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Einleitung

1. EINLEITUNG

Eine der fundamentalen Fragestellungen zum Verstindnis des Lebens ist der Nachweis der
Verbindung zwischen der Struktur, der Dynamik und den Funktionen in komplizierten
Molekiilsystemen wie Proteinen oder Nukleinsduren. Diese Biomolekiile stellen molekulare
Maschinen dar, die eine Fiille von spezifischen Funktionen erfiillen und alle Schliisselprozesse in
einer lebenden Zelle iiberwachen. Proteine verfligen liber eine geordnete Tertidrstruktur, die
dennoch eine grole Menge von Bewegungen erlaubt, wie z.B. schnelle Atomschwingungen,
Seitenketten-Rotationen, die Bewegung von einzelnen Segmenten und Dominen,
Molekiilrotationen. Obwohl die statische Tertidrstruktur auch selbst sehr wertvolle Information {iber
die Organisation und die Wechselwirkung der Biomolekiilen beinhaltet, sind Bewegungsvorginge
meistens ein notwendiger Funktionsfaktor. Die Dynamik ist lebenswichtig fiir solche
Proteinfunktionen, die von der Tertidrstrukturdnderung als Ergebnis spezifischer molekularer
Wechselwirkungen abhéngen. Die Orientierung und die Bewegung von Doménen in verschiedenen
Proteinen ist z.B. Schliissel von Regulationsprozessen. Um zu verstehen, wie verschiedene
Biomolekiile funktionieren, muss man wissen, welche Bewegungen im zu untersuchenden Objekt
ablaufen und wie diese mit biologischen Funktionen korrelieren. Das ausfiihrliche Wissen {iber die
Biomolekiildynamik ist also der Schliissel fiir das Verstindnis der Funktionsmechanismen,
einschlieBlich solcher Ereignisse wie die Annahme biologisch aktiver Konformationen,
Liganderkennung, Allosterie und Katalyse. Die Dynamik komplexer Biomolekiile ist nicht nur
wegen des Vorhandenseins von mehreren Bewegungsarten fiir die Analyse schwierig, sondern auch
wegen des gleichzeitigen Auftretens dieser Bewegungen und des Ablaufens der Prozesse auf
unterschiedlichen Zeitskalen. Um die Biomolekiildynamik erfolgreich untersuchen zu kénnen, muss
man verschiedene Bewegungsbeitrige separieren und dabei auf Daten aus NMR-Spektren und MD-
Rechnungen zuriickgreifen.

Im experimentellen Bereich erlaubt heteronukleare NMR-Spektroskopie zusammen mit
PN- und "“C-Isotopenmarkierung einen Zugriff auf Information ausgehend von jedem Atom im
Molekiil zu bekommen und ermdglicht, die Dynamik im Zeitfenster von Pikosekunden bis zu
Sekunden zu untersuchen; im theoretischen Bereich und mit modernen Hochleistungsrechnern ist es
moglich, Molekulardynamik-Simulationen im Zeitfenster bis zu Hunderten von Nanosekunden
durchzufithren. Somit iiberschneiden sich die Zeitfenster beider Techniken und erlauben, die
Verbindung zwischen der theoretischen Voraussage und den experimentellen Beobachtungen
aufzuzeigen. Als Untersuchungsobjekte der Diplomarbeit dienen zwei in der AG Molekulare
Biophysik/NMR-Spektroskopie des Fritz-Lipmann-Instituts Jena (vormals IMB Jena) bearbeitete

Biomolekiile: Das Onkoprotein E7 aus dem humanen Papillomavirus (HPV) mit einer Sequenz von
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Einleitung

56 Aminosduren und eine 18mer-Ribonukleinsidure (RNA) mit einem cGUUAg-Tetraloop aus der
5’-nichttranslatierten Region der genomischen RNA des bovinen Enterovirus (BEVSLD). Die
Untersuchung der Dynamik beider Molekiile wurde mittels Methoden der NMR-Spektroskopie und
Molekulardynamik-Simulation durchgefiihrt. Das Ziel dieser Arbeit war das Erhalten der
mikrodynamischen Parameter der Biomolekiile mittels zwei verschiedener Methoden und deren
weitergehende Analyse. Eine weitere Aufgabe war, Ahnlichkeiten und Unterschiede im
dynamischen Verhalten von Proteinen und Nukleinsduren aufzudecken und spezifische funktionelle

Charakteristika dieser Biomolekile zu erklaren.



Einleitung

1.1 Onkoprotein E7

Das Onkoprotein E7 wurde 1986 als erstes Onkogen der Hochrisikogruppe von humanen
Papillomaviren (HPV) entdeckt [1]. Die Virusfamilie der Papillomaviridac wéchst stindig und
infiziert viele Sduger-, Vogel- und Amphibienspezies. Z.Z. besteht sie aus ca. 200 verschiedenen
human-infizierenden Typen. HPV befallen teilungsfiahige Basalzellen der Haut und Schleimhaut,
sind damit strikt epitheliotrop und werden in die Subklassen ,,mukosale” und ,kutane* Viren
unterteilt. In jeder dieser Klassen konnen Viren einer ,,high-risk und einer ,,low-risk“-Gruppe
zugeordnet werden. Diese Einteilung héngt von den durch die Viren ausgelosten Krankheitsbildern
ab [2]. Mit dem Auftreten von Krebs (Zervixkarzinom) sind humane Papillomaviren der ,,high-
risk“~-Gruppe verkniipft, unter ihnen HPV16, HPV18, HPV31 und HPV45 [3].

Das virale Genom von HPV, umschlossen von einem ikosaedrischen Capsid aus den
Strukturproteinen L1 und L2, enthilt eine ca. 6800-8000 Basenpaare grofle doppelstrangige DNA
mit ORF auf einem der Stringe, die eine Reihe von Proteinen kodieren. Die HPV-Proteine werden
je nach Zeitpunkt ihrer Expression wihrend des Vermehrungszyklus in infizierten Zellen als ,,early*
(E) oder ,late (L) klassifiziert. Innerhalb der ,,early“- und ,,late“-Klasse werden die Proteine nach
sinkender GroBe nummeriert. E7 ist somit das Kleinste in der Gruppe der im friihen Stadium
exprimierten HPV-Proteine.

Die E7-Proteine der unterschiedlichen HPV-Typen bestehen einheitlich aus ca. 100
Aminosduren. Die Primérstruktur wird in Analogie zum E1A-Protein aus Adenoviren in drei
konservierte Bereiche (CR1-CR3) unterteilt. In CR2 (Reste 22-44) gibt es ein LxCxE-Motiv, das
die Bindung an die ,,B-Box* des Tumorsuppressor Rb vermittelt [4]. In CR3 (Reste 58-101) sind
zwei CxxC-Motive lokalisiert. Es wurde festgestellt, dass die aus ca. 100 Aminosduren (M, ~ 10
kDa) bestehenden E7-Proteine Homodimere ausbilden [3].

Das Onkoprotein E7 kann zusammen mit E6 primédre humane Keratinozyten effizient
immortalisieren [3]. Die Induktion der zelluldren und/oder viralen DNA-Synthese in differenzierten
Keratinozyten, z.B. ausgelost durch E7, fiihrt zur Aktivierung sich widersprechender Wege
innerhalb des Signalnetzwerkes der Epithelzellen. Diese werden innerhalb des Gewebes in ihrer
Aktivitdit gehemmt oder aus dem Gewebe eliminiert. Die immortalisierten Keratinozyten sind
jedoch ohne weitere genetische Einfliisse nicht tumorigen, was nahe legt, dass die viralen Onkogene
E6 und E7 am Anfang einer noch genauer zu identifizierenden Reaktionskette stehen, die zuletzt in
der Tumorbildung kulminiert [3].

Die zwei CxxC-Motive in CR3 sind durch 29 ASn getrennt und stellen eine
Zinkbindungsstelle dar [5]. Mit der Aufklirung der Dimerstruktur in der AG Molekulare
Biophysik/NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die bisherige Annahme, dass
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Wechselwirkungen dieser Zinkfinger-Region fiir die beobachtete Zn-abhéngige Dimerisierung von
E7 verantwortlich sein konnten [5], nicht zutreffen [6].

In der Literatur wurde auch gezeigt [4], dass der N-Terminus von E7 (1 — 5) als sehr
bewegliches und strukturloses Element auftritt, weshalb in unserem Labor die Struktur und

Dynamik eines N-terminal ,,verkiirzten* Molekiils aus 56 ASn untersucht wurde. Das Onkoprotein

=) ey

(] a & N
Ala31 II

A

Abb. 1.1. Das Onkoprotein E7" [6].

A: Detaillierte Struktur eines Monomers (rotgelb=a-Helix; cyan=B-Faltblatt); die Darstellung zeigt zur
besseren Ubersichtlichkeit nur die Schweratome; Start- und Endreste der Sekundarstrukturelemente sowie
Termini sind nummeriert;

B: Schema von Sekundéarstrukturelementen im Dimer (mit | und Il sind Monomere gekennzeichnet);

C: Stereobild des Dimers.

