in das HCCH
TOCSY-Spektrum unmdoglich war. Dieser eher niedrige Grad der Zuordnung, der eine
spiatere Zuordnung der NOE-Signale fast unméglich macht, war der Anlaf}, andere, we-
niger hidufig benutzte Spektren zur Seitenkettenzuordnung heranzuziehen. Insbesonde-
re wurde das HBHA(CBCACO)NH- und das CC(CO)NH-Spektrum aufgenommen. Im
HBHA(CBCACO)NH-Spektrum wird die '°N- und die 'Hy-Verschiebung des i-ten Ami-
nosiurerests mit der 'H,- und der 'Hg-Verschiebung (falls vorhanden) des sequentiel-
len Vorgiingers korreliert. Im Fall des CC(CO)NH-Spektrums werden zusétzlich zu der
13C,- und der '*Cg-Verschiebung auch die iibrigen Kohlenstoffe (falls vorhanden) mit
der "°N- und die 'Hy-Verschiebung des sequentiellen Nachfolgers korreliert. Somit stand
mit dem CC(CO)NH-Spektrum ein zweites Spektrum zur Verfiigung, mit dem die durch
das CBCA(CO)NH-Spektrum gewonnene Zuordnung der *C,- und *Cg-Verschiebungen
iiberpriift und vervollstindigt werden konnte. Mit diesen neu gewonnenen Informationen
war es nun moglich, vorher nicht zu identifizierende Spinsysteme im HCCH TOCSY-
Spektrum zuzuordnen und somit zu einem Zuordnungsgrad zu gelangen, der eine Zuord-

nung einer Vielzahl der NOE-Kontakte moglich machte (siehe Tabelle 3.1).

3.1.3 Sekundirstrukturvorhersagen

Aus den chemischen Verschiebungen der Kerne der einzelnen Aminosiurereste war es
moglich, eine Vorhersage zur Sekundirstruktur von cMeCP2 ARBD zu treffen. Hierzu
werden die gemessenen chemischen Verschiebungen mit sogenannten random coil shifts,
d.h. chemischen Verschiebungen unstrukturierter Peptide verglichen. Diese random coil
shifts sind aus Arbeiten, hauptséichlich von Wishart und Sykes [Wis91],[Wis94], an Hexa-
peptiden der Form Gly-Gly-X-Ala-Gly-Gly bekannt, wobei X fiir die jeweilig betrachteten
Aminoséurerest steht. Man findet fiir *C,- und *C’-Kernen in B-Faltblittern charakteri-
stische Hochfeldverschiebungen, in a-Helices Tieffeldverschiebungen. Fiir 'H,- und **Cjg-
Kerne wurde der umgekehrte Effekt gefunden (Hochfeldverschiebungen fiir a-Helices und
Tieffeldverschiebungen fiir g-Faltblitter). In [Wis95b] wurde gezeigt, dal es auch zu si-

gnifikanten Anderungen der random coil shifts kommt, wenn der sequentielle Nachfolger
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ein Prolinrest ist. Die Tendenz der Verschiebung ist der einer S-Faltblatt-Konformation
dhnlich. Alle anderen Aminoséurereste zeigen keine solche Tendenz; Alaninreste stehen

also stellvertretend fiir die restlichen Aminosiurereste.

In Abbildung 3.3 sind die Differenzen der chemischen Verschiebungen verschiedener
Kerne von den jeweiligen random coil-Werten dargestellt. S-Faltblattstrukturen liegen um
Aminosdurerest 108, 120 und 131 und eine a-Helix liegt im Bereich von Aminosiurerest
140. Die genaue Lage der Sekundirstrukturelemente lied sich allerdings auf der Grundlage
der chemischen Verschiebungen allein nicht vorhersagen. Fiir genauere Analysen wurde
in [Wis94] ein Programm vorgestellt, das zum einen die Verschiebungen von 'H,, 3C,,
BCs und ®C’ in ihrer Gesamtheit betrachtet und wichtet sowie zum anderen dem ko-
operativen Charakter von Sekundérstrukturelementen Rechnung trigt. Der Einsatz dieses

Programms fiihrte zu dem in Abbildung 3.4 dargestellten Ergebnis.

Wie bereits in Kapitel 1 erwidhnt, haben sich auch andere Arbeitsgruppen mit zu
cMeCP2 ARBD sequenzhomologen Proteinen beschéftigt. Besondere Aufmerksambkeit
wurde der Arbeit von Wakefield et al. [Wak99] gewidmet, da fiir den Bereich von Ami-
nosaurerest Ala78 bis Aminosiurerest Ser165 eine 100%ige Sequenzidentitéit zu cMeCP2
ARBD besteht.?> In Abbildung 3.5 sind die Primérsequenz sowie die Vorhersagen fiir
die Sekundarstruktur mittels CSI fiir beide Proteine vergleichend dargestellt. Es zeig-
te sich, daB eine prinzipielle Ubereinstimmung besteht, mit Ausnahme des Bereichs um
Aminosaurerest Asp98. Fiir diesen Bereich wurde von Wakefield et al. ein aus vier Ami-
nosdureresten bestehender [-Strang vorhergesagt. Dieser Unterschied gab Anlaf}, das
gesamte [-Faltblatt mit Hilfe von NOE-Kontakten ndher zu untersuchen. Typisch fiir
Aminosdurereste in parallelen wie antiparallelen S-Faltblattern im Gegensatz zu Ami-
noséaureresten in a-Helices sind Kontakte zwischen H, des i-ten Aminosidurerests zum
Hy des nachfolgenden Aminoséurerests (i+1), weiterhin sind Kontakte zwischen in der
Sequenz z.T. weit auseinanderliegenden? Aminosiureresten fiir das Vorliegen von Falt-
blattstrukturen charakteristisch. Die Kontakte weisen ein gewisses Muster auf: Liegt ein

Kontakt zwischen dem i-ten und j-ten Aminoséurerest vor und sind zuséatzlich auch Kon-

3Die Zahlung bezieht sich auf cMeCP2 ARBD, die Zahlung fiir MeCP2 MBD ist um eins nach unten
verschoben im Vergleich zu cMeCP2 ARBD.

“meist als langreichweitige NOE-Kontakte bezeichnet
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Abbildung 3.3: Differenzen der chemischen Verschiebungen in Abhingigkeit der Sequenz. Dar-
gestellt sind die Anderungen der Werte fiir 'H,, '°N, 13Cg, 130, und 'C’ zum jeweiligen random
coil (r.c.) shift. Die gemessenen Werte sind mit DSS referenziert; die Referenzwerte stammen
aus [Wis95b].
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Abbildung 3.4: CSI (chemical shift indez) fir cMeCP2 ARBD. Es flossen die Ad-Werte fiir
H,, BCq, 1305 und 3C’ ein. Ein Wert von +1 steht fiir 8-Faltblatt, -1 fiir a-Helix und 0 fiir
nicht kanonische Sekundéirstrukturelemente nach [Wis94], [Wis91].

takte zwischen dem (i+2)-ten und dem (j-2)-ten (fiir ein antiparalleles) oder zwischen
dem (i+2)-ten und dem (j+2)-ten (fiir ein paralleles 3-Faltblatt) vorhanden, so ist dies ein
starker Hinweis auf das Vorliegen eines -Faltblattes. Laf3t sich dieses Muster iiber mehre-
re Aminosdurereste hinweg erkennen, so ist diese Sequenzabschnitt als S-Faltblattstrang
identifiziert. Fiir cMeCP2 ARBD sind die NOESY-Spektren qualitativ auf NOE-Kontakte
fiir den in Frage kommenden Bereich hin untersucht worden. Die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 3.6 dargestellt. Es zeigt sich, daf} es fiir den Bereich um Aminosédurerest 98 keine
fiir S-Faltblitter typischen NOE-Kontakte zum benachbarten Strang gibt. Fait man die
Ergebnisse der Vorhersage der Sekundérstrukturelemente zusammen, so ergibt sich ein

antiparalleles S-Faltblatt (bestehend aus drei Stréingen) direkt gefolgt von einer a-Helix:

Strukturelement Aminosédurereste
B1 104-110 (GWTRKLK)
Ba 120-127 (KYDVYLIN)
B3 131-135 (KAFRS)

o 136-145 (KVELIAYFEK)
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Abbildung 3.5: Vergleichsbild cMeCP2 ARBP (oben) und rMeCP2 MBD (unten). Zu sehen ist
die Sekundérstruktur vorhergesagt mit CSI und die Sequenz der beiden Proteine. Grau unterlegt
sind beziiglich der Aminosduresequenz unterschiedliche Abschnitte.
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Abbildung 3.6: 3-Faltblatt- Topologie von cMeCP2 ARBD, bestimmt durch eine qualitative Aus-
wertung der NOESY-Spektren. Durchgezogene Pfeile symbolisieren gefundene NOE-Kontakte,
gepunktete Pfeile stehen fiir NOE-Kontakte, die auf Grund von Signaliiberlagerungen mehrdeu-
tig sein koénnen. Zum besseren Uberblick sind die durch die Analyse der chemischen Verschie-
bungen mittels CSI vorhergesagten Sekundérstrukturelemente als graue Boxen eingezeichnet.

3.1.4 Diederwinkel

Eine weitere Methode, ohne vollstindige Analyse der NOESY-Spektren Aussagen iiber
die Sekundérstruktur zu treffen, wurde von Cornilescu et al. [Cor99] eingefiihrt. Die ge-
nannten Autoren entwickelten ein Computerprogramm (TALOS), welchem ein wissensba-
sierter Ansatz, kombiniert mit den experimentell bestimmten Werten fiir die chemischen
Verschiebungen zu Grunde liegt, um Vorhersagen iiber die Diederwinkel ® und ¥ zu
treffen (siehe auch Abbildung 3.7). Nach Ramachandran [Ram63] nehmen die Winkel
® und ¥ bestimmte Werte bevorzugt ein. Weiterhin gilt, daf§ bestimmte Winkelpaare

typischerweise bei Aminosaureresten auftreten, die in S-Faltbldttern liegen; andere Win-
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kelpaare treten vermehrt bei Aminosdureresten in a-Helices auf. Im Programm TALOS
wird ein drei Aminosdurereste langes Sequenzstiick mit der Sequenz von 20 gut definier-
ten Proteinstrukturen verglichen. Liegt Sequenzhomologie vor und sind die chemischen
Verschiebungen fiir 'H,, 3C,, 3Cs, C’ und N #hnlich®, so wird angenommen, daf
auch die Werte fiir die Diederwinkel vergleichbar sind. Werden nun mindestens 9 Tripel
aus der Datenbank gefunden, die anndhernd die gleiche Grofie fiir die beiden Winkel vor-
aussagen, so besteht nach [Cor99] eine Wahrscheinlichkeit von 97% dafiir, daf§ der mit der
beschriebenen Methode bestimmte Winkel dem experimentell bestimmten Wert innerhalb
des angegebenen Fehlers entspricht.® Das Programm vergibt dann die Wertung ,,gut® fiir
das Paar (®,7).

Die Ergebnisse der Analyse der chemischen Verschiebungen fiir cMeCP2 ARBD mit-
tels TALOS sind in Abbildung 3.8 dargestellt. Auch diese Methode liefert die schon vor-
her gefundenen Sekundérstrukturelemente (sieche Abschnitt 3.1.3). Abweichend von den
vorherigen Analysen wird neben dem Bereich um Aminosiurerest Asp98, der auch von
Wakefield et al. als Sekundérstrukturelement vorhergesagt wurde (s.o.), der Bereich zwi-
schen Asp152 und Argl63 als strukturiert erkannt. Fiir sieben dieser elf Aminosdurereste
fand TALOS neun und mehr Werte fiir die beiden Diederwinkel in der benutzten Daten-
bank, die vom Bewertungsalgorithmus als ,,gut“ eingestuft werden. Betrachtet man die
veroffentlichte Struktur von MBD1 MBD [Ohk99] in diesem Bereich, so zeigen sich auch
dort von random coil-Bereichen verschiedene Strukturelemente. Nach [Ohk99] wird dem
Bereich um Aminoséiurerest 162 auch eine wichtige Rolle bei der Bindung des Proteins an
methylierte DNA zugewiesen. In der Struktur von MeCP2 MBD ist der Bereich um Ami-
nosdurerest Aspl152 strukturiert (Helix), der sich anschliefende Bereich allerdings nicht.
Somit wurde diesem Bereich auch bei cMeCP2 ARBD bei der weiteren Bestimmung der

Struktur besondere Aufmerksamkeit zuteil.

Es ist anzumerken, daf die gute Ubereinstimmung von 97% nur fiir Aminoséurereste in
Sekundarstrukturelementen bzw. in wenig flexiblen Bereichen erzielt wurde. Betrachtet

man z.B. den Bereich um Asp98: TALOS erkannte hier Sekundarstrukturelemente, die

Snéhere Informationen siehe[Cor99]

6Unter der Annahme, daf der betrachtete Aminoséurerest Teil kanonischer Sekundérstrukturelemente

ist, bzw. in einem wenig flexiblen Bereich des Proteins liegt.



3.1. STRUKTURBESTIMMUNG 60

180 L

Y CHFaltblatt

W
120+ =

60 - =
linksgange [-Helix

—60- L

—1204

rechtsgangige [-Helix [

— 18! ——T—————

—— T
-180 —120 —B0 o] B0 120 ¢’ 180

Abbildung 3.7: Die Diederwinkel und der Ramachandran Diagramm [Ram63]. Links in der
Abbildung ist ein Stiick aus dem Riickgrat eines Proteins eingezeichnet. Grau unterlegt ist die
Peptidbindung; w weitgehend fixiert bei 180°, ® und ¥ sind flexibel, bevorzugen aber bestimmte
Regionen, die in der Abbildung rechts (Ramachamdran Diagramm) eingezeichnet sind. Farbig
eingezeichnet sind die erlaubten Regionen fiir das Winkelpaar (®,7).

aber bei einer qualitativen Analyse der NOE-Kontakte in diesem Bereich (siehe Abbil-
dung 3.6) keine fiir kanonische Sekundirstrukturelemente typischen Kontakte aufweisen.
Eine Vereinfachung der Auswertung der TALOS-Ausgaben beziiglich der Vorhersage von
Sekundérstrukturelementen wiirde sich ergeben, wenn &hnlich wie beim CSI einige Krite-
rien zur Weiterverarbeitung der Daten gegeben wiren, die dem kooperativen Charakter

von Sekundéarstrukturelementen Rechnung tragen.