E7 hat folgende Aminosiuresequenz: Gly'-Ser-His-Met-Ala’-Glu-Pro-Gln-Arg-His'’-Lys-Ile-Leu-
Cys-Val"-Cys-Cys-Lys-Cys-Asp™-Gly-Arg-Ile-Glu-Leu*-Thr-Val-Glu-Ser-Ser*’-Ala-Glu-Asp-
Leu-Arg”-Thr-Leu-Gln-Gln-Leu*-Phe-Leu-Ser-Thr-Leu*-Ser-Phe-Val-Cys-Pro*’-Trp-Cys-Ala-
Thr-Asn-GIn>® (Abb. 1.1). Wie es schon oben erwihnt wurde, beinhaltet das Onkoprotein ein

Zinkatom, das kovalent mit den Aminosduren Cys16, Cys19, Cys49 und Cys52 verbunden ist. Jedes

' Die Abbildungen 1.1.und 1.2 wurden mit dem Programm MolMol [7] hergestellt.
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Monomer besteht aus folgenden Sekundirstrukturelementen: Bif.0:(Bs)a. (s. Abb. 1.1.B), wobei o,
die ,,groBe* Helix, a, die , kleine* Helix darstellt und B; das nur im Dimer existierende B-Faltblatt.
Da in einem Proteinmolekiil verschiedene Bewegungsvorginge vorkommen konnen
(vermutlich starke lokale Bewegungen in den N- und C-Termini, hohe Rigiditét in der Kernregion),
ist es interessant, die dynamischen Charakteristika des Onkoproteins E7 zu untersuchen und deren

Beitrag zu einer Dimerbildung aufzudecken.
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1.2 18mer RNA (BEVSLD)

Die in dieser Arbeit untersuchte 18mer RNA kommt aus der 5 -nichttranslatierten Region
der genomischen RNA des bovinen Enterovirus. Der bovine Enterovirus gehort zur Picornaviren-
Familie und ist endemisch fiir einige Rindertypen und ihre Umgebung [8]. Picornaviren sind
Agenzien, die eine Menge von Krankheiten erregen, u.a. auch neurologische Krankheiten und
Myokarditis. Die 5’-nichtranslatierte Region beinhaltet spezifische Signalsequenzen, die fiir das
Translationsinitiieren und die Replikation verantwortlich sind. Im Gegenteil zu vielen anderen
Picornaviren hat die genomische RNA des bovinen Enterovirus zwei Kleeblitter (,,cloverleafs®,
CL) in Tandem. Wihrend das erste Kleeblatt einen cGUUAg-Tetraloop enthélt, an die Virus-
kodierte Proteinase 3CP bindet, erhoht das zweite Kleeblatt die translationale Aktivitdt der
Bindungsstelle der Ribosome, trigt einen Pentanukleotid-(cGCUUAg)-D-Loop aber bindet nicht an
die Proteinase [9]. Vor kurzem wurde in unserem432 Labor die NMR-Struktur in Losung dieser
RNA ermittelt [10], die den Stemloop-D von ,,cloverleaf 1 des bovinen Enteroviruses 1 darstellt.
Die RNA-Sequenz dieser neuen Tetraloop-Struktur war:

G'GCGUUCG®*UUA"GAACGUC"™[10].

Neben einer kanonischen A-Form-Helix fiir den Stem aus den Nukleotiden G1-U6 und A13-C18

weist das Riickgrat des Tetraloop eine solche Konformation auf, die den cUNCGg-Konformationen

A 4 / 7/ Ug B
U1O \I\J'OW , U910
G :
( %"’1\%} (’m . Loop
C7 i a8

=

o ;gz oo ve o
e o A 8 v A
1 9 g g Stem

’é, % c16 ’@f c16 G u

. —= . 0 Gl c18 |

G2 i‘uw G2 9“ w7 ) 3 3
G1 CFL L Gl q):gi 1,
q):t% {ig %18‘
. RS Y

Abb. 1.2. BEVSLD [10].
A: Detaillierte Struktur des BEVSLD, Stereobild; der Riickgratverlauf der Nukleotidkette ist hervorgehoben;
die Nukleotide sind nummeriert;

B: Struktur schematisch, Loop und Stem sowie Basenpaarungen sind gekennzeichnet.
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der yYNMGg -Familie dhnlich ist. Der apikale cGUUAg D-Loop stellt eine gut definierte
Tetraloop-Struktur dar, die sich zwischen dem kanonischen, aber etwas geknickten Basenpaar
C7:G12 erstreckt. Drei der Loop-Basen nehmen an Stapel (,,stacking®)-Wechselwirkungen teil. G8
und A1l werden in einer ungewohnlich verschobenen Konformation gefunden, die (anscheinend)
die Bildung von direkten Wasserstoffbriicken zwischen ihren Basenatomen nicht zulésst.

Diese Konformation ist anders als in UNCG- und GNRA-Tetraloops [11], in denen der erste
und vierte Loop-Rest {iber Wasserstoftbriickenbindungen gepaart wird. Jedoch wies die berechnete
Struktur eine Wasserstoffbriickenbindung der Aminogruppe von G8 und des Ribose O4-
Sauerstoffs von U10 auf. Ebenso sind Wasserstoftbriickenbindungen zwischen dem 2'OH von U10
und dem nicht verbriickten Sauerstoff von A11 sowie am 2'OH von A11 und dem nicht verbriickten
Sauerstoff von G12 konsistent mit der berechneten Struktur. G8 hat eine A-Form-Konformation,
die einen Glykosidwinkel in anti-Konformation und einen C3'-endo Zuckerpucker einschliefft und
dhnlich zum ersten Rest in den zwei oben erwéhnten Tetraloop-Gruppen ist. Die berechnete
Struktur zeigt jedoch einen ungewohnlichen y-Winkel im syn-Bereich fiir den vierten Loop-Rest,
All. Ein synG in dieser Position ist flir den UNCG-Tetraloop typisch, wihrend der vierte Loop-
Rest von GNRA-Tetraloops eine anti-Konformation annimmt. Im cGUAAg-Tetraloop [12], der
sich vom BEV D-Loop nur durch einen Rest unterscheidet und einen hohen RMSD von 1.66 A
aufweist, findet man dagegen eine Umkehr der Riickgratsrichtung zwischen dem ersten und dem
zweiten Loop-Rest, wodurch sich ein weiteres ,,stacking* von Basen der Loop-Reste 2-4 ergibt. So
verursacht ein Unterschied von nur einem Nukleotid (GUUA—GUAA) eine Transformation
zwischen zwei verschiedenen Tetraloop-Strukturen. Aufgrund der Unterschiede zu den bisher
bekannten Tetraloop-Strukturen und des offenbar stabilen Pseudo-Basenpaares [10], wurde

beschlossen, zusétzlich die dynamischen Charakteristika dieses D-Loops zu untersuchen.
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2. GRUNDLAGEN

2.1. NMR-Spektroskopie
2.1.1. Kerne im Magnetfeld

Atomkerne besitzen eine Substruktur, die ndherungsweise als eine Ansammlung von
Nukleonen dargestellt werden kann. Diese besitzen Eigendrehimpulse, die sich zum
Gesamtdrehimpuls des Kernes aufaddieren. Der Kern-Drehimpuls ist eine gequantelte Grofle, so
kann der Kern in einem Magnetfeld nur ganz bestimmte Orientierungen einnehmen. Diese
Orientierungen werden durch die Magnetquantenzahl m; charakterisiert und ein Kern mit der
Drehimpulsquantenzahl 7 kann 2/+/ Orientierungen einnehmen [13]. Die wichtigsten Kerne in der
organischen und biomolekularen Chemie sind die Spin-% Isotope (‘H, “C, “N, "F, *'P), die aber
mit verschiedener Héaufigkeit in der Natur vorkommen. Diese Kerne konnen zwei Zustinde im
Magnetfeld einnehmen, die als -%2 (0)-Zustand und +% (B)- Zustand bezeichnet werden. Die
Energie eines Spins im statischen dufleren Magnetfeld B, ist dann:

E=m_yhB, /21, (1)

(y = gyromagnetische Konstante, # = Planck’sche Konstante), dann entspricht die Energiedifferenz

fiir zwei mogliche Orientierungen des Spins der sogenannten Larmorfrequenz:

wy :}B()a (2)
die von der gyromagnetischen Konstante der Kerne abhidngt. Die Haupteigenschaften der wichtigen

Kernsorten sind in der Tabelle 1 [14,15] aufgefiihrt.

Tabelle 1: Eigenschaften der wichtigsten Kerne in der Biochemie.

Kern | Spin Gyromagne- | Resonanz- Nat. Haufigkeit, Mittlere Entfernung, »

tische frequenz % zwischen 'H und
Konstante bei 14.092 T Heteroatom) [A]
[10°T's"] [MHz]

'H |12 2,6751987 600.0 99.98

‘H |1 0.4106593 92.1 0.02

2C |0 98.89 1.08

BC |12 0.6728220 150.9 1.11 1.09

UN |1 0.1933763 43.3 99.63 1.02

N |12 -0.271260 60.8 0.37 1.02

PF |12 2.518127 564.5 100.00

P12 1.08393 242.9 100.00

Wie viel Energie absorbiert werden kann, und somit die Stdrke des detektierbaren Signals, ist vom
Populationsdichteunterschied zwischen den Niveaus o und [3 abhéngig. Unterschiedliche Besetzung
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fiihrt zu einer Gesamtmagnetisierung, die nach Anregung durch ein dufleres Wechselfeld beobachtet

werden kann [13].