Neben der Moglichkeit, TALOS zur Vorhersage der Sekundérstruktur heranzuziehen,
ergibt sich eine noch wesentlich niitzlichere Verwertung der TALOS-Ausgaben fiir die
Bestimmung der Struktur. Die Strukturberechnungsprogramme CNS und DYANA (sie-
he Abschnitt 2.5) bieten die Moglichkeit, die Diederwinkel ® und ¥ als restraints fiir
Strukturberechnungen einzubeziehen. Voraussetzung fiir dieses Einbringen der Winkel-
informationen ist, dal ® und ¥ aus Aminosdureresten in Sekundérstrukturelementen,
bzw. aus wenig flexiblen Bereichen stammen. Die in die Strukturberechnung eingeflossen

restraints fiir die Diederwinkel sind im Anhang abgedruckt.
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Abbildung 3.8: Vorhersagen der Diederwinkel mittels TALOS [Cor99] fiir ¢cMeCP2 ARBD.
Aufgetragen sieht man die Anzahl der Ubereinstimmungen des Datenbankvergleichs der Dieder-
winkel ®, ¥ in Abhingigkeit der Sequenz. Rot eingetragen, sind die Werte, die TALOS als ,,gut*
bewertet.

3.1.5 Restdipolkopplungen

Ein weitere Moglichkeit, den Konformationsraum eines Proteins einzuschréinken, bieten
Restdipolkopplungen. Wie in Abschnitt 2.4.4 néher beschrieben, 148t sich die Orientierung
einer Bindung beziiglich eines molekiilfesten Orientierungstensors messen. Voraussetzung
fiir das Einbringen dieser Information in Strukturberechnungen ist die Kenntnis der Dyna-
mik des Proteins im betrachteten Bereich, da diese in Form des Ordnungsparameters S die
Gréfle der Restdipolkopplung beeinflufit. Ist S nicht bekannt, so mufl man die Verwen-
dung von Restdipolkopplungen in Strukturberechnungen auf die Bereiche beschrinken,
die erfahrungsgeméif einen Wert des Ordnungsparameters nahe 1 aufweisen (es gilt: S~0
sehr flexibel; Sas1 starr). Dies gilt im allgemeinen fiir Sekundéirstrukturelemente oder
Bereiche, die auf Grund des Auftretens von interresidualen NOE-Kontakten auf eine defi-
nierte Struktur schlieflen lassen. Dies bedeutet fiir cMeCP2 ARBD, dafi dem Bereich von
Asp152 bis Argl63 besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden muf}, da der CSI-plot fiir
diesen Bereich keine kanonischen Sekundéarstrukturelemente vorhersagt, dies aber aus der

Analyse der Berechnungen mit TALOS (siehe Abschnitt 3.1.4) nahe gelegt wird.



3.1. STRUKTURBESTIMMUNG 62

13 ]
124 'SxxD12
11 'SYYD12
10
::'Szsz
< 74
£+
5
4
34
2
14
0 T T T T T
30 -20 -10 0 10 20 30

Restdipolkopplung/Hz

Abbildung 3.9: Histogramm der auf die * Hy-'> N- Kopplung normierten Restdipolkopplungen. Es
flossen die Restdipolkopplungen (‘Hy-!5N, 13C,-'3C’ und PN-13C?) fiir gut separierten Signale
aus den durch CSI vorhergesagten Sekundirstrukturelementen ein. Die 3C,-13C’- und die '5N-
13C’-Kopplungen wurden auf die 'Hy-'"°N-Kopplungen normiert (siche Text).

Die Messung der Restdipolkopplungen ist in Abschnitt 2.4.4 n&her beschrieben. Die
Fehler ergeben sich aus den zwei Einzelmessungen (isotrop und orientiert) und addieren
sich zum Gesamtfehler der Restdipolkopplung. Es ergaben sich im giinstigsten Fall Fehler
von 1,4 Hz. Fiir die 'Hy-"3C’-Kopplung war der Fehler auf Grund der groflen Linienbreite
in 'H-Dimension fiir alle Aminos#urereste grofier als die Kopplung selbst und somit nicht
verwertbar. Es standen also Restdipolkopplungen beziiglich der 'Hy-'°N-, der 3C,-13C’-
und der ""'N-'3C’-Bindung zur Verfiigung. Die Messungen der 'Hy-'°N-Kopplungen wur-
de an einer N-markierten Probe vorgenommen. Das Deuteriumsignal (siehe Abschnitt
2.4.4) wies eine Aufspaltung von 18,4 Hz auf. Fiir die Messung der anderen beiden Kopp-
lungen wurde eine *C-!N-markierte Probe eingesetzt, wobei sich eine Aufspaltung des

Deuteriumsignals von 16,1 Hz einstellte.

Um diese drei Kopplungen miteinander vergleichen zu koénnen, war es notig, sie auf-
einander zu normieren. Dies wurde in einem ersten Schritt durch Multiplikation der
1BC,-C’- und der N-13C’-Restdipolkopplung mit }2%5; ~ 1,14 erreicht. In einem
zweiten Schritt wurden die *C,-1*C’- und die °N-13C’-Restdipolkopplung auf die 'H y-

IN-Kopplungen geeicht. Dazu wurden die Werte fiir 3C,-'3C’ und *N-3C’ mit dem
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Quotienten der statischen Dipolkopplungskonstante aus *Hy-°N zu 3C,-13C’ bzw. °N-
13C’ multipliziert.” Dies geschah aus zweierlei Griinden: Zum einen ist die Normierung
auf die 'Hy-'"N-Kopplung nétig fiir das Einbringen der '3C,-'3C’- und der N-13C’-
Restdipolkopplungen in Strukturberechnungen mit dem Computerprogramm CNS (siehe
Abschnitt 2.5). Zum anderen verleiht eine gréfilere Anzahl einflieBender Kopplungen dem

Histogramm (Abbildung 3.9) eine bessere Interpretierbarkeit und héhere Aussagekraft.

Mit Hilfe des Histogramms und der in [Clo98] beschriebenen Methode ist es moglich, die
Hauptwerte des Orientierungstensors abzuschitzen (ohne Kenntnis der Struktur). Hier-
bei gilt: [Szz| > |Syy| > |Sxx|. Diese Werte lassen sich einfach in die im Programm
CNS verwendeten Groflen umrechnen. Die in CNS verwendeten Groflen heiflen rhombicity
und azial und fiir den Zusammenhang dieser beiden Gréflen mit den Hauptwerten des

Orientierungstensors gilt:

1
arial = ) -Diy-S-Szz (3.1)
2 /2-
rhombicity = —— - ( Sy + 1) (3.2)
3 Szz

Unter Beriicksichtigung der Spurlosigkeit des Tensors 148t sich auch ohne weiteres Sxx

alternativ zu Sz oder Syy in die Berechnung von rhombicity und azial einbeziehen.

Auf Grund der beschrinkten Anzahl an gemessenen Restdipolkopplungen war die Be-
stimmung der Hauptwerte durch Vergleich mit einem idealen Histogramm nicht einfach
und lie} Mehrdeutigkeiten zu. Ein weiteres Problem beziiglich der Auswertung des Histo-
gramms bestand in der Tatsache, dal durch die Normierung auf die *H y-'*N-Kopplung die
absoluten Fehler fiir die 13C,-13C’- und die N-13C’-Restdipolkopplung mit der Normie-
rung wachsen. Sowohl die statische Dipolkopplungskonstanten fiir 3C,-!3C’- als auch die
fiir SN-13C’ sind betragsmiflig kleiner als die statische Dipolkopplungskonstante fiir ' H y-
15N. Fiir die Fehler der *N-13C’-Restdipolkopplung ergaben sich so Werte von z.T. mehr
als 5 Hz. Dies war auch der Grund dafiir, dal die ®N-'3C’-Restdipolkopplung zwischen
Lys108 und Leul09 (28,5 Hz) nicht in die Betrachtungen zur Bestimmung der Hauptwerte

mittels Histogramm einflo. Da anzunehmen ist, daf fiir die Bestimmung von Sxx und

"Fiir die '*C,-'3C’-Restdipolkopplungen z.B. heifit das Multiplikation mit 2= (fiir die statischen

Dipolkopplungskonstanten siehe Tabelle 2.1).



3.1. STRUKTURBESTIMMUNG 64

Syy mit Hilfe des Histogramms der Einflufy der endlichen Anzahl an einflieBenden Kopp-
lungen geringer ist als bei Szz, wurde Sz nicht mit Hilfe des Histogramms bestimmt,
sondern unter Ausnutzung der Spurlosigkeit des Tensors (siehe Abschnitt 2.4.4). Es ergab
sich somit fiir die Hauptwerte des Tensors aus dem Histogramm: Sz, ~ —1,04 x 1073,
Syy ~ 8,3 x 107* und Sxx ~ 2,1 x 10~*. Das entspricht Werten von azial und rhombici-
ty von -12,5 Hz bzw. 0,4. Durch leichte Variation der Auflésung des Histogramms kam es
zu starken Schwankungen der Hauptwerte, die durchaus im Bereich von bis zu £1,5x1074

lagen.

Um die Hauptwerte des Orientierungstensors genauer zu bestimmen, wurde von jeweils
verschiedenen Hauptwerten ausgehend eine Reihe CNS-Strukturberechnungen durch-
gefiihrt. In diesen Berechnungen wurden die mit TALOS vorhergesagten Diederwinkel
® und ¥, die 'Hy-'°N-Restdipolkopplungen und NOE-restraints (Anzahl interresidualer
Kontakte 192) verwendet. In Abbildung 3.10 sind die Gesamtenergien aus den Strukturbe-
rechnungen in Abhéngigkeit des jeweils verwendeten Wertepaar fiir azial und rhombicity
dargestellt. Es wurde jeweils ein Durchlauf durchgefiihrt, in dem 60 Strukturen berechnet
wurden. Die Gesamtenergie der besten 20 Strukturen (hinsichtlich ihrer Gesamtenergie)
wurde gemittelt und dieser Mittelwert ist in Abbildung 3.10 aufgetragen. Die Auswertung
ergibt einen energetisch begiinstigten Bereich bei etwa 0,5 fiir rhombicity und -13 Hz fiir
azial. Dies entspricht S;, ~ —1,08 x 1073, Syy ~ 9,4 x 107* und Sxx ~ 1,4 x 10~* fiir

die Hauptwerte.

Da die Werte fiir Szz und Syy betragsméflig nicht sehr verschieden sind, wurde das
oben geschilderte Verfahren zur Bestimmung von axial und rhombicity auch fiir den Fall
angewandt, dafl Sz, im Gegensatz zum oben angenommenen positiv ist. Dabei ergaben
sich weit hohere Energien als im umgekehrten Fall, und es kann angenommen werden,

dal Sz negativ ist.

Es gibt eine weitere Moglichkeit, die Hauptwerte des Orientierungstensors ab-
zuschitzen. Hierfiir ist neben den experimentell bestimmten Restdipolkopplungen Vor-
aussetzung, dafl eine schon relativ gut definierte Struktur vorliegt. Fiir ein solches Vorha-
ben stehen eine Reihe Programme zur Verfiigung, welche die Grofie und Lage des Tensors
in einem molekiilfesten Koordinatensystems vorhersagen, wobei moglichst viele der ex-

perimentellen Restdipolkopplungen mit diesem Tensor erklidrt werden sollen. In dieser
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Arbeit kam hauptséchlich das Programm Module [Dos01] zum Einsatz. Dabei wurden
unter Verwendung von iiber 650 NOE-Kontakten und den Diederwinkeln, vorhergesagt
fiir Aminosdurereste in Sekundérstrukturelementen, mit dem Strukturberechnungspro-
gramm DYANA (siehe Abschnitt 2.5) 240 Strukturen berechnet. Die fiinf energetisch
besten Strukturen wurden fiir einen Fit mit Module herangezogen. Als Ergebnis hat sich
-12 Hz fiir azial und 0,51 fiir rhombicity, was Hauptwerten von Sy; ~ —1,0 x 1073,
Syy ~9,1x 107% und Sxx ~ 0,9 x 10~ entspricht, ergeben.

Vergleicht man alle drei Methoden die Hauptwerte des Orientierungstensors zu be-

8, so liefern sie im wesentlichen iibereinstimmende Ergebnisse. Die mit dem Hi-

stimmen
stogramm bestimmten Hauptwerte unterscheiden sich geringfiigig von denen, die mit den
beiden anderen Methoden bestimmt wurden. Auf Grund der geringeren Genauigkeit die-
ser Methode (s.0.) wurden fiir die anschlieBenden Strukturberechnungen mit CNS die
mit den anderen beiden Methoden bestimmten Werte verwendet (rhombicity=0,51 und
azial=-13 Hz)? Die in die Strukturberechnung eingeflossen Restdipolkopplungen sind im

Anhang abgedruckt.

3.1.6 Zuordnung der NOESY-Spektren

Kern-Kern-Absténde, abgeleitet aus NOESY-Spektren, stellen bislang das wichtigste
Hilfsmittel bei der Strukturbestimmung von biologischen Makromolekiilen in Lésung dar.
Im Fall von cMeCP2 ARBD war dies dhnlich, wobei auflerdem Restdipolkopplungen und
die Vorhersagen fiir die Werte der Diederwinkel mittels TALOS (siche Abschnitt 3.1.5
und 3.1.4) eine wichtige Rolle bei der Strukturbestimmung von cMeCP2 ARBD spielten.
Zusétzlich waren sie eine wertvolle Hilfe, um einen , Einstieg® in die NOESY-Spektren zu

erlangen.

Ein 3C- und ein ®N-editiertes NOESY-HSQC-Spektrum sowie ein zweidimensionales
NOESY-Spektrum (das erste bei 600 MHz Protonenresonanzfrequenz, die letzten bei-

den bei 800 MHz Protonenresonanzfrequenz) standen zur Verfiigung. In diesen Spektren

8Histogramm, Strukturberechnungen mit anschlieBender Energiebetrachtungen bei systematisch vari-

ierten Hauptwerten und das Anpassen des Tensors an eine gut definierte Struktur.

9In den Startdateien fiir CNS wird nur der Zahlenwert fiir azial eingegeben (ohne die Einheit).
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Abbildung 3.10: Gesamtenergie der einzelnen Strukturberechnungen in Abhingigkeit von azial
und rhombicity. Im Text ist der Zusammenhang dieser beiden Gréflen mit den Hauptwerten
des Orientierungstensors dargestellt.

kommt es zu sogenannten Kreuzsignalen, wenn zwei Protonen im Protein weniger als etwa
0,5 nm auseinanderliegen. Mit Hilfe der oben beschriebenen Zuordnung der Hauptketten-
und Seitenkettensignale ist es moglich, diese beiden Protonen zu identifizieren. Das Volu-
men des Kreuzsignals 148t sich iiber eine bekannte Beziehung (abgeleitet aus dem Kern-
Overhauser-Effekt) in Distanzen umrechnen. In Abschnitt 2.4.3 wird auf die verwendeten
Spektren niher eingegangen, eine detaillierte Beschreibung der Experimente findet sich
z.B. in [Cav95]. Auf Grund der Gréfie von cMeCP2 ARBD war die eindeutige Identifi-
zierung der Signale wegen Signaliiberlagerungen trotz der Verwendung von dreidimensio-
nalen Experimenten oft kompliziert. Das Vorgehen zur Zuordnung der NOE-Signale war
ein iterativer Prozef}: In einem ersten Schritt wurden in den NOESY-Spektren eindeuti-
ge NOE-Signale identifiziert. Die Abstandsinformationen aus diesen Signalen zusammen
mit den Restdipolkopplungen und den Diederwinkeln (jeweils fiir Aminosiurereste aus
mit Hilfe des CSI-plots vorhergesagten Sekundérstrukturelementen) bildeten die Grund-
lage fiir die ersten Strukturberechnungen. Fiir die Umrechnung der Signalintensititen der

Kreuzsignale auf Kern-Kern-Abstéinde wurden folgende Kreuzsignale verwendet:
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Spektrum Kreuzsignal Distanz in nm
"N-NOESY Hy 125/Hy 133 0,33
BC-NOESY H, 137/Hg 137 0,28
2D-NOESY Hy 144/Hy 143 0,28

Diese Kreuzsignale stammen alle aus Sekundérstrukturbereichen, fiir deren Absténde
Literaturwerte bekannt sind [Wut86]. Die Eichung des '*C-editierten NOESY-HSQC-
Spektrum vollzog sich abweichend von den anderen beiden Spektren: In [Wut86] wird
fiir den Abstand des H, zum Hp eines Aminosiurerestes innerhalb einer a-Helix 0,22 bis
0,29 nm angegeben. Es wurde nun mit 0,26 nm geeicht, dabei kam es zu einer nicht zu
vernachldssigenden Anzahl von unterschrittenen van-der-Waals-Radien. Darauthin wur-
den die Distanzen solange in Schritten von 0,01 nm erhoht, bis nur noch wenige der
berechneten Distanzen die Summe der van-der-Waals-Radien der beiden beteiligten Ato-
me unterschritten. Auf diese Weise ergaben sich bei Betrachtung aller NOE-Kontakte
maximale Distanzen von 0,5 nm, was mit den maximal durch NMR-Spektroskopie an

Makromolekiilen mittlerer Grofie ermittelbaren Distanzen konform ist.

In einem zweiten Schritt wurden die aus dem ersten Schritt entstandenen Strukturen
zur Riickrechnung der experimentellen Spektren (das Prinzip der Riickrechnung ist in
Abschnitt 2.6 erklirt) verwendet. Mit dem Vorliegen einer groben Struktur verringerte
sich die Anzahl der mehrdeutigen NOE-Kontakte und eine Zuordnung von vorher nicht
identifizierbaren Signalen wurde moglich. Diese beiden Schritte wechselten sich mehrfach
ab, bis es nicht mehr moglich war, den Grad der Zuordnung der NOESY-Spektren zu
erh6hen. Zur Auswertung der Strukturberechnungen stand unter anderem das in der Ar-
beitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Dr. Kalbitzer entwickelte Programm cnsstat [Ste01] zur
Verfiigung. Dieses Programm analysiert die logfiles einer CNS-Strukturberechnung und ex-
trahiert unter anderem die am h#ufigsten verletzten NOE-restraints. Das logfile selbst ist
auf Grund seiner Gréfle sehr uniibersichtlich und eignet sich dadurch kaum zur Analyse der
Rechnungen. Die verletzten NOE-restraints wurden in den Spektren iiberpriift und dann
unter Umstidnden bei nachfolgenden Strukturberechnungen mit gréfleren Fehlern oder gar
nicht mehr verwendet. Fehlerquellen waren zumeist vorher als solche nicht erkannte Si-
gnaliiberlagerungen, selten auch Fehlzuordnungen der Signale. Andere Fehlerquellen sind

(auf Grund von , Spindiffusion®) falsch ermittelte Distanzen zwischen zwei Atomen. Wa-
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Abbildung 3.11: Statistik der NOE-restraints. Es sind die Summe der NOE-Kontakte (NOEs)
pro Aminosiurerest dargestellt. Hellblau: langreichweitige NOEs (Abstand in der Sequenz > 5),
dunkelblau: NOEs (Sequenzabstand zwei bis vier Aminosiurereste), griin: sequentielle NOEs,
rot: intraresiduelle NOEs.

ren solche Signale identifiziert, wurden sie in folgenden Strukturberechnungen nicht mehr
beriicksichtigt. Pauschal wurde ein Fehler von 30% beziiglich der Distanzinformationen
aus den NOE-Kontakten angenommen, welcher in begriindeten Féllen (s.0.) gedindert
wurde. Tabelle 3.2 und Abbildung 3.11 geben einen Uberblick iiber die gefundenen NOE-
Kontakte. In Abbildung 3.11 148t sich erkennen, dafi der Bereich von Aminoséiurerest
Gly104 bis Serl65 verhiltnisméBig viele Kontakte aufweist,'® was fiir das Vorliegen we-
nig flexibler Strukturen in diesem Bereich spricht. Die Aminosdurereste der Termini des
Proteins weisen hingegen selbst innerhalb der eigenen Seitenkette wenige bzw. gar keine
Kontakte auf. Dies 1&8t auf eine hohe Flexibilitdt schliefen, was wiederum auf das Vor-
liegen nicht gefalteter Bereiche hinweist. Diese Erkenntnis steht in Ubereinstimmung mit
den in den Abschnitten 3.1.3 und 3.1.4 dargestellten Resultaten, in denen unter anderem
Vorhersagen iiber die Sekundarstruktur von cMeCP2 ARBD getroffen wurden. Die An-
zahl der gefunden NOE-Kontakte (siehe Tabelle 3.2) ist fiir ein Protein der Gréfle von
cMeCP2 ARBD als relativ gering zu bewerten. Diese geringe Zahl an NOE-Kontakten

101mit, Ausnahme des Bereichs von Aminosdurerest 110 bis 118
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Art des Kontakts Anzahl der Kontakte

intraresidual 447
sequentiell 186
mittelreichweitig 65
langreichweitig 131
Gesamt 829

Tabelle 3.2: Uberblick tiber die NOE-restraints. Mittelreichweitig faBt Kontakte zwischen Ato-
men, deren Sequenzabstand zwei bis vier Aminosdurereste betrigt, zusammen. Ab fiinf Ami-
nosdureresten Abstand sind die Kontakte unter langreichweitig zusammengefafit.

Art des restraints ~ Anzahl der restraints (CNS) Anzahl der restraints (DYANA)

NOEs 829 829
Restdipolkopplungen 53

Diederwinkel 62 62

Gesamtanzahl 944 891

Tabelle 3.3: Uberblick aller verwendeten restraints in DYANA und CNS.

wird durch den hohen Anteil nicht gefalteter Bereiche des Proteins verursacht, die im
Vergleich zu gefalteten Bereichen einen hoheren Grad an Flexibilitit aufweisen und somit
wenig NOE-Kontakte aufweisen. Die flexiblen Bereiche (meist in der Néhe des C- und
N-Terminus des Proteins) weisen zudem sehr dhnliche Werte fiir ihre chemischen Ver-
schiebungen auf, was eine Zuordnung dieser Aminoséurereste besonders schwierig macht.
Aus dieser geringen Zahl gefundener NOE-Kontakte leitete sich der hohe Stellenwert der

Restdipolkopplungen als restraints in den durchgefiihrten Strukturberechnungen ab.

3.1.7 Numerische Berechnung der dreidimensionalen Struktur

von cMeCP2 ARBD

Zur Berechnung der Struktur von cMeCP2 ARBD kamen die beiden in Abschnitt 2.5
ndher beschriebenen Programme CNS und DYANA zum Einsatz. Die Gesamtheit der

experimentellen restraints, die in den abschliefenden Rechnungen verwendet wurden, sind
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in der Tabelle 3.3 im Uberblick aufgelistet. Die Aminosiurereste, die dem Polyhistidin-
tag zugehorig sind (sie treten im nativen cMeCP2 ARBD nicht auf) wurden bei der
Strukturberechnung nicht beriicksichtigt.

Bei Molekiildynamikrechnungen besteht immer die Gefahr, dafl der simulierte Faltungs-
weg in ein lokales Energieminimum fiihrt, welches unter Umsténden bis zum Ende der
Simulation nicht mehr verlassen wird. Um so entstandene Strukturen von denen zu tren-
nen, deren Faltungsweg ndher am globalen Energieminimum endet, ist es notig, eine grofie
Anzahl von Strukturen (bei Verwendung der gleichen restraints) zu berechnen. Dann kann
eine Auswahl betrachtet werden, deren Energien minimal sind. Aus diesem Grund wurden
bei allen Rechnungen 240 Strukturen berechnet und die zehn Strukturen mit den nied-
rigsten Energien ausgewéhlt. Fiir diese zehn mit CNS berechneten Strukturen sind die
Energiebeitrige (Mittelwert + Standardabweichung), welche durch die Verletzungen der
restraints hervorgerufen werden, getrennt nach den einzelnen Beitréigen (siehe auch 2.5.1)
in Tabelle 3.4 aufgefiihrt.!! In dieser Tabelle werden zwei CNS-Rechnungen miteinander
verglichen, denen die gleichen restraints beziiglich NOE-Kontakten und Diederwinkeln zu
Grunde lagen. In einer Rechnung wurden zusétzlich Restdipolkopplungen als restraints in

die Molekiildynamikrechnungen einflossen.

Die Beitréige aller Energien fiir die Berechnungen mit Restdipolkopplungen liegen deut-
lich hoher als die entsprechenden Beitrige ohne Einbeziehung der Restdipolkopplungen.
Auffillig ist, dal der Energiebeitrag direkt hervorgerufen durch verletzte Restdipolkopp-
lungen (E,pup) im Vergleich zu den anderen Energiebeitrigen gering ist (E,qy, macht

weniger als 1% von der Gesamtenergie E,, aus).

Die zehn energetisch besten mit DYANA berechneten Strukturen wiesen Werte fiir die
VTF (siehe Abschnitt 2.5.2) von 34,78 fiir die energetisch beste Struktur bis 36,02 fiir die

zehnte Struktur auf.

Auf Grund der Ergebnisse aus Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4, die nicht gefaltete Elemente
fiir Aminosédurereste in den Bereichen der Termini von cMeCP2 ARBD (Aminosdurerest
72-90 und 165-196) vorhersagen, und der Tatsache, dal nur wenige NOE-Kontakte in
diesen Bereichen zu lokalisieren sind (siehe Abbildung 3.11), beschréinkt sich die Dar-

N 7Zugrundegelegt wurde hierbei die Standardeinstellung beziiglich der Kraftkonstanten der CNS-
Version 1.0 (vgl. Abschnitt 2.5.1).
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Energie in kJ/mol  Energie in kJ/mol

Art d let
rt der Verletzung (mit Kopplungen)  (ohne Kopplungen)

Evaw 756 + 74 158 + 14
Ebond 146 + 12 51,8 + 1,4
Eimp 284 + 60 282 + 1,8
Eung 1112 + 218 324 + 9

Enor 581 4 97 239 4+ 9

Ecoup 18+ 9

Edinedral 167 + 42 4,3 40,7
Epot 3064 + 303 805 + 23

Tabelle 3.4: Vergleich der Energiebeitrige bei zwei CNS-Rechnungen (einmal mit, einmal
ohne die Einbeziehung von Restdipolkopplungen als restraints).

stellung der Struktur in Abbildung 3.12 auf den Sequenzabschnitt von Aminosiurerest
82 bis 170. Die Darstellungsform ist das Biandermodell, bei dem insbesondere die Fal-
tung der Hauptkette und die Anordnung der Sekundarstrukturelemente betont wird. Zur
Darstellung wurde das Programm MOLMOL verwendet [Kon96]. Die Berechnung der
Sekundérstrukturelemente erfolgte mit dem Kabsch-Sander-Algorithmus [Kab83], der in
MOLMOL implementiert ist.

Vergleicht man die Ergebnisse der drei Strukturberechnungen (DYANA und CNS mit
bzw. ohne Restdipolkopplungen als restraints) miteinander, ergibt sich folgendes Bild (sie-
he auch Tabelle 3.5): Ubereinstimmend ergibt sich fiir die Struktur von cMeCP2 ARBD ein
dreistringiges antiparalleles S-Faltblatt, an das sich eine a-Helix anschliefit. Die Léngen
und Positionen der einzelnen Sekundirstrukturelemente!'? wird in allen drei Rechnungen

in guter Ubereinstimmung wiedergegeben (siehe Tabelle 3.5).

Bei dem sich der a-Helix anschlieBenden Sequenzabschnitt lassen sich Unterschiede in-
nerhalb der drei Strukturberechnungen erkennen: Bei den DYANA-Rechnungen ergibt sich
eine fiinf Aminosdurereste umfassende rechtsgingige Helix von Aminosidurerest 159 bis

163. Weiterhin auffillig ist der Bereich von Aminoséurerest 153 bis 155. Fiir neun der zehn

2hestimmt mit dem Kabsch-Sander-Algorithmus
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Abbildung 3.12: Struktur von cMeCP2 ARBD im Bindermodell in zwei verschiedenen Ansich-
ten (Es ist die energetisch beste Struktur aus der Strukturberechnung mit DYANA dargestellt).
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RMSD in nm
Sekundarstruktur (Sek.) CSI Sek. 95-170
nach [Kab83| RG S RG S RG S
DYANA FB: 106-110, 122-126, 132-133
Helix:136-144, 159-163
CNS FB: 106-109, 122-126, 132-133
Helix:136-145
CNS oh. FB:106-110, 122-126, 132-133
Koppl. Helix:136-145

0,054 0,131 | 0,037 0,102 | 0,268 0,329

0,096 0,188 | 0,079 0,167 | 0,489 0,560

0,088 0,151 | 0,062 0,120 | 0,386 0,456

Tabelle 3.5: RMSD-Werte und Sekunddrstrukturelemente im Vergleich. Schwere Ato-
me (S) stehen dabei fiir N, C, S und O des gesamten Aminosiurerests; Hauptkette-
natome sind mit RG (Riickgrat) abgekiirzt, FB steht fiir Faltblatt; Sek. steht fiir Se-
kundérstrukturelemente, bestimmt mit dem Kabsch-Sander-Algorithmus; CNS oh. Koppl.
- es wurden keine Restdipolkopplungen als restraints verwendet. CSI steht fiir die Ami-

nosdurereste, die mit Hilfe des CSI als Teile von Sekundérstrukturelementen vorhergesagt
wurden (siehe Abbildung 3.4).