2.1.2 Grundlagen der NMR-Spektroskopie

Die ersten NMR-Spektrometer waren die CW-Spektrometer (,,continuous wave®). Sie
funktionierten wie libliche IR- oder UV-Spektrometer, wobei der beobachtende spektrale Bereich
einfach durch Anderung der B,-Feldstirke ,durchlaufen” wurde. Fiir einen Durchgang des
Spektrums wurde sehr lange Zeit bendtigt, wodurch mit solchen Methoden in verniinftiger Zeit nur
sehr konzentrierte Proben gemessen werden konnten.
Die heute iiblichen NMR-Spektrometer sind FT-Impulsgerite, die mit Feldstirken bis zu 21.2 T
(entspricht 900 MHz der Resonanzfrequenz der Protonen) arbeiten [13,15]. Alle modernen NMR-
Spektrometer besitzen supraleitende Magnete. Im Gegensatz zu den CW-Spektrometern wird hier
die Feldstirke B, konstant gehalten und mit Hilfe eines kurzen RF-Impulses werden alle Kerne
angeregt, die im Bereich der Sendefrequenz liegen. Obwohl monochromatische Strahlung
verwendet wird, werden Kerne (entsprechend der Heisenberg’schen Unschérferelation) in einem
groflen Frequenzbereich angeregt. Durch Auswahl von RF-Impulsen mit entsprechender Energie
kann man eine solche Anderung der Populationsdichte erreichen, dass der Magnetisierungsvektor
parallel zur Querachse (x- oder y-Magnetisierung) oder antiparallel zur Magnetfeldachse (z-
Magnetisierung) liegen wird. Man spricht dann entsprechend von 90°- (T02) oder 180°(T)-Impulsen.
Allgemein kann man also durch Auswahl der Energie und der Impulsdauer den
Magnetisierungsvektor willkiirlich ausrichten.
Wenn unter Wirkung des RF-Impulses die Magnetisierung von der z-Achse (d.h. von der
Gleichgewichtslage) abgelenkt wird, so wird nach der Abschaltung des RF-Impulses die
Magnetisierung um die Richtung des Feldes B, prizedieren, da die Magnetisierung transversale
Komponenten bekommt. Mit der Probe in der Empfangerspule erzeugt das wechselnde Magnetfeld
eine kleine Induktionsspannung, die mittels entsprechender Methoden registriert werden kann. Die
Signalamplitude ist der Resonanzfrequenz « und der Magnetisierung M, proportional; der mit sin(w?)
modulierte Strom kann gemessen werden und wird freier Induktionszerfall genannt (,,Free Induction
Decay“, FID) [15-17].

Wihrend der Prézession nimmt die Lange des Magnetisierungsvektors in der transversalen
Richtung stindig ab (d.h. der FID wird kleiner). Das Abklingen des Signals reflektiert die

Relaxation der Magnetisierung, hierbei unterscheidet man generell zwischen:

Spin-Spin-Relaxation (transversale Relaxation)
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My o My (3) und
dt T,
Spin-Gitter-Relaxation (longitudinale Relaxation)
dM, _ M_-M,
g T (4).
Die transversale Relaxation fithrt zum Verschwinden der transversalen Magnetisierung und dabei

zum Abklingen des FID, die longitudinale Relaxation bringt das System in ihren
Ausgangszustand (Boltzmann’sches Gleichgewicht) zuriick. Die Spin-Gitter-
Relaxationskonstante 7 ist mit Energie und 7> ist mit einer Entropiezunahme verbunden. Fiir alle
Molekiile gilt

T,<T, (%),
fiir kleine Molekiile gilt die Gleichung 7', = T>.
Die Resonanzbedingung, die in der Gleichung (2) formuliert wurde, ist streng gesagt, nur fiir
Idealgaskerne anzuwenden. In Realsituationen befinden sich Atomkerne in Verbindungen und sind
mit einer Elektronenhiille umgeben. Atomkerne werden durch diese Hiille vom Aufenfeld B,
abgeschirmt, so dass auf die Atomkerne nicht das B,-Feld einwirkt, sondern ein effektives Feld B, fiir
das die Resonanzgrundgleichung anders formuliert werden muss:

w=)B,(1-0) (6),
(o = Abschirmungskonstante).

Da die abschirmende Wirkung der Elektronenhiille, und damit die jeweilige
Resonanzfrequenz-Verschiebung von der chemischen Umgebung, in der sich der betrachtete
atomare Kern befindet, abhidngt, wird diese Resonanzbedingungsidnderung als ,,chemische
Verschiebung® bezeichnet. Die Grole der chemischen Verschiebung 0 wird beziiglich der
Linienlage, die einer Bezugssubstanz S entspricht, in ,,parts per million (ppm) gemessen
[15,16]. Die dimensionslose Konstante J ist die Differenz der Abschirmungskonstanten ¢ fiir
den jeweiligen Kerntyp in der untersuchten Substanz und Bezugssubstanz oder die relative
Differenz der entsprechenden Resonanzfrequenzen w im dufleren Magnetfeld By:

_(w-w)
W,

o) mo° ),

wobei @ und w, die entsprechenden Resonanzfrequenzen der untersuchten Substanz und der
Bezugssubstanz sind.

Der positive Wert O bedeutet, dass die Resonanzlinie der Kerne des gegebenen Elementes
in der untersuchten Substanz in das Gebiet der niedrigeren Frequenzen im Vergleich zur
Resonanzfrequenz verschoben ist, auf der die Linie der Bezugssubstanz beobachtet wird.

Die chemischen Verschiebungen fiir die Wasserstoff-Kerne, die nur von einem

Elektron abgeschirmt sind, sind ziemlich klein (ca. —1 bis 10 ppm). Fiir die Kerne C und N
10
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kann die Verschiebung Hunderte von ppm betragen. Die chemische Verschiebung ist
wichtigster Parameter der Feinstrukturspektroskopie: diese Methode erlaubt, die NMR-
Signale der Kerne oder der Kerngruppen eines Elementes zu beobachten, aber in verschiedener
chemischer Umgebung, so dass man aus der Grofe der chemischen Verschiebung

Information tiber die chemische Umgebung des jeweiligen Kernes bekommen kann [15].

2.1.3 Grundlagen der Fourier-Transformation-Spektroskopie

Ein in der Spule detektiertes Signal wird mit dem Einstrahlsignal gemischt und dann als
reines Audiosignal zum Analog-Digital-Wandler (ADC) gefiihrt. Der ADC hat zwei wichtige
Charakteristika [13,17]:
A. Dynamischer Bereich: Der Bereich der die gleichzeitig autnehmbaren schwichsten und
starksten Signale bestimmt. Er hdngt von der Zahl der Bits ab, die der ADC fiir die
Digitalisierung des Signals verwendet.

B. Auflésung: hingt von der Anzahl der registrierten Punkte des FID ab und ist von der

spektralen Breite des Signals unabhéngig [13].

Mittels ,,zerofilling* kann man die Punktedichte erhhen, dabei wird die Linienform besser
beschrieben. Ublich ist ,zerofilling® der 2. oder 4. Ordnung (d.h. die tatsdchliche Zahl der
Punkte nimmt um Faktor zwei oder vier zu).

Das so modifizierte Signal wird einer Fourier-Transformation unterzogen, wodurch der

Ubergang von der Zeitdimension in die Frequenzdimension erreicht wird:

+00

F(@)= [1(®) [2"“'dr , wobei e"“! = cos(ar) +isin(ar) (8),

(w = Frequenzvariable, ¢ = Zeit).

Die Darstellung der Messdaten in der Frequenzdimension bezeichnet man als Spektrum.
Die Form des Spektrums ist von der Gestalt des FID abhingig. So fiihrt eine ideale
Exponentionalfunktion zu einer Lorentzfunktion der Signale im Spektrum. Man kann die
Spektren durch entsprechendes Behandeln des FID mit geeigneten Funktionen verdndern,
d.h. entweder die Auflosung oder das Signal-Rausch-Verhéltnis verbessern. Mittels einer
Exponentionalfunktion kann die Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses erreicht
werden und eine Lorentz-zu-Gauss-Transformation fithrt zur Verbesserung der Auflosung.
Eine letzte Operation in der Spektrumvorbehandlung ist die Phasenkorrektur. Im Idealfall
zeigt der Realteil des Spektrums rein absorptives Signal, der Imaginérteil ein dispersives
Signal. Aus technischen Griinden werden nach der Fourier-Transformation meist keine

absorptiven Signale erhalten. So entstehen Phasenfehler der 0. Ordnung (nicht von der

11
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Frequenz abhingig) und der 1. Ordnung (Frequenz-abhéngig), weshalb Phasenkorrekturen
notwendig werden [13,16].