Strukturen wird mit dem Kabsch-Sander-Algorithmus eine von unstrukturiertem (random
coil) Bereich abweichendes Strukturelement (bend) geliefert. Bei einer der zehn Strukturen
lieferte der Algorithmus eine 3;o-Helix!? fiir den Sequenzbereich von 153 bis 155. Bei bei-
den Strukturberechnungen mit CNS werden nach der a-Helix (Aminosdurereste 136-145),
bezogen auf alle zehn Strukturen, keine kanonischen Sekundérstrukturelemente durch
den Kabsch-Sander-Algorithmus erkannt. Allerdings wird bei zwei Strukturen bzw. einer
Struktur bei Verwendung von CNS mit bzw. ohne Restdipolkopplungen eine 31¢-Helix
fiir den Sequenzabschnitt 153 bis 155 erkannt. In den iibrigen acht bzw. neun Strukturen
identifiziert der Kabsch-Sander-Algorithmus die Abschnitte um Aminosdurerest 154 und

161 nicht als random coil-Bereiche (bend).

Um die Giite der Struktur zu priifen (speziell im Sequenzabschnitt 153-163), sind die

Diederwinkel der einzelnen Aminoséiurereste aufgetragen (Ramachandran Diagramm). In

13Ein im Vergleich zur a-Helix steiler gewundener Helixtyp (Es gilt: 31o-Helix - 3 Aminoséurereste
pro Windung, a-Helix - 3,6 Aminosdurereste pro Windung, 7-Helix - 4,4 Aminosiurereste pro Windung
[Cre93]).
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Abbildung 3.13: Ramachandran Diagramm. Dargestellt sind die Diederwinkel ® und ¥ fiir die
Aminosdurereste 82 bis 170 fiir die in Abbildung 3.12 dargestellte Struktur. Glycinreste sind

eingerahmt dargestellt.
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Abbildung 3.13 sind im Ramachandran-Diagramm die Diederwinkel im Sequenzbereich
der Aminos#urereste 82 bis 170 fiir die in Abbildung 3.12 gezeigte Struktur dargestellt.'*
Es ist eine Haufung der (®,¥)-Paare der einzelnen Aminosiurereste in den farbig mar-
kierten Bereichen (sie werden aus sterischen Griinden bevorzugt besetzt) zu erkennen.
Aminosdurereste, die nicht in den farbig markierten Bereichen liegen, stammen meist aus
weniger gut definierten loop-Bereichen oder den Termini. Weiterhin auffillig sind die Gly-
cinreste (in der Abbildung eingerahmt dargestellt). Diesen steht auf Grund der fehlenden
Seitenkette ein groflerer Konformationsraum offen. Auf Grund der unterschiedlichen Er-
gebnisse der drei Strukturberechnungen im Hinblick auf die Sekundérstruktur in dem Se-
quenzabschnitt von Aminoséurerest 153 bis 164 wurde dieser Bereich in Abbildung 3.14 in
mehreren Ramachandran-Diagrammen im Vergleich dargestellt. Zur besseren Ubersicht
wurde nur eine (die energetisch Beste) der zehn Strukturen dargestellt.'® In allen drei
Strukturberechnungen liegen die (®,¥)-Paare fiir die Aminosédurereste 153, 154, 160, 161,
163 in dem Winkelbereich, der gehduft von Aminosdureresten aus helikalen Strukturele-
menten eingenommen werden. Das Winkelpaar von Aminosédurerest 155 liegt nur fiir die
Strukturberechnung mit CNS unter Verwendung von Restdipolkopplungen nicht in die-
sem Bereich. Das heifit, bis auf diesen Aminoséurerest und Aminosiurerest 159 nehmen
bei allen drei Rechnungen die Aminosédurereste im Bereich um 154 und 161, getrennt von
einem random coil-Bereich (156-158), eine fiir helikale Strukturelemente typische Konfor-
mation ein (Aminosdurerest 162 kann bei dieser Betrachtung ausgeschlossen werden, da
es sich um einen Glycinrest handelt (s.0.)). Es ergibt sich also fiir den Sequenzabschnitt
153 bis 163 eine Strukturelement der Form (heliz-turn-heliz). Dies ist im Hinblick auf die
Funktion des Proteins (Bindung an DNA) ein interessantes Ergebnis, denn solche heliz-
turn-heliz-Motive sind bekannte Interaktionsstellen zwischen Proteinen und DNA (siehe
z.B. [Lod99]).

Ein Maf} dafiir, wie weit sich die zehn energetisch besten Strukturen voneinander un-
terscheiden, liefert der RMSD-Wert (root mean square deviation). In Tabelle 3.5 ist der
RMSD-Wert (berechnet durch MOLMOL, bezogen auf eine mittlere Struktur) fiir Struk-

14 Aus Abbildung 3.7 ist die Definition der Diederwinkel zu entnehmen.

15Es ist anzumerken, daf alle drei Strukturen Sekundirstrukturelemente wie in Tabelle 3.5 angegeben

aufweisen, d.h., sie sind ,,gute“ Reprisentanten der jeweils zehn Strukturen.
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Abbildung 3.14: Der Sequenzabschnitt von Pro153 bis Arg163 im Ramachandran Diagramm.
Die Strukturberechnungen wurden mit(a) DYANA, (b) CNS, mit und (c) CNS, ohne die Ver-
wendung von Restdipolkopplungen als restraints durchgefiihrt. Glycinreste sind eingerahmt dar-
gestellt.
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Abbildung 3.15: Uberlagerung der Hauptkettenatome von zehn Strukturen niedrigster Energie.
Zur besseren Veranschaulichung ist links eine der Strukturen des Biindels mit gleicher Orientie-
rung im Béndermodell dargestellt (Strukturen wurden mit DYANA berechnet).
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turberechnungen mit CNS und DYANA im Vergleich aufgetragen. Es wurde dabei zwi-
schen Haupt- und Seitenkettenatomen unterschieden (siehe Tabelle 3.5). Weiterhin sind
in dieser Tabelle die durch den Kabsch-Sander-Algorithmus fiir die jeweils zehn Struk-
turen erkannten Sekundirstrukturelemente festgehalten.'® Fiir verschiedene Sequenzab-
schnitte des Proteins wurde der RMSD-Wert bestimmt. Je niedriger der RMSD-Wert
ist, um so weniger unterscheiden sich die zehn Strukturen (bezogen auf den zu Grunde
gelegten Sequenzabschnitt) voneinander. Auffillig ist, da§ die Strukturen, die mit DYA-
NA berechnet wurden, fiir alle Sequenzabschnitte, sowie fiir alle in die Bestimmung des
RMSD-Wertes einfliefenden Atome geringere RMSD-Werte aufweisen als die mit CNS
berechneten Strukturen. Vergleicht man die beiden CNS-Rechnungen miteinander, so er-
geben sich fiir die Berechnungen mit Restdipolkopplungen durchweg h6here RMSD-Werte.
Wird der Sequenzbereich von 95 bis 170 fiir die Berechnung des RMSD-Wertes herangezo-
gen, so ergeben sich vergleichsweise hohe Werte. Das bedeutet, dafl dieser Abschnitt viele
nicht gut definierte Bereiche aufweist (vornehmlich der loop zwischen den ersten beiden
Stringen des g-Faltblattes, der Bereich bis zum ersten g-Faltblattstang und der Bereich
hinter Aminoséurerest 163). Die Uberlagerung der zehn Strukturen niedrigster Energie
ist in Abbildung 3.15 dargestellt. Die Positionen der Sekundérstrukturelemente sind sehr
gut definiert. Die loop- sowie die terminalen Bereiche sind in ihrer Lage weniger gut defi-
niert, was mit der Anzahl der gefundenen NOE-Kontakte in diesen Bereichen (siehe auch
Abbildung 3.11) korreliert.

3.2 Der Protein-DNA-Komplex

Die Identifizierung von Interaktionsflichen verschiedener Molekiile mittels Fliissigkeits-
NMR-Spektroskopie beruht oft auf der Beobachtung der Anderung der chemischen Ver-
schiebung einer der beiden Wechselwirkungspartner im Vergleich zum Spektrum des unge-
bundenen Molekiils. Voraussetzung hierfiir ist die Kenntnis der chemischen Verschiebun-
gen der Signale eines der beiden Wechselwirkungspartner (,sequenzielle Zuordnung*). Die

nahezu vollstindige Zuordnung der Hauptkettenatome (s.o.) gestattet die Untersuchung

6Trat bei mindestens acht der zehn Strukturen das gleiche Sekundarstrukturelement auf, so wurde

dieses Element in Tabelle 3.5 festgehalten.
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Abbildung 3.16: Ausschnitt aus dem (links) * H-'SN-HSQC- und dem (rechts) ' H-*>N-TROSY-
Spektrum vom cMeCP2 ARBD gebunden an methylierte DNA (Probe 2, siche Abschnitt 2.3).
Die Konzentration von cMeCP2 ARBD betrug 1,6 mM, die Aufnahmen erfolgten bei einer
Protonenresonanzfrequenz von 600 MHz.

der Bindung von methylierter (Abschnitt 3.2.1) bzw. nicht methylierter (Abschnitt 3.2.2)
DNA an cMeCP2 ARBD. Aus [Wei97] ist zu entnehmen, daf§ ein Protein-DNA-Komplex
im Verhéltnis 1:1 vorliegt. Mit einem Molekulargewicht des DNA von ca. 9,2 kDa ergibt
sich fiir den Komplex ein Molekulargewicht von ca. 25 kDa. Wie in Abschnitt 2.2.1 disku-
tiert, erscheint bei der Gréfle des Komplexes die Verwendung von TROSY-Experimenten
bereits sinnvoll. Um ein moglichst genaues Bild des Bindungsverhaltens zu erlangen, ist
es notig, kleine Anderungen der chemischen Verschiebung nachweisen zu kénnen. Die
Erhéhung der Auflosung der Spektren in den indirekten Dimensionen ist proportional zur
Dauer der Messung. Weiterhin erhéht sich, um ein #hnliches Signal/Rausch-Verhéltnis
wie bei einem kleineren Molekiil zu erhalten, die Anzahl der scans. Daraus erklért sich die
iiberwiegende Verwendung von zweidimensionalen Experimenten bei der Untersuchung

der Bindung von DNA an cMeCP2 ARBD.

3.2.1 Methylierte DNA

In Abbildung 3.16 sind Ausschnitte aus dem 'H-'N-HSQC- und dem 'H-">’N-TROSY-
Spektrum des cMeCP2 ARBD-DNA-Komplexes gezeigt. Das Signal/Rausch-Verhiltnis
beider Spektren ist in Anbetracht der hohen Anzahl scans (64 bzw. 128 beim HSQC-
bzw. TROSY-Experiment) iiberraschend schlecht. Die Linien sind stark verbreitert im
Vergleich zu den Signalen des freien cMeCP2 ARBD. Diese Verbreiterung konnte durch
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die Verwendung des TROSY-Experiments nur geringfiigig verringert werden. Eine Er-
klarung fiir diesen Effekt konnte das Vorliegen von Komplexen sein, welche mehr als ein
Proteinmolekiil und ein DNA-Fragment umfassen (Aggregation). Eine VergroBerung des
zu untersuchenden Komplexes hat eine Erhéhung von 7, zur Folge, was direkt zu einer

Erhohung der Linienbreite fiihrt (siehe auch Abschnitt 2.2.1).

Es ist moglich, durch Messung der Diffusionskoeffizienten mit Hilfe der Fliissigkeits-
NMR-Spektroskopie Aussagen iiber die GroBe eines Molekiils zu treffen.!” Aus einem Ver-
gleich des Diffusionsverhaltens von freiem cMeCP2 ARBD mit dem des cMeCP2 ARBD-
DNA-Komplexes soll die relative Gréfle des Komplexes abgeschiitzt werden. Im linken Teil
von Abbildung 3.17 ist die Anderung der normierten Intensitit in Abhingigkeit von der
Gradientenstirke fiir reine cMeCP2 ARBD-Lésung (a) und den Komplex (c) dargestellt.
Der mit (b) bezeichnete Graph ist fiir ein Molekiil mit der Form von cMeCP2 ARBD
und einem Molekulargewicht von 25 kDa berechnet worden. Der Komplex weist einen
etwa viermal grofleren Diffusionskoeffizienten als das Protein allein auf. Ein Riickschlufl
auf die Grofe des Komplexes anhand dieses Faktors ist nur bedingt moglich, da die Form
des Molekiils einen entscheidenden Einflufl auf sein Diffusionsverhalten hat. Allerdings
ist es durchaus moglich eine grobe Abschéitzung zu treffen: Demgem#f ist der Komplex
1,5 bis 2,5 mal grofler als der zu erwartende 1:1 Komplex aus cMeCP2 ARBD und dem
in Abschnitt 2.3 beschriebenen 15 Basenpaare umfassenden DNA-Fragment. Dies wie-
derum 148t darauf schliefen, dafl der Komplex in Form groflerer Aggregate anstelle von

1:1-Komplexen vorliegt. Um den Einflu} der Ionenkonzentration des Puffers zu untersu-

1"Das Prinzip der Diffusionsmessung beruht darauf, da88 ein linearer Gradient dem #uBeren Magnet-
feld tiberlagert wird. Der Betrag des Gradient bleibt unveréndert, aber das Vorzeichen kehrt sich nach
der Halfte der Entwicklungszeit um. Das Gradientenfeld wechselnden Vorzeichens macht sich nur bei
Molekiilen bemerkbar, die wihrend der Messung ihre Lage im Raum gedndert haben. Diffundiert das
Molekiil wihrend der Messung, so wird es sich unter Annahme einer Brownschen Bewegung nach dem
Vorzeichenwechsel des Gradienten im allgemeinen unter dem Einfluf} eines anderen effektiven Magnet-
feldes entwickeln als vor dem Wechsel. Das hat zur Folge, daf} die einzelnen Beitrige zur Gesamtma-
gnetisierung (Vektorbild) zum Zeitpunkt der Detektion nicht die gleiche Phase haben und sich somit zu
einer geringeren Gesamtmagnetisierung aufaddieren. Die Abnahme der Signalintensitéit bei wachsenden
Gradientenfeldern ist ein Maf fiir die Diffusion des Molekiils. Mit der Stokes-Einstein-Gleichung ergibt
sich die Beziehung zwischen der Grofle des Molekiils und seinem Diffusionsverhalten. Fiir detailliertere