2.1.4 Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Die Entwicklung der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie hat neue
Moglichkeiten fiir vielféltige biologische Anwendungen von NMR eroffnet. Es wurden
zahlreiche  Methoden fiir mehrdimensionale NMR-Spektren entwickelt [16].
Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie verfiigt iiber zahlreiche Vorteile im Vergleich zu
eindimensionalen NMR-Methoden: (1) Information kann als die Funktion von zwei (oder
mehreren) Variablen dargestellt werden, wodurch verbesserte Auflosung fiir komplizierte
Spektren erreichbar ist und sich durch mehrdimensionale Experimente sichere Korrelation
der Signale ergibt. (2) Gleichzeitig mit Trennung von mehreren Variablen kann man
entsprechende physikalische Wechselwirkungen wiahlen, was diese Trennung noch
verbessern kann. (3) In der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie kann man relativ
einfach Mehrfachquanteniibergdnge beobachten, die in der ersten Anndherung durch
Auswahlregeln nach Spinquantenzahl verboten sind [15].

Im Prinzip stellt jede Experimentserie in der neben der Detektionszeit ¢, auch die
Evolutionsperiode ¢, variiert wird, ein zweidimensionales NMR-Experiment dar [15]. 2D-
Spektroskopie soll aber folgende Bedingung erfiillen: Die zweite Variable muss
obligatorisch mit den spezifischen Eigenschaften des zu untersuchten Spinsystems
verbunden werden. Durch Einfithrung von anderen Zeitvariablen ist es im Prinzip moglich,
den Ubergang zu NMR-Spektren sehr hoher Dimensionen zu realisieren. Jedoch bedingt
die Beschrinkung des Experimentes auf eine verniinftige Zeitdauer, die in der Praxis
realisierbar ist, dass die Variablenanzahl nicht unbegrenzt erhoht werden kann, so dass die
gegenwirtige maximale Variablenanzahl bei vier bis fiinf liegt (SD-NMR) [16].

In mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie wird ausschlieBlich die Fourier-
Spektroskopie-Methode verwendet. Ein klassisches 2D-NMR-Experiment enthélt in der
Zeitdimension schematisch folgende 4  Abschnitte: Die Priparationszeit, die
Evolutionsperiode, die Mischungsperiode und die Detektionsperiode. Die Evolutionszeit
besteht in der Regel aus einem 90°-Impuls, der die transversale Magnetisierung bildet.
Wihrend der Evolutionsperiode mit Dauer ¢, 4ndern sich die transversalen Komponenten
der Magnetisierung. Dann folgt die Mischungsperiode, die in einigen Experimenten fehlen
kann. Die Komponenten der transversalen Magnetisierung sind untereinander mittels
vielfdltiger Wechselwirkungen (dipolare Wechselwirkung, Spin-Spin-Wechselwirkung,

quadrupolare Wechselwirkung u.a.) verbunden. In der Detektionsphase werden die Signale

12
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wie auch im eindimensionalen Fall, in regelmédfBigen Zeitabstinden 4 ¢, registriert, dann
werden sie der Digitalisierung unterzogen und akkumuliert. Die Periodedauer ¢, wéchst von
Experiment zu Experiment stindig um die Grof3e 4¢,, wobei die Intervalldauer ¢, ebenso,
wie auch die Intervalldauer ¢, mittels Nyquist-Theorem bestimmt wird. Das jedem Wert ¢,
entsprechendes Spektrum wird einzeln akkumuliert und abgespeichert. Auf solche Weise
wird eine zweidimensionale Matrix aufgebaut, in der jedem Paar der Werte (7,¢;) das
Signal mit der Amplitude S(#,,¢;) entspricht. Zweidimensionale Fourier-Transformation
wandelt das Zeitsignal S(7,t;) in das Frequenzsignal S(w,w,;. Diese Fourier-

Transformation kann man auf folgende Weise darstellen:

S(w,w,) = J’ S, 4,)e” Me™ ™ dt dt, (9).

Diese Gleichung stellt die nidchsten Operationen dar: Zuerst werden alle FID-Signale nach
der Variablen ¢, transformiert. Die dabei entstehende Daten-Matrix enthilt in den Zeilen
(Achse w ;) NMR-Spektren, die den jeweiligen Werten ¢, entsprechen. Dann wird die zweite
Fourier-Transformation nach der Variablen ¢, durchgefiihrt, d.h. die Daten, die in
Matrixspalten angegeben sind, werden als die einzelne FID-Signale betrachtet, und sie
werden, wie iiblich, der Fourier-Transformation untergezogen. Die Fourier-Transformation
fiithrt wie im eindimensionalen Fall zu realen und imaginiren Teilen. Meistens wird nur der
Realteil oder das Funktionsmodul S(w ;,w ») berechnet, die Intensitdt von zweidimensionalen
Spektren sieht wie eine graphische Darstellung der Funktion z=f(x,y) aus [15-17].

Z.Z. existieren mehrere Varianten von zweidimensionaler NMR-Spektroskopie, fiir
biologischen Anwendung sind nur einige davon nutzbar. Man unterscheidet zwischen
homonuklearer und heteronuklearer NMR-Spektroskopie, wobei die letzte eine sehr grosse
Bedeutung erlangt hat.

Bei homonuklearer NMR-Spektroskopie wird die Wechselwirkung zwischen
Kernen einer Sorte (z.B. Protonen) beobachtet. In diesem Fall besteht ein
zweidimensionales Impulsschema aus den Impulsen, die auf das Spinsystem auf den nahen
Frequenzen einwirken. Basis fiir alle mehrdimensionalen NMR-Experimente ist das s.g.
COSY-Experiment (die Korrelationsspektroskopie) (Abb. 2.1), es beruht auf dem
Kohirenztransfer zwischen zwei Kernen. Dieser Kohérenztransfer nutzt direkt den
Antiphasenzustand der beiden Kerne, zwischen denen Magnetisierung iibertragen werden
soll. Das COSY-Experiment besteht aus zwei 90°-Impulsen [15,16]. Infolge bekommt man
ein COSY-Spektrum, das aus Diagonal- und Kreuzsignalen besteht. In letzteren ist die

Hauptinformation enthalten.
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In heteronuklearen Experimenten werden die Wechselwirkungen von Kernen

verschiedener Typen beobachtet, z.B.: *C und 'H und im Impulsschema werden die

90°1 LY
¢ t ¢ t,

Abb. 2.1. Impulsschema des elementaren-COSY-Experiments [13].

Impulse aus verschiedenen Frequenzbereichen auf den unterschiedlichen Achsen dargestellt.
Fiir die Untersuchungen an Proteinen und RNA haben insbesondere ""N- und "“C-Isotope
grole  Bedeutung erlangt. Die einfachste  Variante eines  heteronuklearen
Korrelationsexperimentes ist dem COSY-Experiment dhnlich: das in dieser Methode
verwendetes Impulsschema besteht aus zwei 90°-Impulsen, zwischen denen es auch ein ¢;-
Intervall gibt, wobei die Impulse auf der Resonanzfrequenz des Kernes / eingestrahlt
werden, und der FID wird wéihrend der Zeit ¢, angesammelt. Der Unterschied besteht darin,
dass im Moment, in dem der zweite 90°-Impuls auf der Resonanzfrequenz des Kernes /
eingestrahlt wird, der zusitzliche 90°-Impuls auf der Resonanzfrequenz des Kernes S
abgegeben wird.

Das erhaltene zweidimensionale Spektrum weist auf einer Koordinate (in einer Dimension)

die chemische Verschiebung eines Kerntyps (z.B. Protonen) auf und in der

Abb. 2.2. Impulsschema eines elementaren heteronuklearen Korrelationsexperimentes [13].
o0°

N i

S

zweiten Koordinate die chemische Verschiebung des Hetero-Kerns (z.B. "*C), der mit dem
ersten Kerntyp verbunden ist. Die protonendetektierte heteronukleare Spektroskopie (oft auch
inverse Spektroskopie genannt) ist heute die gebrauchlichste Variante der H,X-Korrelation.
Der Empfindlichkeitsgewinn gegeniiber den Heterokern-detektierten Experimenten ist so
grof3, dass es nur in den seltensten Féllen sinnvoll ist, nicht invers aufzunehmen [13].

Das erste protonendetektierte heteronukleare Korrelationsexperiment wurde bereits
1977 von Ernst und Maudsly [15] durchgefiihrt, das in seinem Impulsschema dem

einfachsten H,C-COSY (Abb. 2.2) entsprach.
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Die heute iiblichen Experimente sind HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum
Correlation) und HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) (tatsdchlich die
Korrelationen der chemischen Verschiebungen) [13] (Abb. 2.3). Das HSQC-Experiment hat
im Produktoperatorformalismus folgende Darstellung [13,17]:

1LO% -1 M-2r8 OUPT 2718, [ - 21,8, cos(Qt,) 10)
O EPHY - 21.S, cos(Q,1,) TP - 1, cos(Q,1,)

1 A" I H*§
s_IJ : Ulﬁl

i i t

e
| “ | =

S BB

Abb. 2.3. Impulschemata von HSQC- (A) und HMQC-Experimenten (B) [13].

Da nur 1 % der Protonen bei der C,H-Korrelation und nur 0,3 % bei N,H-
Korrelation detektiert werden, muss man alle anderen Protonen unterdriicken, um keine
Artefakte im Spektrum zu erhalten, was eine hohe Geritestabilitidt verlangt (RF-Erzeugung,
Phasendnderungen, Homogenitit etc.). Es gibt aber Methoden, die '*C-H Protonen bereits
vor Erreichen des Empfingers zu unterdriicken (oder ihre Intensitit reduzieren) [16]. Im
HSQC-Experiment gibt es die Moglichkeit vor dem 90°y-Impuls auf Protonen einen
Spinlockimpuls (SL) einzubauen, der die Magnetisierung dephasiert, die nicht entlang der
x-Achse orientiert ist. Die entlang der y-Achse liegenden Kohidrenzen werden durch das
inhomogene Spinlockfeld dephasiert, wihrend die X-Kern tragenden Protonen (X= "C oder
N) entlang der x-Achse nicht beeinflusst werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte NMR-Experimente (Messung von R;, R;, und
HetNOE) basierten auf dem HSQC-Schema. Dabei wird dieses Schema entsprechend
erweitert und modifiziert (Impulsschema ist in Abb. 3.1 dargestellt, verwendete

Relaxationsdelays und Intervalle sind im Kapitel 3.1 angeben).
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2.1.5 Der NOE-Effekt

Intensititsdnderungen von Signalen in NMR-Spektren durch Séttigung der
entsprechenden Resonanzzustinde des Elektronenspins werden als Nuklear-Overhauser-Effekt
(NOE) bezeichnet [15]. Ubertragung von Experimentprinzipien auf ein Zweispinsystem mit
dipolarer Wechselwirkung ist Grundlage fiir die Raumstrukturbestimmung mittels NMR. Im
NOE-Experiment stort man durch Einstrahlung auf einen Kern dessen Populationsdifferenz, die
urspriinglich durch das Boltzmann-Gleichgewicht gegeben ist. Der Kern kehrt unter
Energieabgabe in seinen Gleichgewichtzustand zuriick. Ein Teil der Energie, die dabei abgegeben
wird, wird von benachbarten Kernen ,aufgenommen“ wund verdndert deren
Populationsdifferenzen. Da die dipolare Wechselwirkung die Besetzungsdichteinderung
bestimmt und von der Entfernung zwischen den Spins abhéngt, hdangt auch der NOE von der
Entfernung zwischen ihnen [13,16] ab. Die fiir den NOE verantwortliche dipolare Relaxation

kann, im Prinzip, als Kreuzrelaxation zwischen zwei Kernen bezeichnet werden [14].

O f1eTs A O frrefth o B

(Gleichgewicht) (Nichtgleichgewicht) (Detektion) ( 1 1 )

Der NOE wird als Verhéltnis zwischen den Intensitdten /, und / vor bzw. nach der
Anregung gemessen.

Generell wird zwischen zwei NOE-Arten unterschieden: steady-state-NOE und
transient-NOE. Beim steady-state-NOE werden Kerne sehr lange angeregt, damit sie eine
Art Gleichgewichtszustand erreichen, der mit Hilfe von 90°-Impulsen detektiert wird.
Steady-state-NOEs im  Zweispinsystem sind aber abstandsunabhéingig. Die
Abstandsinformation kann man aus den transient-NOE-Experimenten erhalten. Bei solchen
Experimenten wird der NOE-Aufbau in Abhidngigkeit von der Einstrahlzeit untersucht [13].

Wihrend der homonukleare NOE zur Bestimmung von z.B. Protonen-Abstinden
genutzt wird, kann mittels des heteronuklearen NOEs (HetNOE) eine Charakterisierung der
Dynamik eines Proteins oder RNA erreicht werden. Dabei stellt der steady-state-HetNOE
die Kreuzrelaxation zwischen zwei Kernen dar. Die Bedeutung des HetNOE zur

Charakterisierung der Molekiildynamik wird im folgenden Kapitel genauer dargestellt.

2.1.6 Biomolekiildynamik und ihre Untersuchung mittels NMR
Molekiildynamik auf atomarer Ebene kann man mittels verschiedener Methoden
untersuchen: Rontgenstrukturanalyse, NMR-Spektroskopie, IR-, Raman-Spektroskopie,

Molekiildynamik-Simulation = (MD-Simulation). Bewegungsprozesse in Molekiilen
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verlaufen auf verschiedenen Zeitskalen und fiir Untersuchung werden entsprechende
Methoden verwendet [14,16]:

Sehr schnelle Prozesse (1 < 30 ps), wie Atomfluktuationen, thermische Vibrationen u.a. Sie

werden in NMR zeitlich nicht aufgeldst, konnen aber indirekt durch 7,/7>-Analyse
untersucht werden.

Schnelle Prozesse (30 ps < 1 < 100 ns), wie Rotationsbewegung, Seitenketten-Rotationen,
konformationeller =~ Austausch:  Diese  konnen  mittels  Auto- und  Kreuz-
Relaxationsexperimenten untersucht werden.

Prozesse mittlerer Zeitdauer (1 pus < 1 < 10 ms), wie Umorientierung von Wasserstoff-

briicken, Seitenketten-Rotationen, cis-trans-Isomerisierungen: Diese Zeitskala ist mittels
T,,-Analyse erfassbar.

Langsame Prozesse (1 ms <71 <1 s), wie Wasserstoff-Austausch, Protein-Faltung: Solche
Prozesse konnen mittels 2D-Austausch-Spektroskopie bestimmt werden.

Sehr langsame Prozesse (I > 1 s), wie Protein-Faltung, Wasserstoff-Austausch: Diese
konnen durch Anderung der zu verschiedenen Zeiten akquirierten Spektren nachgewiesen
werden.

Die transversale und longitudinale Relaxation wird von Prozessen induziert, die auf
molekularem Niveau stattfinden und spiegeln damit die Wechselwirkung eines Spins mit
seiner Umgebung wieder. Die Relaxationsgeschwindigkeiten sind dem Quadrat der diese
Wechselwirkung charakterisierenden GroBe proportional. Im Fall der Spin-Gitter-
Relaxation, bei der der Energieaustausch mit der Umgebung stattfindet, werden diese
Wechselwirkungen zeitlich moduliert. Das geschieht aufgrund von Wechselwirkung
zwischen dem Spin und fluktuierenden Magnetfeldern, die Uberginge zwischen den
stationdren Zustinden eines Spinsystems auf der Frequenz ; auslésen. Die gleichen Prozesse, die
die Spin-Gitter-Relaxation hervorrufen, fithren auch zur Spin-Spin-Relaxation, da bei der Spin-
Gitter-Relaxation gleichzeitig die Phasenkohirenz der Prizession von einzelnen Spins zerstort
wird. Die zeitliche Modulation der Wechselwirkungen ist aber keine verbindliche Bedingung fiir
die Phasenkohirenzzerstorung; Prozesse, die zeitmoduliert sind, stellen den zuséitzlichen Weg fiir
transversale Relaxation dar [15].

Bei der Untersuchung von Spinrelaxation in biologischen Systemen werden
grundsétzlich fiinf Kernspinwechselwirkungen beriicksichtigt:

1) Dipolare Wechselwirkung,

2) Anisotropie der chemischen Verschiebung,
3) Indirekte Spin-Spin-Wechselwirkung,

4) Quadrupolare Wechselwirkung,
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5) Wechselwirkung mit ungepaarten Elektronen (freie Radikale oder paramagnetische
Ionen).

Hauptwechselwirkung fiir Protonen ist die dipolare Wechselwirkung zwischen
Kernspins einer Art, weil diese Kernspins ein hoheres Magnetmoment [/; haben, deren
Spindichte meistens hoch ist und sich auBerdem Protonen in Biomolekiilen immer nahe
beieinander finden. Fiir andere Kerne mit Spin /=1/2 spielt die dipolare Wechselwirkung

mit Protonen immer eine grundlegende Rolle. Quantitativ kann man die
Relaxationsgeschwindigkeit 1/7,5”, die durch dipolare Wechselwirkung zwischen Kern A
mit Spin 7,=1/2 und Kern X mit Spin /x=1/2 determiniert wird, so darstellen [15]:

2,212

1 &)ZyAth Trot
6

=(

DD
T, 4

(12).

Die Gleichung (12) kann einfach interpretiert werden: der Spin A befindet sich im lokalen
Magnetfeld, das von Spin X gebildet wird. Dieses Feld ist y/~ proportional und hingt auBerdem

A vom Winkel 6 zwischen » und B, ab. Das ist in Abb. 2.4
B. L schematisch dargestellt. Die Zeitabhidngigkeit der dipolaren

0 Wechselwirkung  fiir zwei Kernspins, die sich im

- entsprechenden Molekiil befinden, entsteht, weil Brown’sche

Bewegung den Winkel 6 zwischen » und dem &ufBleren

.A Magnetfeld andert. Die Korrelationszeit der
Rotationsbewegung T, ist ein Mal} fiir die Geschwindigkeit die-

Abb. 2.4. A- und X-Kern im ser Anderung. Wenn die wechselwirkenden Spins zu verschiede-
Magnetfeld Bo. nen Molekiilen gehoren, so wird sich unter Diffusionseinfluss

auch der Abstand » auch dndern. Ein MaB fiir diese Anderung
ist die Korrelationszeit der Translationsbewegungen.