Informationen zu Diffusionsmessungen sei auf z.B. [Kan00] verwiesen.
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chen, wurde die Natriumchloridkonzentration in Schritten von 10 mM erhéht. Nach einer
Inkubationszeit von mindestens vier Stunden bei Raumtemperatur wurden Diffusions-
messungen durchgefiihrt und 'H-'*N-TROSY-Spektren aufgenommen. Die Aufnahme der
I'H-1°N-TROSY-Experimente erfolgte, um festzustellen, ob cMeCP2 ARBD noch an die
DNA gebunden vorliegt. Ein Aufbrechen des Komplexes wiirde in einer Signalaufspaltung
resultieren (ein Signal fiir DNA-gebundenes cMeCP2 ARBD und eines fiir freies cMeCP2
ARBD). Eine solche Aufspaltung konnte nicht beobachtet werden. Die Resultate der Diffu-
sionsmessungen bei verschiedenen Natriumchloridkonzentrationen sind in Abbildung 3.17
(rechts) dargestellt. Bei einer Natriumchloridkonzentration von 50 mM zeigt der Komplex
ein Diffusionsverhalten, welches dem von cMeCP2 ARBD mit einem hypothetischen Ge-
wicht von 25 kDa nahe kommt (Graph (b)). Das 'H-'*N-TROSY-Spektrum bei dieser Puf-
ferzusammensetzung zeigte keine Signalaufspaltung, d.h. es lag kein freies cMeCP2 ARBD
in der Losung vor (siehe dazu auch Abbildung 3.18) und das Signal/Rausch-Verhéltnis
der Spektren gegeniiber den Spektren bei den vorangegangenen Pufferbedingungen stieg.
Weitere Messungen wurden an einem anderen DNA-Fragment (Probe 3 aus Abschnitt
2.3) mit gleicher Sequenz und Lénge wie Probe 2 durchgefiihrt, allerdings sind bei Pro-
be 3 die beiden Stringe nicht {iber einen hairpin miteinander verbunden. Ein Vergleich
zwischen Spektren des Komplexes mit Probe 2 und mit Probe 3 ergibt keine Unterschie-
de, was den Schlufl zulafit, dafl der hairpin die Komplexbildung nicht beeinflufit und daf
die Einzelstringe des DNA-Fragmentes iiber die Wasserstoffbriickenbindungen der Ba-
senpaare stabil zusammengehalten werden. Zur Untersuchung des cMeCP2 ARBD-DNA-
Komplexes wurde die ,,TROSY-Version“ des HN(C)O-, HNCO- und HNCA-Experiment
sowie das 'H-'N-TROSY-Experimentes verwendet. Eine Zuordnung, wie sie in Abschnitt
3.1.1 fiir freies cMeCP2 ARBD erfolgte, war fiir den Komplex nicht méglich. Das ge-
ringe Signal/Rausch-Verhiltnis der dreidimensionalen Spektren machte eine Auswertung
dieser Spektren schwierig. Auf Grund der Verwendung einer zu 70% deuterierten Probe
konnte das bei der Untersuchung des freien cMeCP2 ARBD zum Einsatz gekommene
CBCA(CO)NH-Experiment nicht verwendet werden (siehe Abschnitt 2.2.2). Die Alterna-
tive zu diesem Spektrum fiir deuterierte Proben (das CCC(CO)NH-Experiment) zeigte
ein so geringes Signal /Rausch-Verhiltnis, daf keine Auswertung moglich war. Daher muf-
te die Zuordnung vor allem auf der Grundlage zweidimensionaler Spektren durchgefiihrt

werden.
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Abbildung 3.17: Diffusionsmessungen.(a) freies cMeCP2 ARBD, (b) simulierter 1:1 Komplex,
(c)-(e) cMeCP2 ARBD-DNA-Komplex bei verschiedenen Natriumchloridkonzentrationen.
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Abbildung 3.18: Anderung der chemischen Verschiebung bei Komplezbildung von c¢MeCP2
ARBD mit methylierter DNA. Griin: 'H-'5N-TROSY-Spektrum vom cMeCP2 ARBD-DNA-
Komplex, Rot: "H-1"N-HSQC-Spektrum von freiem cMeCP2 ARBD.

Um den Einflu} von Austauscheffekten zu untersuchen, wurde die Mefitemperatur in
Schritten von 2 K von 292 K bis 302 K erhéht und bei jeder Temperatur ein 'H-'SN-
TROSY-Spektrum aufgenommen. Es konnten weder eine Anderung der Linienbreite noch

eine Anderung der Verschiebung der Signale beobachtet werden.

Es war moglich, etwa 25% der chemischen Verschiebungen der *C’-, 'N- und 'Hy-
Kerne zuzuordnen. Ein héherer Grad der Zuordnung war auf Grund der teilweise grofien
Verdnderungen der chemischen Verschiebungen in den stark iiberlagerten Bereichen (sie-

he Abbildung 3.1) nicht erreichbar.!® Um herauszufinden, ob Anderungen der chemischen

18 Auf Grund des vergleichsweise schlechten Signal/Rausch-Verhiltnisses war eine Bestimmung der
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Abbildung 3.19: Ausschnitt aus dem ' H-> N-TROSY-Spektrum vom cMeCP2 ARBD-DNA-
Komplex (methylierte DNA) unter verdnderten Pufferbedingungen (rechts) und dem ' H-'5N-
HSQC-Spektrum vom freien cMeCP2 ARBD (links).

Verschiebungen mit den unterschiedlichen Pufferbedingungen (freies cMeCP2 ARBD -
154 mM Natriumchlorid, cMeCP2 ARBD-DNA-Komplex - 50 mM Natriumchlorid) zu-
sammenhéngen, wurde das freie Protein unter den Pufferbedingungen des Komplexes
gemessen. Es zeigte sich, dafi sich weder die Signalpositionen noch die Verhéltnisse der
Signalintensitidten innerhalb des Spektrums #ndern (Pufferbedindungen siehe Abschnitt
2.3). Bindungsstudien von methylierter DNA an rMeCP2 MBD [Wak99] und MBD1 MBD
[Ohk99], ergaben deutliche Anderungen der chemischen Verschiebungen in vier Abschnit-
ten des Proteins. Bei cMeCP2 ARBD entspricht das dem Abschnitt von Aminosadurerest 88
bis 93, dem loop zwischen den ersten beiden Stringen des S-Faltblattes (Aminosdurereste
110 bis 121), dem Abschnitt zwischen dem dritten S-Faltblattstrang und der a-Helix
(Aminosiurereste 134 bis 136) sowie dem Abschnitt von Aminosiurerest 158 bis 164. Die

restlichen Aminoséurereste erfahren wesentlich geringere Anderungen ihrer chemischen

Anderung der chemischen Verschiebung bei Komplexbildung analog zu den Untersuchungen mit nicht
methylierter DNA (Abschnitt 3.2.2) nicht sinnvoll. Das ,, Verschwinden® eines Signals im Rauschen (was
bei stark verbreiterten Signalen zwangsliufig erfolgt), hitte u.U. die Zuordnung einer zu grofien Anderung

der chemischen Verschiebung zur Folge.



3.2. DER PROTEIN-DNA-KOMPLEX 83

Verschiebungen bei der Komplexbildung. In beiden Arbeiten wurden DNA-Fragmente
verwendet, die dem in dieser Arbeit verwendeten DNA-Fragment dhnlich sind, so daf} ein
Vergleich der Resultate moglich ist. Fiir einen Teil der oben genannten Abschnitte konn-
ten die chemischen Verschiebungen der Aminosiurereste von cMeCP2 ARBD im DNA-
gebundenen Zustand zugeordnet werden. Beispielhaft ist der Einflul der Komplexbildung
auf die chemischen Verschiebungen fiir einige Aminoséurereste aus diesen Bereichen in

Abbildung 3.18 dargestellt.

Der Anteil der Aminosiurereste in den terminalen Bereichen des Proteins (72 bis 95
und 165 bis 196), die bei der Bindung an methylierte DNA beteiligt sind, ist schwer ab-
zuschétzen. Da wegen der oben geschilderten Empfindlichkeitsprobleme vorwiegend auf
zweidimensionale Spektren zuriickgegriffen werden mufite, war eine Identifizierung der
im freien Protein in nicht gefalteten Bereichen liegenden Aminosiurereste in den Spek-
tren des Protein-DNA-Komplexes nur selten méglich. Zur Veranschaulichung sei auf Ab-
bildung 3.19 verwiesen, in der fiir das freie cMeCP2 ARBD mehrere Aminoséurereste
des N- und C-Terminus dargestellt sind. Im Spektrum des Komplexes sind die Signale
zum groften Teil nicht identifizierbar. Griinde hierfiir waren das vergleichsweise niedri-
ge Signal/Rausch-Verhiltnis, die teilweise grofle Anderung der chemischen Verschiebung
und der grofle Anteil nicht gefalteter Abschnitte des freien Proteins, was zu sehr &hnlichen

chemischen Verschiebungen der Aminosaurereste in diesen Abschnitten des Proteins fiihrt.

3.2.2 Nicht methylierte DNA

Neben Bindungsstudien mit methylierter DNA (s.0.) wurde auch die Wechselwirkung von
cMeCP2 ARBD mit einem DNA-Fragment, dessen CpG-Motiv nicht methyliert ist, unter-
sucht. Die Sequenz ist in Abschnitt 2.3 (Probe 1) dargestellt. Fiir die Pufferbedingungen
wurde wie bei den ersten Messungen mit methylierter DNA eine Natriumchloridkonzen-
tration von 10 mM gew#hlt (sieche Abschnitt 2.3 fiir die kompletten Puffer- und Aufnah-
mebedingungen). Das Verhiltnis von Protein zu DNA betrug 1:2,4. Das Signal/Rausch-
Verhiltnis liegt bei vergleichbaren Aufnahmebedingungen deutlich héher als bei den Spek-
tren an methylierter DNA. Die Anderungen der chemischen Verschiebungen sind #hnlich
den Anderungen, die bereits bei den Messungen mit methylierter DNA auftraten. Da es

nicht zu einer Signalaufspaltung, sondern zu einer vollstindigen Verschiebung der Signale
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Abbildung 3.20: Anderung der chemischen Verschiebung der ' H- und ' N-Kerne der Hauptkette
von cMeCP2 ARBP bei Komplezbildung mit methylierter DNA (nihere Erliuterung siehe Text).

kommt, liegt entweder schneller Austausch vor oder langsamer Austausch, wobei dann
alle Proteinmolekiile im DNA-gebundenen Zustand vorliegen.!® Da ein 'H->N-HSQC-
Spektrum bei einem Verhéltnis von Protein zu DNA von 1:1,2 keine Signalverschiebungen
gegeniiber dem Spektrum mit einem Mischungsverhéltnis von 1:2,4 aufweist, kann auf das

Vorliegen von langsamem Austausch geschlossen werden.

Auf Grund des besseren Signal/Rausch-Verhéltnisses war es moglich, die chemischen
Verschiebungen des Komplexes mit den Verschiebungen des freien cMeCP2 ARBD zu
vergleichen (siehe Abbildung 3.20). Grundlage ist ein 'H-'*N-HSQC-Experiment mit 128
scans. Fiir rot markierte Aminosiurereste war es moglich, dem Signal im Spektrum einen
Aminosiurerest zuzuordnen. Der Wert fiir die Anderung der chemischen Verschiebung
ergibt sich aus einer Differenzmessung zwischen dem jeweiligen Aminosdurerest im na-
tiven und DNA-gebundenen Zustand fiir die beiden spektralen Dimensionen ('H, '°N)
getrennt von einander, mit anschliefender Addition der Betréige in Hz. Die schwarz mar-

kierten Aminosaurereste konnten nicht zugeordnet werden. Hier ergibt sich der Wert fiir

Ylangsam bzw. schnell im Sinne der NMR-Spektroskopie
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die Anderung der chemischen Verschiebung folgendermafien: Es wurde der Abstand zwi-
schen dem Signal im Spektrum des freien cMeCP2 ARBD zu dem néchstliegenden, nicht
zugeordneten Signal im Spektrum des DNA-gebundenen cMeCP2 ARBD gemessen. Unter
der Annahme, dafl das Signal im Spektrum des DNA-gebundenen cMeCP2 ARBD nicht
so sehr verbreitert ist bzw. so schwach ist, daf} es nicht vom Rauschen zu unterscheiden ist,
stellt der so ermittelte Abstand eine untere Grenze fiir die Anderung der chemischen Ver-
schiebung dar.?® Fiir Prolinreste (griin markiert in Abbildung 3.20) konnte auf Grund des
fehlenden 'Hy-Kerns kein Vergleich zwischen den chemischen Verschiebungen angestellt
werden. Fiir die Aminosdurereste Met95 und Vall23 war ebenfalls kein Vergleich mdglich,
da fiir diese Aminosdurereste im Falle des freien cMeCP2 ARBD keine Zuordnung méglich

war.2!

Anderungen der chemischen Verschiebung, deren Betriige grofier als 100 Hz sind, lassen
sich geh#uft in drei Sequenzabschnitten erkennen. Dieses sind der loop (Aminosdurereste
111-121) zwischen den ersten beiden Stringen des g-Faltblattes, der Abschnitt vor und
innerhalb der a-Helix (Aminosiurereste 134-143) sowie der Abschnitt von Aminoséurerest
154 bis 163. Weiterhin sind Anderungen der chemischen Verschiebung im Bereich der
Termini zu beobachten (Aminosiurerest 88 und 184), wobei diese Anderungen weniger
ausgepragt sind als in den drei oben genannten Bereichen. Dazu ist anzumerken, dafl nur
wenige Aminoséurereste aus den Termini zugeordnet werden konnten, was bedeutet, daf§
die tatsiichlichen Anderungen der chemischen Verschiebungen in diesen Bereichen unter
Umstinden grofler sind als in Abbildung 3.20 dargestellt. Um einen besseres Bild vom
EinfluB der Aminosdurereste, die in der Ndhe der Termini liegen, auf die Bindung an
nicht methylierte DNA zu erhalten, wurde in Abbildung 3.21 ein Bereich des 'H-!°N-
HSQC-Spektrums des freien cMeCP2 ARBD und des DNA-gebundenen cMeCP2 ARBD,
in dem hauptséichlich Signale von Aminosédureresten aus den Termini liegen, gegeniiber
gestellt. Beim freien cMeCP2 ARBD liegen viele Signale des in Abbildung 3.21 gezeigten
Ausschnitts im Bereich typischer random coil-Werte. Liegt cMeCP2 ARBD gebunden an

nicht methylierte DNA vor, so &ndern viele dieser Signale ihre Position. Das bedeutet, daf§

20Im Gegensatz zu den Untersuchungen an der methylierten DNA (Abschnitt 3.2.1) ist ein solches
Vorgehen sinnvoll, da die Spektrenqualitit hier deutlich hoher ist.

21 Die Zuordnung der Hauptkettenatome des freien cMeCP2 ARBD ist in Abschnitt 3.1.1 dargestellt.
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Abbildung 3.21: Ausschnitte aus den ' H-'> N-HSQC-Spektren von freiem cMeCP2 ARBD (rot)
und an nicht methylierte DNA gebundenem cMeCP2 ARBD (griin).

sich die chemische Umgebung der 'H- und N-Kerne dieser Aminoséurereste gefindert
hat. Diese Anderung 148t auf eine Beteiligung dieser Aminosiurereste an der Bindung
zwischen cMeCP2 ARBD und nicht methylierter DNA schlieflen.



Kapitel 4
Diskussion

In diesem Kapitel soll die fiir cMeCP2 ARBD berechnete Struktur diskutiert und mit den
Strukturen von rMeCP2 MBD [Wak99] und MBD1 MBD [Ohk99] (Abschnitt 4.1) vergli-
chen werden. Weiterhin wird die Bindung von cMeCP2 ARBD an methylierte und nicht
methylierte DNA diskutiert und mit den Bindungsstudien, die in [Wak99] und [Ohk99]
beschrieben sind, verglichen (Abschnitt 4.2).

4.1 Die Struktur von cMeCP2 ARBD

Ein wesentliches Problem bei der Strukturbestimmung von cMeCP2 ARBD war die Tatsa-
che, dafl grofie Teile des ungebundenen Proteins (Aminsdurereste 72-95 und 165-196) un-
strukturiert vorliegen (siehe z.B. Abbildung 3.5 und 3.11). Diese Tatsache in Verbindung
mit dem grofen Anteil an Prolinresten erschwerte insbesondere die sequentielle Zuordnung
der Hauptkettenatome. Wegen der starken Signaliiberlagerungen war insbesondere auch
die eindeutige Zuordnung der NOE-Kontakte kompliziert. Ungeachtet dieser Schwierig-
keiten konnte trotzdem eine hinreichende Zahl von NOE-Kontakten zugeordnet werden,
um insbesondere die Sekundirstrukturelemente gut zu definieren, was aus den niedri-
gen RMSD-Werten in Tabelle 3.5 ersichtlich ist. Die Verwendung zweier unterschiedlicher
Strukturberechnungsprogramme (CNS und DYANA) lieferte in Bezug auf die Lage der
Sekundérstrukturelemente und die Giite der Struktur bezogen auf den RMSD-Wert und
die Diederwinkel (siehe Abbildung 3.14) sehr #hnliche Ergebnisse. Dies 148t den Schluf} zu,
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Abbildung 4.1: Gemessene 'Hy-'5N-Restdipolkopplungen von Aminosiureresten aus zen-
tralen Bereichen der Sekunddrstrukturelemente als Funktion der rickgerechneten 'Hy-'5 N-
Restdipolkopplungen. Die Strukturen wurden berechnet mit: (a) DYANA ohne Verwendung von
Restdipolkopplungen, (b) CNS ohne Verwendung von Restdipolkopplungen und (c¢) CNS unter
Verwendung von 'H y-'?N-Restdipolkopplungen.

dafl die berechnete Struktur der natiirlichen Faltung des Proteins sehr nahe kommt und
sie nicht eine Struktur darstellt, deren Konformation in einem lokalen Energieminimum
liegt. Bei einem genaueren Vergleich zwischen DYANA und CNS erweist sich DYANA
als das Programm, welches in kiirzerer Zeit besser konvergierende Strukturen liefert. Im
Hinblick auf die Verwendung von Restdipolkopplungen als restraints weist DYANA 1.5
allerdings einige Nachteile auf. So ist es beispielsweise nicht méglich, 1*N-13C’- und 'Hy-

13C’_Restdipolkopplungen als restraints zu verwenden.!

Die Verwendung von Restdipolkopplungen als restraints hat sich als sehr hilfreich er-
wiesen. Besonders in der frithen Phase der Strukturbestimmung in Kombination mit der
Spektrenriickrechnung waren Restdipolkopplungen sehr niitzlich. So war es moglich, viele
der vorher mehrdeutigen Signale eindeutig zuzuordnen. In der Endphase allerdings er-
geben sich neben héheren Energien auch hohere RMSD-Werte bei der Verwendung von
Restdipolkopplungen als restraints im Vergleich zu Strukturberechnungen ohne Restdi-
polkopplungen (siehe Tabelle 3.4 und 3.5). Alle Energiebeitrige (Tabelle 3.4) erhéhen

sich bei Verwendung von Restdipolkopplungen, wobei die Energieverletzungen die direkt

!Die Verwendung von 'Hx-!*N-Restdipolkopplung ist mit DYANA moglich. Allerdings zeigte sich,
dafl die mit Restdipolkopplungen berechneten Strukturen deutlich an Qualitéit einbiifiten. Auf Grund
dessen wurde die Verwendung von Restdipolkopplungen in Strukturberechnungen mit DYANA nicht

weiter verfolgt.
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durch Restdipolkopplungen (E.qy,) hervorgerufen werden vergleichsweise gering sind. Der
Grund fiir dieses Verhalten ist wahrscheinlich, dafl die Restdipolkopplungen im Vergleich
zu den anderen restraints® deutlich stiirker gewichtet werden und daf die Einschrinkungen
des Konformationsraums des Molekiils, die von Restdipolkopplungen ausgehen - im Ge-
gensatz zu NOEs - auf Grund der geringeren Anzahl selten iiberbestimmt sind. Dies hat
zur Folge, dafl die Wirkung eines fehlerhaften restraints nicht durch andere Restdipolkopp-
lungen korrigiert wird. Im Gegensatz dazu wird die Wirkung fehlerhafter NOE-restraints
von anderen NOE-restraints zumindest teilweise korrigiert (unter der Voraussetzung, dafl
die Anzahl der fehlerhaften NOEs klein ist im Vergleich zur Anzahl aller NOEs und
unter der Voraussetzung, dafl Distanzinformationen iiberbestimmt vorliegen). Zur besse-
ren Verdeutlichung sei auf Abbildung 4.1 verwiesen, in der gemessene mit riickgerechneten
'H -5 N-Restdipolkopplungen aus den zentralen Bereichen der Sekundérstrukturelemente
verglichen werden.? Diese Korrelation ist fiir drei Strukturen angegeben, die mit DYANA
ohne Verwendung von Restdipolkopplungen als restraints (a), mit CNS ohne Verwendung
von Restdipolkopplungen als restraints (b) und mit CNS unter Verwendung von 'Hy-
1°N-Restdipolkopplungen als restraints (c) berechnet wurden. Bei den Strukturen, welche
ohne Restdipolkopplungen bestimmt wurden, treten erwartungsgemafl Abweichungen zwi-
schen berechneten und gemessenen Restdipolkopplungen auf. Im Gegensatz dazu stehen
die gemessenen und die berechneten Restdipolkopplungen fiir die unter Verwendung von
Restdipolkopplungen bestimmten Strukturen in sehr guter Ubereinstimmung. Dies ist
neben den niedrigen Energiebeitrégen (E,py) aus Tabelle 3.4 ein weiteres Indiz dafiir,
dafl den Restdipolkopplungen ein vergleichsweise grofles Gewicht in der Berechnung der

Strukturen mittels CNS beigemessen wird.

In Abbildung 4.2 sind die Strukturen von Doménen der Proteine tMeCP2, cMeCP2
und MBD1 aus der Familie der methylbindenden Proteine dargestellt (vgl. Abschnitt
1.3). Es handelt sich dabei um die derzeit einzigen bekannten Strukturen von Proteinen
dieser Familie. Erwartungsgeméifl weisen alle drei das gleiche Faltungsmotiv auf, da die

Sequenzen sich fiir den abgebildeten Kernbereich der Proteindoménen kaum unterscheiden

2empirischer wie experimenteller Natur

3Die Werte fiir die riickgerechneten Restdipolkopplungen wurden mit dem Computerprogramm MO-
DULE [Dos01] berechnet.
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rMeCP2 MBD cMeCP2 ARBD MBD1 MBD

Abbildung 4.2: Die NMR-Strukturen von cMeCP2 ARBD (mitte), rMeCP2 MBD (links)
[Wak99] und MBD1 MBD (rechts) [Ohk99]. Gestrichelte Pfeile markieren die Region von Ami-
nosdurerest 160; durchgezogene Pfeile markieren die Region von Aminoséiurerest 153 (nach der
Zahlung von cMeCP2 ARBD).

(sieche Abbildung 1.4).

Unterschiede ergeben sich fiir den Sequenzabschnitt, der sich an die a-Helix (Ami-
noséurereste 135-145)* anschliet. Ohki et al. [Ohk99] sprechen von einem wohldefinierten
Bereich, der mit einem hairpin loop (Aminosiurereste 156-162) endet. Die Orientierung
dieses loops zum restlichen, wohlgefalteten Teil des Proteins wird als gut definiert be-
schrieben. Wakefield et al. [Wak99] berichten fiir den Abschnitt nach der a-Helix (Ami-
nosdurereste 135-145) iiber eine Helix von nur einer Windung Lénge (Aminosdurereste
151-153). Fiir den sich daran anschliefenden Abschnitt wird kein definiertes Strukturele-
ment erkannt. Die in der vorliegenden Arbeit bestimmte Struktur von cMeCP2 ARBD

ergibt dagegen fiir den Bereich nach der a-Helix (Aminoséurereste 135-145) zwei helikale

4Nach der Zshlung von cMeCP2 ARBD (siehe auch Abbildung 1.4 und 1.5). Auch fiir die weiter unten

im Text folgenden Nummern von Aminosiureresten soll die Z&hlung von cMeCP2 ARBD gelten.



4.2. DER KOMPLEX AUS PROTEIN UND DNA 91

Strukturelemente (Aminosiurereste 153-155 und 159-163)°, die Ahnlichkeit mit den be-
kannten heliz-turn-heliz-Motiven besitzen. Diese Motive treten haufig bei DNA-bindenden
Proteinen auf [Cre93]. Die Tatsache, daff in [Wak99] die fiinf Aminosdurereste umfassen-
de Helix (Aminosdurereste 159-163) nicht erkannt wird, ist verwunderlich, da es keine
sequentiellen Unterschiede zwischen cMeCP2 ARBD und rMeCP2 MBD in diesem Be-
reich gibt. Eine wahrscheinliche Erklarung fiir diesen Umstand ist, dafi die in [Wak99]
untersuchte Doméine unmittelbar nach diesem Abschnitt endet und daf die letzten vier
Aminosédurereste der dort untersuchten Doméne (166-169) GSGC sind, wihrend die Se-
quenz im nativen Protein, ebenso wie bei cMeCP2 ARBD, mit den Aminosdureresten

PSRR fiir die Positionen 166-169 fortgesetzt wird.®

4.2 Der Komplex aus Protein und DNA

Es wurde die Bindung von cMeCP2 ARBD an methylierte und nicht methylierte DNA
untersucht. Die Untersuchungen zur Bindung an methylierte DNA haben sich als relativ
schwierig herausgestellt. Erst nach Optimierung der Pufferbedingungen war es moglich,
Spektren aufzunehmen, welche das Studium des Bindungsverhaltens erlaubten. Allerdings
blieb die Spektrenqualitéit hinsichtlich des Signal/Rausch-Verhéltnisses trotz dieser Ver-
besserung deutlich hinter der des freien cMeCP2 ARBD und auch der des Protein-DNA-
Komplexes mit nicht methylierter DNA zuriick. Der Vergleich mit den Bindungsstudien
von Wakefield et al. [Wak99] und Ohki et al. [Ohk99] mit methylierter DNA zeigt, daf}

5Diese beiden Strukturelemente werden, abhsingig davon welches Strukturberechnungsprogramm ver-
wendet wird, nicht immer vom Kabsch-Sander-Algorithmus erkannt, allerdings sprechen die Diederwinkel
der Aminoséurereste dieses Abschnitts dafiir, daf3 eine helikale Struktur vorliegt, unabhéngig davon, wel-

ches Strukturberechnungsprogramm verwendet wurde.

6Ein weiterer vermeintlicher Unterschied zwischen der Struktur von rMeCP2 MBD und cMeCP2
ARBD besteht in einem vierten kurzen Faltblattstrang (Aminosgurereste 97-99), von dem in [Wak99]
berichtet wird. Dieser Faltblattstrang ist in [Wak99] mittels CSI vorhergesagt worden und ist in einem
Bindermodell von rMeCP2 MBD in [Wak99] abgebildet, zu erkennen. Betrachtet man allerdings die
Struktur von rMeCP2 MBD im Bindermodell, erzeugt mit dem Programm MOLMOL [Kon96] (welches
in der vorliegenden Arbeit verwendet wird), so wird der Sequenzabschnitt 97-99 nicht als Teil des S-

Faltblattes erkannt (sieche Abbildung 4.2). Dies gab Anlaf}; diesem Unterschied nicht weiter nachzugehen.
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sich cMeCP2 ARBD ihnlich verhilt wie rMeCP2 MBD und MBD1 MBD. Ein detaillier-
ter Vergleich 148t sich allerdings nicht anstellen, da dies die Spektrenqualitét nicht zulaft.
Dies 148t sich nicht allein durch den Unterschied in der Molekiilgrofle des zu erwartenden
1:1 Komplexes aus Protein und DNA erklidren (cMeCP2 ARBD: 133 Aminosiurereste mit
tag, DNA-Fragment: 15 Basenpaare, rMeCP2 MBD: 102 Aminoséiurereste mit tag, DNA-
Fragment: 14 Basenpaare, MBD1 MBD: 77 Aminosidurereste mit tag, DNA-Fragment:
12 Basenpaare). Auffillig ist, da8 die Spektren vom cMeCP2 ARBD-Komplex mit nicht
methylierter DNA geringere Linienbreiten aufweisen als die Spektren vom Komplex mit
methylierter DNA. Dies konnte den Schlufl nahelegen, dafl ein Komplex vorliegt, der mehr
als ein DNA-Fragment und ein cMeCP2 ARBD-Molekiil beinhaltet. Gegen diese Vermu-
tung sprechen allerdings die Diffusionsmessungen (siehe Abbildung 3.17), wobei dort fiir
die Abschitzung der Griofle des Komplexes angenommen wurde, dafl der Komplex die
gleiche Form besitzt wie ungebundenes cMeCP2 ARBD. Dies vermindert die Genauigkeit

der Groflenabschitzung.