Ein zweiter wichtiger Wechselwirkungstyp, der die Relaxationsprozesse beeinflusst, ist die
Anisotropie der chemischen Verschiebung (CSA, ,,Chemical Shift Anisotropy*) [15,18,19]. Die
Elektronenhiille bildet im Punkt der Atomkernposition 4 ein lokales Nebenfeld, das fast immer
anisotrop ist, und infolge dessen seine Grofle mit der Zeit unter dem Einfluss der Brown’schen
Molekularbewegung éndert, wobei die Korrelationszeit 7,,, wieder ein Mal} dieser Zeit-Abhéngigkeit
ist. Der Tensor der chemischen Verschiebung enthilt die Information tiber die lokale Kernumgebung
und ist so eine wertvolle Informationsquelle iiber die lokale Struktur und Molekiilkonformation. Die
Information tiber die einzelnen Komponenten des Tensors der chemischen Verschiebung kann man
im allgemeinen Fall nicht aus dem NMR-Spektroskopie in der Losung bestimmen, weil sie wegen
schneller Umorientierungsbewegungen in der Fliissigkeit gemittelt ist. Insofern kann nur die isotrope
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chemische Verschiebung 0 =1r(0)/3 aus den NMR-Spektren mit hoher Auflésung bestimmt
werden. Der CSA-Beitrag kann fiir Proteine und RNA bei geringeren Spektrometer-Feldstirken
vernachldssigt werden, kann aber Probleme bei hoheren Feldstirken speziell fiir RNA darstellen.
Laut Festkorper-NMR-Experimenten an Modellsubstanzen, die Peptidbindungen enthalten, ist der
CSA-Tensor nahezu axialsymmetrisch mit einen CSA-Wert ~ -160 ppm und seine Hauptachse bildet
einen relativ kleinen Winkel 20-24° mit dem Bindungsvektor N-H [19]. Fiir RNA wurde gezeigt,
dass mit wachsender Feldstirke der CSA-Beitrag zunimmt, wobei fiir 9.4 T (400 MHz) und 11.7 T
(500 MHz) der CSA vernachldssigbar noch ist, aber fir 17.6 T (750 MHz) der CSA-Tensor schon
eine bedeutende Anisotropie aufweist, die nicht als axialsymmetrisch approximiert werden kann
[20].

Es zeigt sichfolgende Situation: Die CSA-Werte fiir die Riboseatome C1°-H1’ betragen
konformationsabhingig 25 bis 50 ppm (durchschnittlicher Wert 40 ppm). Besonders grof3e
Bedeutung hat der CSA fiir aromatische Systeme. Fiir Basen-Atome finden sich in verschiedenen
Quellen unterschiedliche Werte, wobei wir folgende Werte verwendet haben [20, 21]: Guanin: C8 —
114; Adenin: C8 — 117.5; Adenin C2 — 127; Cytosin C6 — 147.5; Cytosin C5 — 120 ppm. Dabei muss
man aber betonen, dass diese Werte nur als Approximation betrachtet werden kénnen, weil die
realen CSA-Werte stark von Base, Molekiil und Experimentbedingungen abhingig sind [21]. Diese
starke Inhomogenitit kann durch s.g. ,Ringeffekte erkldrt werden, wobei die komplizierte
Basenstruktur und WW mit Nachbarresten beriicksichtigt werden muss.

Die Ubersetzung der NMR-Relaxationsdaten in mikrodynamische Parameter hiingt von der
Wahl des passenden Bewegungsmodells ab. Um das vielfiltige Bild der lokalen Beweglichkeiten in
den Polymeren und Biopolymeren beschreiben zu koénnen, wurden verschiedene Modelle
beschriankter Umorientierungsbewegungen [22-24] angewendet. Fiir die spétere Analyse probieren
wir die Klassifikationen der Bewegungsprozesse zu verwenden, die der Topologie der zugénglichen
Region fiir Umorientierung des Vektors entsprechen [14,25]:
- die Umorientierung, die den konstanten Winkel zwischen dem Vektor und der Achse der
Symmetrie der lokalen Bewegung (den polaren Winkel) erhilt; z.B. willkiirliche Rotationen oder
heftige Spriinge zwischen verschiedenen diskreten Positionen im Kegel oder Librationsbewegung
innerhalb eines konkreten begrenzten Sektors auf der Konusoberflache;
- Umorientierungsbewegungen ohne Erhaltung des polaren Winkels (das Modell ,,wobbling in the
cone”), alle Orientierungen des Vektors sind von einem bestimmten stindigen Winkel begrenzt, z.B.
die Diffusion im Kegel mit den Spiegelgrenzen oder die Diffusion auf dem ,,normalizing* Potential;
- eine Menge von anderen komplizierteren Bewegungen, die obige Bewegungen wie auch einige
Elementarbewegungen, die z. B. die Umorientierung der Symmetrieachse der lokalen Bewegung

hervorrufen, einschlieen [16,25].
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2.1.7 Zusammenhang zwischen Relaxationdaten und mikrodynamischen Parametern

Gemessene Relaxationsparameter (Geschwindigkeiten von longitudinaler Relaxation R,
transversaler Relaxation R, und heteronuklearer NOE) sind direkt mit Spektraldichten verbunden
[22,23,26,27]. Diese Spektraldichten J(w) sind durch Fourier-Transformation mit entsprechenden
Korrelationsfunktionen der Reorientierungsbewegung verkniipft. Fiir "N-Amidkerne eines Protein-
Riickgrats (oder “C-Kerne einer RNA) ergeben sich folgende Beziehungen iiber die spektralen
Dichtefunktionen [22,26]:

R, =3(d” +c*)J(wy) +d*[30(w,) + (@, —wy) +6J(w, +@,)] (13),
R, = J5(d* +c)[4J(0)+3J(w,)]+ Py +R,, (14),
NOE =1-y,, | y,|d*[6J(w, +w,)~J(w, - w,)|/R, (15),

wobei  d =—(U, /410y, Y h/(410y,), ¢=YyBy(0,,=05)/3 bzw. den Anteil von dipolarer
Wechselwirkung "N-"H (*C-"H) und "N-CSA ("C-CSA) darstellt;

Py = $d*[J(w, —wy) +6J(w,)+6J(w, +w,)] stellt den Beitrag der Hochfrequenzbewegung in
R dar; R.. entspricht dem Beitrag von konformationellen Austausch;

rvi—Bindungslinge "N-'"H (“C-'H); 0 ,~0 ;-Anisotropie der chemischen Verschiebung "N (**C) fiir
den axial-symmetrischen Fall; yy und yn —gyromagnetische Konstanten der Kere; @y und o 4-
Larmorfrequenz fiir "N (*C) und bzw. 'H; 8 - Winkel zwischen dem Vektor "N-'"H (*C-'H) und
der Hauptachse des '*N (**C)-CSA-Tensors [19].

Die Ausdriicke (13-15) werden flir die Dynamikanalyse von Proteinen und RNA bei
Vorhandensein von Relaxationsdaten weit verwendet. Die Primérziele sind: (1) die Spektraldichten
J(w) zu messen und (2) sie ins addquate Bild der Protein/RNA-Dynamik zu iibertragen. Das letztere
Ziel erfordert adaquate theoretische Bewegungsmodelle, die z.B. aus dem Vergleich mit der MD-
Simulation erhalten werden konnen. Eine sorgfiltige Analyse der experimentellen Daten ist aber
Voraussetzung fiir solche Vergleiche.

Ein grof3er Fortschritt in Dynamikuntersuchungen von Proteinen und RNA mittels NMR
wurde durch Einflihrung des modellfreien (,,model-free*) Formalismus von Lipari & Szabo
[22,23,25-27] erreicht. In dieser Ndherung wird die lokale Proteindynamik mit dem allgemeinen
Ordnungsparameter S°, der die Amplitude der lokalen Bewegungen in der Skala von 0 bis 1 darstellt,
und mit der Korrelationszeit der lokalen Bewegungen 7. charakterisiert. Den modellfreien Ansatz

fiir die Korrelationsfunktion der lokalen Bewegung kann man so darstellen:

Cp,.()=8*+(1-S*)exp(-t/T1,,) (16).
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In einer verfeinerten modellfreien Niaherung [28] kann man die lokale Dynamik in schnelle und
langsame Bewegung zerlegen (7 sy << T, S 2=80,,8 fasz ):

Cloc (t) = Sz + (S2 - Sz ) eXp(_t/Tslow) + (1 - S2 )exp(_t/rfast) (17)

Sfast Sast

Formal stellt S° das Abklingen von Korrelationsfunktionen dar, was durch Bewegung verursacht
wird:

S$?=0 entspricht einer vollstindig unbeschrinkten Bewegung der Bindungen (N-H oder C-H),
withrend $°=1 eine festgehaltene Bindungsorientierung bedeutet. Der Ordnungsparameter ist mit den
statistischen mechanischen Eigenschaften des Biomolekiils [22,23,25] verbunden, daher kann die
Anderung des aus NMR-Daten abgeleiteten Ordnungsparameters als Zeichen der lokalisierten
Beitridge an der Gesamtentropie des Systems dienen.

Wenn es keine Korrelation zwischen lokaler Dynamik und globaler Rotationsdiffusion
eines Protein gibt, wie es eigentlich beim modellfreien Ansatz angenommen wird, kann die
allgemeine Korrelationsfunktion, die die Relaxationseigenschaften von "N (”C) bestimmt, so
dargestellt werden (T s, Toiow <<T.) [22]:

C ()= Comi (1) Cioc (1) (18),
wobei C,..(t) die Autokorrelationsfunktion der dipolaren Vektorwechselwirkung "N-'H (*C-"H) fiir
Festkorperrotation ist, die fiir den allgemeinen Fall anisotrop ist. Fiir den einfachsten Fall isotroper

Rotation mit charakteristischer Korrelationszeit 7. gilt [22,26]:

|
C()Vrl (t) = ge It (19)

Laut des Formalismus von Lipari & Szabo [22,23] und auch im verallgemeinerten Modell von Clore
et al. [28] konnen mikrodynamische Parameter aus Spektraldichtefunktionen mittels folgender

Formel bestimmt werden [21-23]:

0 g2 S —=SHrC
J(w) — z S Tc ; + ( fast 2)
58+ (wr,) I+(wr)” E

(20),

WObei r= T[ocrc /(Tloc + Tc) .

D.h. der modellfreie Ansatz beruht auf Spektraldichteparametrisierungen mit Einsatz von wenigen
Approximationsparametern, wodurch sich eine Moglichkeit ergibt, die Gleichungen (13-15 und 20)
zu losen.

2.1.8 Dynamikanalyse
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Globale Rotation

Globale Rotation eines Biomolekiils in Losung ist eine Hauptquelle der Reorientierung von
NH/CH-Bindungen im Laborsystem und leistet so einen Hauptbeitrag zur "N (**C)-Relaxation
[22,26]. Die addquate Deutung der Globalrotation und ihre Trennung von der Lokalbewegung ist
somit ein Schliissel fiir eine prizise Analyse der Dynamik eines Proteins oder einer RNA in Losung.
Diese Aufgabe ist nicht trivial, weil (1) globale und lokale Dynamik verbunden sein kénnen (z.B.
wenn betrdchtliche Segmentalbewegung vorhanden ist) und (2) eine Anisotropie von globaler
Rotationsdiffusion vorliegen kann, die die fast immer nicht ideal sphirische Molekiilform

wiederspiegelt.

Berechnung des Rotationsdiffusionstensors
Fir den Fall zuginglicher Strukturinformation konnen die Komponenten des

Rotationsdiffusionstensors mittels Minimierung einer Zielfunktion bestimmt werden [26]:

exp _ eale [
X2=th P 1)
! E in E

wobei p*? den experimentell ermittelten Wert [2 R, / R, —1] " darstellt; Peac — €inen Wert, der fiir

einen bestimmten Satz von Hauptachsen und Eigenwerten des Rotationsdiffusionstensors berechnet
ist; g,; der experimentelle Fehler in p.y, ist, wobei die Summation tiiber alle internukleare Vektoren
durchgefiihrt wird.

Die Minimierung der Zielfunktion fiir den axialsymmetrischen Tensor stellt die Suche von
Tensoreigenwerten {D;, D1} und Eulerwinkeln {¢, 8} im 4D-Raum dar. Fiir den allgemeinen Fall
eines vollstindig anisotropen Rotationsdiffusionstensors, muss man 6 Parameter bestimmen: 3
Eigenwerte und 3 Eulerwinkel [29,30]. Obwohl die 6-Parameter-Suche einen genaueren Tensor
liefern kann, ist sie immer mit gréf3eren Rechenfehlern verbunden. Die Tensorparameter werden fiir
die weitere Analyse der Biomolekiildynamik benutzt, ndmlich fiir die Analyse von Bewegungen
einzelner Resten [26].

Dynamik von NH-Bindungen

Wir betrachten jetzt die Methode, die benutzt wurde, um mikrodynamischen Parameter fiir
jede NH-Gruppe aus den 'N-Relaxationsdaten zu berechnen (diese Methode ist in das
Computerprogramm DYNAMICS von D. Fushman et al. [24,31,32] implementiert). Gleiches gilt
auch fiir die CH-Bindungen. Die Methode beruht auf der modellfreien Parametrisierung der
Spektraldichte. Je nach der Zahl der zugénglichen experimentellen Parameter, konnen sieben

verschieden Modelle fiir die Spektraldichteberechung betrachtet werden, wobei die Anzahl der
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Approximationsparameter von 1 bis 5 variieren kann (Tabelle 2). Dabei wird folgendes Prinzip
verwendet: wenn fiir vorhandene Relaxationsdaten mehr als ein Modell passt, wird das einfachere

Modell angenommen.

Tabelle 2: Approximationsparameter im Lipari & Szabo-Modell fur die Dynamikanalyse laut
Beziehung (21) [24,26]:

Modell | S° | twe | S | Tas | Rex | Ny | Anmerkung
A x |0 1 0 |0 1 Lipari & Szabo-Modell (1982); i << Ty
B X | x 1 0 0 2
C X 0 1 0 X 2
D X | x 1 0 |x |3
E X |x |x 0O |0 |3 Verfeinertes Modell von Clore et al. (1990).
F X |x X X 0 4 2 ..

S%4s und 74, charakterisieren schnelle Lokalbewe-

0 4 ..

G L L X gungen, S°/S%u und 7, charakterisieren langsame
H X X X X X 5

Lokalbewegungen. Fiir Korrelationszeiten gilt:

Tust << Tloc <Trot

“X” weist auf verwendete Approximationsparameter hin, Np.- stellt die Anzahl der Approximationsparameter
dar. Werte ,1“ oder ,0“ bedeuten, dass entsprechende Parameter zur Approximation nicht heranzogen btw.
konstant bei entsprechenden Werten gehalten werden, so dass ein Modell ohne diese Parameter verwendet
wird [24].

Fiir jedes Bewegungsmodell werden alle Parameter mittels Minimierung der folgenden

Zielfunktion ermittelt;
X! = Z(R;fﬁp —R) oy, 22)

wobei der Index k& alle gemessenen Relaxationsparameter fiir den Rest i nummeriert, o, den
experimentellen Fehler in R, bedeutet und die Bezeichnungen ,,exp* und ,,calc* den experimentellen
und berechneten Werten entsprechen. Die Dynamik wurde auch mittels der Programme ,,Quadric
Diffusion* und ,,ModelFree* [33-35] analysiert. In diesen Programmen ist die gleiche Methodologie

implementiert, nur die Berechnungsalgorithmen sind unterschiedlich.

2.1.9 Quantenmechanische Beschreibung

Relaxation, dh. der Systemiibergang zum Gleichgewichtszustand wird durch
Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen den Energieniveaus bestimmt [36,37]. Diese
Ubergangswahrscheinlichkeiten héingen ab von Fluktuationen eines Hamilton-Operators, der die
Relaxation beschreibt und, besonders, von jenen Frequenzkomponenten der Fluktuationen, die den

Ubergangsfrequenzen entsprechen.
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Der Hamilton-Operator, der ein Spinsystem beschreibt, kann in zwei Komponenten
aufgeteilt werden: Spinfunktion und Raumfunktion, wobei die letztere alle Zeitfluktuationen enthilt.
Fiir dipolare Wechselwirkung zwischen zwei Spins / und S kann der Operator wie folgt dargestellt
werden [36]:

S TN Y &yhz 1y
H(t)_47'[r3(t) (I(r)LS(2) () :Z )" Y, (0(1),@(1)) zm(I,S) (23),

mit 7. ,.(I,S) - irreduzibeler Spinoperatortensor 2. Ordnung, Y,_,(6,9) - sphirische

Potentialfunktion 2. Ordnung, () — der internukleare Vektor, 6(2) und ¢(?) =zeitabhingige
Polarwinkel im Laborsystem, y - gyromagnetische Konstante des Protons, [, — magnetische
Permeabilitit des Vakuums.

In [36] wurde gezeigt, dass die Zeitkorrelationsfunktion, die die Relaxation bestimmt, wie folgt

dargestellt werden kann:
13 Py(cos X, r)
CinH==» C"(1)=({——77"7"—= 24
@ szz @ <r3(t)r3(t+r) 24,
. . . . . . . 23, 1
wobei C,.(r) — die Fourier-Koeffizienten der Spektraldichtefunktion sind, £ (x) —Ex —5 -

Legendre-Polynome der 2. Ordnung, x ,,+: Winkel zwischen Positionen eines internuklearen Vektors
zu Zeitpunkten # und ¢ +T.

Die normierte Zeitkorrelationsfunktion kann man auf folgende Weise berechnen [36]:

-6 -l Pz £t+T
cm=(rw) <r((t‘;js—g+r))> ©5)

Den Ordnungsparameter S° und die charakteristische Korrelationszeit der lokalen Bewegungen 7.

kann man so bestimmen [25,36]:
, 4
§*=C(@)="= Y (1, 0.9)) =
5 |MT=2 5 [M]=2

1 2
z—loc = WI(C(Z() - S )dt (27)7

2

(26)

[V (6.8t

wobei C; = C(4¢t) ist (4t=Schrittweite).
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2.2. Simulation der Molekulardynamik

2.2.1 Struktur von Kraftfeldern

Um Protein- und RNA-Strukturen zu beschreiben, sind quantenchemische Rechnungen
nicht notwendig, da man deren Molekularbewegung mittels klassischer Mechanik beschreiben kann.
Hierbei unterscheidet man zwischen zwei Moglichkeiten: Newton’sche Bewegungsgleichungen
(Molekulardynamik) oder Langevin’sche Bewegungsgleichungen (stochastische Dynamik) [14,38].