Eine weitere Erkliarung fiir das geringe Signal/Rausch-Verhéltnis, welche z.T. mit der
obigen Erkldrung im Zusammenhang steht, konnte in der Wahl des untersuchten Se-
quenzabschnittes von cMeCP2 begriindet liegen. Die untersuchte Doméne (ARBD) von
cMeCP2 bindet nicht methylierte DNA und stellt gleichzeitig auch den minimalen Se-
quenzabschnitt von cMeCP2 dar, der die Fahigkeit zur Bindung an nicht methylierte
DNA aufweist (siehe Abschnitt 3.2.2 und [Wei97]). Zur Bindung an methylierte DNA ist
ein kleinerer Abschnitt von MeCP2, die methylbindende Doméne (MBD), ausreichend
[Nan93], [Wak99] (einen Uberblick iiber die beiden Domiinen gibt z.B. Abbildung 3.5). So
wire es denkbar, dafl ein Proteinmolekiil mit mehr als einem DNA-Fragment wechselwirkt,
da bereits der Kernbereich der Doméne zur Bindung an methylierte DNA ausreicht. Es
wire somit moglich, dafl die Aminoséiurereste in der Nidhe der Termini mit einem anderen
DNA-Fragment wechselwirken” als der zentrale Bereich. Dies hitte eine Vergroferung des

Komplexes zur Folge.

Die Bindungsstudien mit nicht methylierter DNA liefern, wie oben erwéhnt, Spektren
mit besserem Signal/Rausch-Verhiltnis. Die Anderungen der chemischen Verschiebun-

gen, die in Abbildung 3.20 graphisch dargestellt sind, wurden in Abbildung 4.3 auf den

"welches unter Umstinden wiederum an ein anderes Proteinmolekiil gebunden ist
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loop

Abbildung 4.3: Anderung der chemischen Verschiebung bei Bindung an nicht methylierte DNA.
Der Kernbereich von cMeCP2 ARBD ist in zwei Orientierungen dargestellt. Zur besseren An-
schauung ist das Protein in jeweils der selben Orientierung als Bdndermodell auf der linken Seite
dargestellt. Blau: geringe Anderung der chem. Verschiebung (< 100 Hz) - Rot: Anderungen der
chem. Verschiebung > 100 Hz - Orange: Aminoséurereste, dessen Anderungen der chem. Ver-
schiebungen < 100 Hz betragen, welche aber Aminoséiureresten benachbart sind, deren Anderung
> 100 Hz sind. Gestrichelte Pfeile markieren die Region von Aminosiurerest 160; durchgezogene
Pfeile markieren die Region von Aminosiurerest 153.
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Kernbereich der Struktur von cMeCP2 ARBD iibertragen. Offensichtlich gibt es einen
zusammenhingenden Bereich, in dem die Aminos#urereste deutliche Anderungen der che-
mischen Verschiebungen erfahren (> 100 Hz). Charakteristisch sind die Anderungen der
chemischen Verschiebungen speziell im Bereich des heliz-turn-heliz-Motivs (mit Pfeilen
gekennzeichnet). Es ist davon auszugehen, dafl die Abschnitte des Molekiils, welche signi-
fikante Anderungen der chemischen Verschiebungen erfahren, an der Wechselwirkung mit
der DNA beteiligt sind. Vergleicht man den Einflul der Titration von methylierter mit
dem von nicht methylierter DNA auf die Anderung der chemischen Verschiebungen,? so
ergibt sich eine hoher Grad an Ubereinstimmung. Das 148t darauf schlieBen, da die Art
der Bindung des Molekiils an methylierte DNA und nicht methylierte DNA sehr dhnlich
ist. Unterschiede kénnten in den Bereichen liegen, fiir die eine Zuordnung der chemischen
Verschiebungen der Aminoséiurereste des Komplexes nicht moglich war (vornehmlich in
der Nihe der Termini). Die Beteiligung dieser Aminosaurereste an der Bindung 148t sich
aus Abbildung 3.21 abschétzen.

Vergleicht man die Ergebnisse der Bindungsstudien von nicht methylierter DNA (Ab-
schnitt 3.2.2, speziell Abbildung 3.20) mit den Ergebnissen der Bindungsstudien von me-
thylierter DNA [Wak99], [Ohk99], so ergibt sich ein #hnliches Bild. Es fillt allerdings auf,
daB bei [Wak99] und [Ohk99] die gréBten Anderungen der chemischen Verschiebungen
beim cMeCP2 ARBD-DNA-Komplex im Bereich des loops (Aminoséurereste 111-121) lie-
gen. Im Gegensatz dazu liegen bei cMeCP2 ARBD die grofiten Anderungen im Bereich des
heliz-turn-heliz-Motivs (Aminosdurereste 153-163). Eine Erkldrung hierfiir konnte darin
zu finden sein, daf die in [Wak99] und [Ohk99] untersuchten Doménen im direkten An-
schlufl an den Sequenzbereich, der bei cMeCP2 ARBD das heliz-turn-heliz-Motiv aus-
macht, enden.” In jedem Falle kann festgestellt werden, dafi das heliz-turn-heliz-Motiv
von Bedeutung fiir die Bindung des Proteins an DNA ist. In [Nan93| wird berichtet, daf}
MeCP2 MBD seine Bindungsaffinitit komplett verliert, wenn die Doméne hinter Ami-

nosdurerest 157 abgeschnitten wird. Die Bedeutung dieses Sequenzabschnittes fiir das

8soweit dies die unterschiedlichen Signal/Rausch-Verhiltnisse zuliefien

9Wobei die Moglichkeit besteht, da die Anderung der chemischen Verschiebungen im Bereich des
loops zwischen den ersten beiden Stringen des B-Faltblattes unterschiitzt wurde, da eine Zuordnung fiir
einige der Aminosiurereste in diesem Bereich nicht méglich war. Fiir diesen Fall steht die Anderung der

chemischen Verschiebung in Abbildung 3.20 fiir eine untere Grenze.
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Rett-Syndrom 148t sich aus [Ami99] und [Wan99] ablesen. Dort wird von mehreren Rett-
Patienten berichtet, bei denen Mutationen genau im Bereich des heliz-turn-heliz-Motivs
auftraten (sieche Abbildung 1.1).

In [Wak99| wie auch in [Ohk99] wurden neben Untersuchungen mit methylierter DNA
auch Untersuchungen mit nicht methylierter DNA durchgefiihrt. Wakefield et al. berichten
von Aggregationseffekten bei Zugabe von nicht methylierter DNA, die eine Spektrenauf-
nahme unméglich machten. Ohki et al. berichten von einer nur schwachen Bindung an
nicht methylierte DNA, die sich in geringen Anderungen der chemischen Verschiebung
bei Titration der DNA widerspiegelt. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen aus
[Wei97]; dort wurde cMeCP2 ARBD als minimale Doméne aus cMeCP2 fiir die Bindung
an nicht methylierte DNA identifiziert. Diese Bindung konnte in der vorliegenden Arbeit

bestitigt werden.

Damit ergeben sich unter Umstéinden Konsequenzen fiir die Interpretation der Wirkung
von MeCP2 beim Prozefl der Transkriptionshemmung, da bisher davon ausgegangen wur-
de, dal MeCP2 nicht bzw. nur schwach an nicht methylierte DNA bindet. Da, wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, cMeCP2 ARBD (als Teil von MeCP2) an nicht
methylierte DNA bindet, sollte somit auch dort der Prozef} eingeleitet werden, der zur
Hemmung der Transkription fiihrt (siehe Abbildung 1.2).}° Da dies nicht der Fall ist (sie-
he z.B.[Rob00]), 148t sich die Hemmung der Transkription nicht allein durch die Bindung
von MeCP2 an methylierte DNA erkliren. Fiir eine Uberpriifung dieser These wiiren Bin-
dungsstudien von cMeCP2 ARBD mit verschiedenen DNA-Fragmenten, die alle ein nicht
methyliertes CpG-Motiv enthalten, sinnvoll.

19Unter der Annahme, daf das gewiihlte DNA-Fragment aufer durch das nicht methylierte CpG-Motiv

nicht ausgezeichnet ist.
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Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit untersuchte Proteindoméne cMeCP2 ARBD des Proteins ARBP
(attachment region binding protein, auch cMeCP2 genannt) weist mehr als 95% Sequen-
zidentitét zu einem Abschnitt des Proteins MeCP2 (methyl-CpG binding protein 2) auf.
Diese Proteine stehen u.a. im Zusammenhang mit der Genregulation, der strukturellen
Organisation der DNA und der Methylierung von DNA. Neuere Arbeiten zeigen, dafl
Mutationen, die zu Verdnderungen von MeCP2 fiihren, in Beziehung zum Rett-Syndrom

(todliche neurologische X-chromosomale Erkrankung) stehen.

In dieser Arbeit wurde mittels Fliissigkeits-NMR-Spektroskopie die Struktur der MAR-
bindenden Doméne von cMeCP2 (MAR- matriz attachment region) bestimmt. Sie besteht
aus einem dreistréngigen antiparallelen S-Faltblatt, gefolgt von einer a-Helix. Im Anschluf}
an diesen Bereich folgt ein heliz-turn-heliz-Motiv, welches im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erstmals nachgewiesen werden konnte. Heliz-turn-heliz-Motive treten haufig bei
DNA-bindenden Proteinen auf.

Grofle Bereiche in der N&he der Termini von cMeCP2 ARBD sind nicht strukturiert.
Der Vergleich mit der Struktur der sequenzidentischen Domé&ne rMeCP2 MBD ergibt eine
gute Ubereinstimmung mit geringen Unterschieden im C-terminalen Bereich von rMeCP2
MBD.

Weiterhin konnte NMR-spektroskopisch die Bindung der Proteindomé&ne an methylier-
te sowie nicht methylierte DNA nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Bindungsstu-
dien mit methylierter DNA stehen im Einklang mit bereits veroffentlichten Bindungstu-
dien anderer Vertreter der Familie der methylbindenden Proteine mit methylierter DNA.
Zusitzlich wurde die Bindung von cMeCP2 ARBD an nicht methylierte DNA unter-
sucht. Die beobachteten Anderungen der chemischen Verschiebungen bei Titration von
nicht methylierter DNA legen nahe, dafl bei Bindung der DNA weniger unstrukturier-
te Bereiche vorliegen als bei freiem cMeCP2 ARBD. Diese Ergebnisse, zusammen mit
den Bindungsstudien an rMeCP2 MBD mit nicht methylierter DNA und Arbeiten unse-
rer Kooperationspartner von der Universitéitsklinik Eppendorf, Hamburg (Prof. Stritling
und Mitarbeiter), bestdtigen cMeCP2 ARBD als die minimal nétige Doméne des Proteins
cMeCP2 fiir die Bindung an nicht methylierte DNA.
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Anhang A

Die chemischen Verschiebungen von
cMeCP2 ARBD

PRO 76 CA 62.82 SER 79 CA 58.023
ALA 72 N 126.5 PRO 76 HA 4.427 SER 79 HA 4.336
ALA 72 HN 8.409 PRO 76 CB 31.32 SER 79 CB 63.66
ALA 72 CA 50.33 PRO 76 HB1 2.318 SER 79 HB1 3.849
ALA 72 HA 4.627 PRO 76 HB2 1.905 SER 79 HB2 3.849
ALA 72 CB 16.80 PRO 76 CG 27.13 SER 79 C 174.2
ALA 72 HB1 1.384 PRO 76 CD 50.73 ALA 80 N 124.89
ALA 72 HB2 1.384 PRO 76 C 177.01 ALA 80 HN 8.262
ALA 72 HB3 1.384 GLU 77 N 121.4 ALA 80 CA 52.03
PRO 73 CA 62.54 GLU 77 HN 8.571 ALA 80 HA 4.399
PRO 73 HA 4.402 GLU 77 CA 56.46 ALA 80 CB 18.82
PRO 73 CB 31.5 GLU 77 HA 4.432 ALA 80 HB1 1.401
PRO 73 HB1 2.279 GLU 77 CB 29.5 ALA 80 HB2 1.401
PRO 73 HB2 1.888 GLU 77 HB1 1.810 ALA 80 HB3 1.401
PRO 73 CG 27.12 GLU 77 HB2 1.810 ALA 80 C 177.4
PRO 73 CD 50.12 GLU 77 CG 36.24 SER 81 N 115.79
PRO 73 C 176.4 GLU 77 C 176.6 SER 81 HN 8.292
ALA 74 N 123.95 ALA 78 N 124.36 SER 81 CA 56.14
ALA 74 HN 8.426 ALA 78 HN 8.441 SER 81 HA 4.759
ALA 74 CA 52.08 ALA 78 CA 52.47 SER 81 CB 62.89
ALA 74 HA 4.295 ALA 78 HA 4.109 SER 81 HB1 3.859
ALA 74 CB 18.89 ALA 78 CB 18.6 SER 81 HB2 3.859
ALA 74 HB1 1.348 ALA 78 HB1 1.404 PRO 82 CA 63.15
ALA 74 HB2 2.124 ALA 78 HB2 1.404 PRO 82 CB 31.38
ALA 74 C 176.2 ALA 78 HB3 1.404 PRO 82 CG 27.07
VAL 75 N 117.5 ALA 78 C 177.8 PRO 82 C 177.2
VAL 75 HN 7.860 SER 79 N 113.9 LYS 8 N 120

VAL 75 CA 58.5 SER 79 HN  8.273 LYS 83 HN  8.364
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HB1
HB2
CG
HG1
HG2
CD
HD1
HD2
CE

4.386
29.66
1.850
1.850
27.17
1.61
1.61
43.02
3.18
3.18
177.117
113.93
8.394
57.45
4.503
63.05
3.908
3.908
173.9
122.49
7.752
53.06
3.961
18.1
1.260
1.260
1.260
178
108.8
8.522
44.93
4.13
3.84
174
120
8.006
55.68
4.45
33.05
2.25
1.9
24.71
1.315
1.315
28.59
1.66
1.66
42.5

LYS
LYS
LYS
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU

120
120
120
121
121
121
121
121
121
121
121
122
122
122
122
122
122
122
123
123
123
123
123
123
123
123
124
124
124
124
124
124
124
124
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125

HE1
HE2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
HN
CA
HA
CB
HB
CG1
HG11

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
HG
CD1
HD12
HD12
HD13
CD2

2.984
2.984
175.5
118.2
8.608
57.7
5.007
40.8
2.771
2.671
175.1
119.5
9.000
53.5
5.015
43.8
2.675
2.494
7.56
62.1
4.385
32.43
1.85
21.6
0.74
174.5
123.3
9.011
55.7
5.295
39.7
3.080
2.640
174.5
121.4
9.125
53.3
5.45
42.99
1.610
1.920
24.38
0.850
23.36
0.758
0.758
0.758
22.769
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LEU
LEU
LEU
LEU
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN

125
125
125
125
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
127
127
127
127
127
127
127
127
127
127
128
128
128
128
128
128
128
129
129
129
129
129
129
129
129
129
129

HD21
HD22
HD23
C

N

HN
CA
HA
CB
HB
CGl1
HG11
HG12
CG2
HG21
HG22
HG23
HD11
HD12
HD13

HN
CA
HA
HB1
HB2
CG
ND2
HD21
HD22
CA
HA
CB
HB1
HB2
CcG

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
HG1
HG2

0.812
0.812
0.812
175.9
123.3
9.590
59.15
5.054
37.83
1.910
27.46
1.374
1.052
17.26
0.768
0.768
0.768
0.710
0.710
0.710
176.1
125.88
8.464
50.8
5.052
2.194
1.719
176.48
108.2
6.926
6.655
64.74
4.239
30.8
2.372
2.050
27.5
177.1
112.39
6.938
55.81
4.265
27.77
2.008
2.270
34.58
2.285
2.285

GLN
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG

129
130
130
130
130
130
130
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
132
132
132
132
132
132
132
132
132
133
133
133
133
133
133
133
133
134
134
134
134
134
134
134

HN
CA
HA1
HA2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
HG1
HG2
CD
HD1
HD2
CE
HE1
HE2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
HB3

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

176.2
107.50
8.147
45.2
4.09
3.36
173.4
122.49
7.731
55.3
3.98
31.59
1.236
1.236
24.86
1.011
0.691
28.72
1.424
1.280
41.54
2.900
2.678
173.2
124.59
7.926
50.2
5.139
21.7
1.214
1.214
1.214
177
119.0
9.641
57
4.903
42.3
3.111
3.111
175.8
119.0
9.402
55.09
4.900
31.4
1.818
1.763

ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
GLU
GLU

134
134
134
134
134
134
134
135
135
135
135
135
135
135
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
138
138

cG
HG1
HG2
CD
HD1
HD2

HN
CA
HA
CB
HB1

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
cG
HG1
HG2
CD
HD1
HD2
CE
HE1
HE2

HN

HA
CB
HB
CG1
HG11
HG12
HG13
CG2
HG21
HG22
HG23

HN

26.65
1.455
1.455
42.6
3.055
3.007
175.3
111.1
7.295
55.716
4.895
63.55
3.723
174.6
121.4
8.511
59.18
3.517
31.13
1.770
2.73
25.04
1.458
1.458
29.0
1.77
1.77
42.83
2.986
2.986
177.7
116.01
7.653
66
3.694
31.1
1.946
19.77
1.03
1.03
1.03
18.65
0.98
0.98
0.98
178.7
119.0
7.415
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GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA

138
138
138
138
138
138
138
138
138
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
139
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
141
141
141
141
141

CA
HA
CB
HB1
HB2
cG
HG1
HG2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CcG
HG
CD1
HD11
HD12
HD13
CD2
HD21
HD22
HD23

HN
CA
HA
CB
HB
CG1
HG11
HG12
CG2
HG21
HG22
HG23
CD1
HD11

HN
CA
HA
CB

58.87
4.189
30
2.41
2.41
36.5
2.39
2.39
179.7
120.7
7.528
57.56
3.423
41.99
1.404
1.38
25.35
0.82
24.87
-0.01
-0.01
-0.01
24.4
0.89
0.89
0.89
177.1
117.5
8.403
65.56
3.506
37.79
1.762
27
1.25
1.45
16.83
0.964
0.964
0.964
11.1
0.88
178.3
119.0
7.56
54.68
4.229
17

ALA
ALA
ALA
ALA
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

VAL
VAL
VAL
VAL
VAL

141
141
141
141
142
142
142
142
142
142
142
142
143
143
143
143
143
143
144
144
144
144
144
144
144
144
144
144
144
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
145
146
146
146
146
146

HB1
HB2
HB3

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
cG
HG1
HG2

HN
CA
HA
CB
HB1
CG
HG1
HG2
CD
CE
HE1
HE2

HN
CA
HA
CB

1.536
1.536
1.536
180.4
119.51
7.780
61.16
4.43
38.54
3.383
2.984
176.9
117.7
8.791
58.069
4.457
36.36
179.4
117.53
8.333
58.7
4.128
28.8
2.15
2.15
36.82
2.483
2.483
178.8
120.35
7.851
58.7
4.116
31.7
2.01
24.46
1.51
1.51
28.93
42.38
2.966
2.966
179
109.64
8.016
61.67
4.29
31

VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU

146
146
146
146
146
146
146
147
147
147
147
147
147
148
148
148
148
148
148
148
148
148
149
149
149
149
149
149
149
149
149
149
149
150
150
150
150
150
150
150
150
151
151
151
151
151
151
151

HB
CG1
HG11
HG12
HG13
CG2

HN

HA1
HA2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CcG

HN
CA
HA
CB
HB
CG2
HG21
HG22
HG23

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

1.803
15.31
0.774
0.774
0.774
20.86
177
111.1
7.802
46.46
4.000
3.856
174.1
119.28
8.107
53.495
4.785
41
2.659
2.419
179.03
176.6
115.5
8.447
60.66
4.5
68.6
4.517
19.21
1.1

1.1

1.1
175.1
118.167
8.674
60.05
4.286
63.94
3.852
3.852
174.2
122.22
7.668
53.4
4.399
43.4
1.123
0.966
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LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
ASP
ASP

151
151
151
151
151
151
151
151
152
152
152
152
152
152
152
153
153
153
153
153
153
153
154
154
154
154
154
154
154
154
155
155
155
155
155
155
155
155
156
156
156
156
156
156
156
156
157
157

CcG
HG
CD1
HD11
HD12
HD13
CD2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CA
HA
CB
HB1
CcG
CD

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN

26.5
1.600
26.16
0.982
0.982
0.982
22.78
174.6
121.96
8.864
50.2
4.98
42.18
3.070
2.450
64.63
4.084
31.9
2.064
27.48
51.42
177.5
113.92
8.872
54.99
4.552
37.67
2.788
2.650
176.25
118.2
8.400
54.84
4.55
39.7
2.544
2.544
174.9
118.47
7.121
57.375
3.994
38.57
2.138
2.840
173.6
123.56
8.937

ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR

157
157
157
157
157
157
158
158
158
158
158
158
158
158
159
159
159
159
159
159
159
159
159
159
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
161
161
161
161
161
161
161
161
161

CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA
HA
CB
HB
CG2
HG21
HG22

HN
CA
HA
CB
HB
CGl1
HG11
HG12
HG13
CG2
HG21
HG22
HG23
C

N

HN
CA
HA
CB
HB
CG2
HG21
HG22

53.25
4.565
40.65
2.836
2.427
176
124.59
9.148
58.66
4.407
39.04
3.508
2.798
175.5
112.5
9.109
61.93
4.576
70.3
4.4
15.87
1.375
0.77
176.6
123.3
8.99
66.69
3.36
30.36
2.113
19.77
0.786
0.786
0.786
21.99
1.16
1.16
1.16
177.05
104.83
7.912
61.75
4.229
69.56
4.360
27.8
1.04
1.04

THR
THR
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
SER
SER
SER
SER
SER
SER
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
ARG
ARG

161
161
162
162
162
162
162
162
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
163
164
164
164
164
164
164
165
165
165
165
165
165
166
166
166
166
166
166
167
167
167
167
167
167
167
167
168
168

HG23 1.04
C 175

N 110.45
HN 7.472
CA 44.64
HA1 3.945
HA2 4.333
C 177.34
N 121.68
HN 9.116
CA 56.28
HA 4.102
CB 30.39
HB1 1.738
HB2 1.738
CG 26.6
CD 43.22
HD1 3.143
HD2 3.143
C 178.05
N 108.57
HN 8.522
CA 44.7
HA1 3.9
HA2 4.161
C 173.77
N 116.06
HN 8.205
CA 56.16
HA 4.632
CB 62.73
HB1 3.878
CA 63.44
HA 3.979
CB 31.3
HB1 1.756
CcG 27.25
C 177.28
N 113.67
HN 8.339
CA 58.3
HA 4.384
CB 63.3
HB1 3.818
HB2 3.818
C 174.69
N 122
HN 8.459



110

ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
ARG
ARG
ARG
ARG
PRO
PRO
PRO
PRO
LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

168
168
168
168
168
168
169
169
169
169
169
169
169
169
170
170
170
170
170
170
170
170
171
171
171
171
171
171
171
171
171
172
172
172
172
174
174
174
174
175
175
175
175
175
175
175
175
175

CA
HA
CB
CG
CD

HN
CA
HA
CB
HB1
cG

HN
CA
HA
CB
HB1
CcG

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
cG

HN
CA
HA
CA
CB
CcG

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
cG
CD

55.9
4.31
30.3
26.93
43.25
176.24
121
8.4

56
4.327
32.42
2.66
24.39
176.22
118.2
8.401
56.08
4.271
32.38
1.784
24.41
175.86
116.34
8.121
55.44
4.616
28.82
2.301
1.962
33.58
175.63
122.75
8.434
53.57
4.744
62.27
31.51
26.81
176.88
121.15
8.364
56.02
4.994
32.80
1.757
2.668
24.51
28.97

LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
SER

175
176
176
176
176
176
176
176
176
176
176
177
177
177
177
177
177
177
177
177
178
178
178
178
178
178
178
179
179
179
179
179
179
179
180
180
180
180
180
180
180
181
181
181
181
181
181
182

C

N
HN
CA
HA
CB
HB1
CG
CD
CE

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
HB3

HN
CA
HA
CB
HB1

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CA
HA
CB
HB1
HB2
cG

HN
CA
HA
CB
C
N

176.63
122.6
8.348
55.9
4.221
32.813
1.750
24.42
28.8
41.76
176.09
125.170
8.395
52.007
4.289
19.43
1.381
1.381
1.381
177.54
120.7
8.394
55.77
4.33
32.44
1.813
175.5
118.475
8.546
56.18
4.400
63.78
3.82
3.82
62.49
4.723
34
2.369
2.126
24.42
176.18
120.89
8.730
56.72
4.734
29.84
176.48
120.7

SER
SER
SER
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
ARG
ARG
ARG
ARG

182
182
182
183
183
183
183
183
183
184
184
184
184
184
184
185
185
185
185
185
185
185
186
186
186
186
186
186
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
188
188
188
188
188
188
189
189
189
189

HN
CA
HA
CA
HA
CB
HB1
CG

HN
CA
HA1
HA2

HN
CA
HA
CB
HB1

HN
CA
HA1
HA2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
CD

HN
CA
HA1
HA2

HN
CA
HA

8.012
56.57
4.78
63.3
4.342
31.4
1.832
27.0
177.12
108.53
8.487
45.04
3.99
3.99
174.2
114.73
8.278
58.21
4.765
63.6
3.919
177.21
109.91
8.547
45.3
3.984
3.984
174.23
119.54
8.285
55.87
4.76
30.39
2.370
2.070
26.6
43.22
177
109.1
8.510
44.88
3.809
3.809
173.17
114.46
7.912
55.61
4.578
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ARG
ARG
ARG
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
ARG
ARG
ARG
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO

189
189
189
190
190
190
190
190
190
191
191
191
192
192
192
192
192

CB
HB1

HN
CA
HA1
HA2

HN
CA
CA
HA
CB
HB1
HB2

30.56
1.407
176.28
109.11
8.239
45.18
3.911
3.911
173.22
119.01
7.942
53.41
62.85
4.387
31.16
1.899
2.310

PRO 192
PRO 192
PRO 192

LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
GLY
GLY

193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
194
194

cG
CD

HN
CA
HA
CB
HB1
cG
CD
HD1
CE
HE1

HN

27.13
50.477
177.02
121.4
8.55
56.48
4.384
32.48
1.841
24.49
28.88
1.65
41.84
3.198
177.09
110.5
8.529

GLY
GLY
GLY
GLY
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
GLY
GLY
GLY

194
194
194
194
195
195
195
195
195
195
195
195
196
196
196

CA
HA1
HA2

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2

HN
CA

45.1
4.01
4.01
174.18
114.96
8.243
58.06
4.769
64.23
3.988
3.988
174.02
116.07
8.168
46.07



Anhang B

restraints: Diederwinkel und

Restdipolkopplungen

B.1 Diederwinkel als restraints bestimmt mit TALOS

Aminosdurerest & Ad U AU

T 106 131 25 153 15
R 107 119 20 127 19
K 108 128 20 138 22
L 109 104 9 132 10
Q111 -88 11 124 12
K 120 -90 15 136 16
D 122 118 27 137 12
V 123 100 18 131 16
Y 124 109 22 147 13
L 125 114 15 127 10
1126 108 26 127 21
K 131 -99 26 118 25
A 132 106 19 137 14
F 133 115 20 141 10

S 135 114 26 163 13



B.2. RESTDIPOLKOPPLUNGEN ALS RESTRAINTS

113

B.2 Restdipolkopplungen als restraints

B.2.1

V 137
E 138
L 139
I 140
A 141
Y 142
F 143
E 144
V 146
D 152
P 153
N 154
T 159
V 160
T 161
R 163

-66 6
-65 6
-67 6
-65 4
-64 6
-1 14
-68 14
-64 6
96 9
107 23
-9 3
-89 14
-92 16
=71 12
102 13
97 9

-35
-39
-41
-38
-39
-39
-40
-41
1
114
-20
-13
158
-24
3
0

'Hy-"N-Restdipolkopplungen

Aminosdurerest Kopplung /Hz Fehler /Hz

106 1,2 1,4
107 6,3 1.4
109 -19,4 1,4
110 2922 1,4
111 _18,5 2

122 -16,4 1,4
125 5,4 1,4
126 6 1,4
133 33 1,4
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134 7.4 1,4
137 19,9 2

138 21,7 1,4
139 10,5 1,4
141 18 1,4
142 19,7 1,4
144 11,6 2

145 19,7 1,4
146 17,2 1,4
154 14,1 1,4
155 16,7 2

159 9 1,4
161 11,5 2

162 -3,6 1,4
163 6,1 1,4

B.2.2 13C,-BC’-Restdipolkopplungen

Aminosdurerest Kopplung /Hz Fehler /Hz

106 0,4 1,4
107 3,7 2

109 1,9 1,4
110 2,2 1,4
121 1,1 1,4
123 2,2 1,4
124 0,1 1,4
133 1,8 1,4
137 1,2 1,4
138 -2,9 2

140 1,9 1,4
141 3,2 1,4

142 -0,6 1,4
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143 0,3 1,4
145 2,7 1,4
153 1,3 1,4
155 1,3 1,4
161 0,8 1,4
163 2,9 1,4

B.2.3 N-BC’-Restdipolkopplungen

Aminosdurerest Kopplung /Hz Fehler /Hz

106 1 1,4
108 0,66 2

109 3 1,4
111 0 1,4
125 1,5 1,4
133 1,5 1,4
134 0 1,4
137 -0,9 1,4
142 0,3 1,4
145 0,6 1,4

154 1,3 1,4
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