Bei Molekulardynamik-Simulationen werden Atome wie Punktmassen betrachtet, denen
laut festgesetzter Temperatur eine kinetische Energie in Form eines Geschwindigkeitsvektors
zugeschrieben wird. Z.Z. gibt es eine Reihe von verschiedenen Computerprogrammen (GROMOS,
CHARMM, SYBYL, AMBER) [38], die diese Néherung fiir die MD-Simulation verwenden.
Unterschiede in den zugrundeliegenden Parametrisierungen und zwar in Funktionen und Konstanten
des Kraftfeldes, konnen zu verschiedenen Ergebnissen bei der zeitlichen Beschreibung von
Diederwinkeln, Seitenkettenrotationen etc. filhren. Aber auf jeden Fall sollte das Ziel der
Strukturinterpretation jeweils der Abgleich mit den zur Verfligung stehenden experimentellen Daten
sein [14,16,38].
Newton’sche Bewegungsgleichungen fiir ein System aus N Atomen der Masse m; mit Positionen Xx;

kann man folgendermaf3en formulieren:

d’ 0
mi?xi(t):—gU(xl,xp...,xN) i=1...N (28)

1

Die potentielle Energie ergibt sich aus dem Kraftfeld, das mindestens aus den folgenden Termen

besteht [14,38,39]:

1
UR) = 5 Z K. (r-r, )’ -kovalente Bindungen {1} (29)
1
+ 5 z Ko(0-6,)" - Bindungswinkel {2}
V) o
+ Z ?(l +cos[n@—Vy]) - freie Diederwinkel {3}.

Das sind pseudoharmonische Potentiale, die Bindungsldngen, Bindungswinkel und Diederwinkel
einschranken. Zudem miissen auch Van-der-Waals’sche und Coulomb’sche Wechselwirkungen

berechnet werden:
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i

+ 12 —'é — Van-der-Waals’sche Wechselwirkung {4}
i<j le R,‘j
94, .
+ R Coulomb’sche Wechselwirkung {5}
i<J ij

wobei {4} — das Lennard-Jones-Potential ist, welches anziehende und abstof3ende Terme enthélt, und
{5} die Wechselwirkung zwischen zwei geladenen Teilchen beschreibt.
Die experimentellen Daten in der Form der Zwangskrifte konnen folgendermallen [39]

berticksichtigt sein:

1 €X B . .
+ 3 z krl./. (’”fj - ")’ _ Abstandsrestriktions-Potential {6}
ij
1
+ 5 z k; (1+cos[p, =9, 1)? - J-Restriktions-Potential {7}
1
+ 3 Z k, (r= )" - Positions-Festlegungen {8}.

Dabei stellen experimentellen Daten die Einschriankungen der Struktur ,.constraints® dar, die im
Laufe der Berechnung beriicksichtigt werden sollen.

Ohne Einfltihrung von Niherungen zur Reduzierung der Summationsglieder wire eine
verniinftige Simulationsdauer fiir Biomolekiile (Systeme mit > 2000 Atome) nicht erreichbar. Die
wichtigsten Vereinfachungen sind folgende [14,38]:

-Energetische Betrige der Anderungen von Bindungslingen werden mittels des SHAKE-
Algorithmus vernachldssigt, dabei wird die Linge der Bindungen bei den elementaren
Schritten der Modellierung bis zu 1-2 fs festgehalten. Dies beeinflusst die Beschreibung
von Winkeln nicht ideal und so die berechneten Eigenschaften beeinflussen kann.

-Bei der Rechnung werden nur nichstbenachbarte Atome verwendet. Dies wird mittels
Einfiihrung eines s.g. Ausschlussradius (,,cutoff™) erreicht.

-Durch Translation wird das System in die Raumrichtungen kopiert. Makroskopische Grof3en

werden mit einer begrenzten Zahl von Losungsmittelmolekiilen berechnet.

2.2.2 Algorithmen von Energieminimierung und Aquilibrierung
Energieminimierung
Eine Energieminimierung ist die Suche nach dem nichsten lokalen Minimum der

potentiellen Energie einer Struktur. Es gibt verschiedene Minimierungsalgorithmen, wobei die am
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haufigsten verwendeten die Methode des steilsten Abstiegs (,,steepest descent™), die Methode
konjugierter Gradienten (,,conjugated gradients*, Powell) und die (quasi) Newton-Raphson-Methode
[16,38] sind. Alle diese Methode @ndern physikalisch Atompositionen im kartesischen Raum mit
dem Ziel einen Potentialtopf (lokales Minimum) zu erreichen. Obwohl die Abstiegsgeschwindigkeit
fiir die Methode des steilsten Abstiegs in Anfangsstadium schnell genug ist, ist sie nicht konvergent
und kann oft grofle Oszillationen neben einem Minimum hervorrufen. Diese Methode kann zur
Strukturen fiihren, die aus dem Potentialtopf zur hoher liegenden Niveaus ,,hinaufgehen* [14,16].
Bei der Minimumsuche mit der Methode des steilsten Abstiegs wird das Minimum auf der Gerade
des lokalen Gradienten gesucht, dann wird die Richtung um 90° geéndert und der Prozess wird
wiederholt.

Die Methode konjugierter Gradienten erreicht das Minimum langsamer, ist aber stabil
konvergent; diese Methode kann erfolgreich fiir instabile Anfangsstrukturen verwendet werden. Das
Hauptprinzip dieser Methode besteht darin, dass bei Berechnung der neuen Richtung der
vorhergehende Gradient beachtet wird.

Der Newton-Raphson-Algorithmus enthélt eine explizite Berechnung der 2. Ableitung und
eine Suche des Gradientenminimums 2. Ordnung. Nachteile dieser Methode sind die Moglichkeit,
einen Sattelpunkt zu treffen und ein groBBer Rechneraufwand. Meistens wird eine Kombination aus
zwel Methoden verwendet, so wird fiir Biomolekiile oft folgendes Verfahren eingesetzt: Nach etwa
200-500 Schritten mit der Methode des steilsten Abstiegs folgen etwa 500-2000
Minimierungsschritte mit der Methode konjugierter Gradienten oder einem modifizierten Newton—
Raphson Algorithmus [16,38]. Die Minimierung kann entweder unter Einfluss der experimentellen
Daten oder ohne diese durchgefiihrt werden, wobei lingere Minimierungen ohne experimentelle
Daten (und ohne Losungsmittelmolekiile) zu Strukturen fiihren konnen, die weit von den
experimentellen kristallographischen oder NMR-Strukturen liegen. Deswegen wurde die Zahl der
Minimierungsschritte in allen Experimenten nicht iiber 2000 gewéhlt und die Minimierung immer

im System von Protein/RNA mit dem Lésungsmittel zusammen durchgefiihrt.

Algorithmen der Aquilibrierung

MD-Simulationen von Makromolekiilen im Losungsmittel bestehen meist aus einer
Aquilibrierungsperiode [38,40,41], die zwischen 10 und 100 Pikosekunden dauern kann, und deren
Ziel die Relaxation des Systems ist sowie der eigentlichen Trajektorie. Der nichtstationére
Anfangsabschnitt der Trajektorie wird bei Berechnung der Gleichgewichtszustandscharakteristika
nicht betrachtet.

Die Aquilibrierungsprotokolle kénnen sehr unterschiedlich sein [40]. Einige Protokolle

verwenden einen langsamen schrittweisen Temperaturanstieg, wihrend andere grober sind und einen
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linearen Temperaturgradienten verwenden, der das System bis zur erwiinschten Temperatur

erwirmt. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Aquilibrierungsprozeduren verwendet [40-42].

2.2.3 Informationen aus der MD-Simulation

Durch eine MD-Simulation bekommt man eine sogenannte Trajektorie, in der die
Koordinaten von allen Atomen im System flir jeden Zeitpunkt (in Abstinden der gewihlten
Schrittweite) abgespeichert sind. Aus diesen Koordinaten werden mittels geeigneter Prozeduren
Charakteristika der MD-Simulation berechnet. Energie-, Temperatur- und Dichteverlauf stellen
dabei Kontrollparameter der MD-Simulation dar. Sie zeigen, ob das System wéhrend der MD-
Simulation stabil ist und ob die Aquilibrierung konvergent verlief. Bei einem stabilen
Systemzustand konnen die MD-Charakteristika berechnet werden.
RMSD: Einer der wichtigsten Charakteristika von MD-Simulationen ist der RMSD-Wert, der
entweder fiir das ganze Molekiil oder fiir einige Molekiilteile und einzelne Reste berechnet werden
kann. Die allgemeine Formel sieht wie folgt aus [38]:
VY G =x2)" + (0 =3)” + (24 =2,)°

JN

RMSD = (30).

Der RMSD-Wert charakterisiert die strukturelle Ubereinstimmung von Molekiilen oder —Teilen und
stellt die Mittelquadratabweichung der Koordinaten von einem Vergleichskoordinatensatz dar.

RMSD-Fluktuationen fiir ein Atom i konnen nach folgender Formel ausgerechnet werden:

A 1N
RMSD/{I :\/NZ(FZJ _ri,av)2 (31)

B-Faktor: Dieser charakterisiert die Beweglichkeit von einzelnen Resten und kann nach folgender

Formel berechnet werden [38]:

B, = g T (RMSD!")? (32).

Die einzelnen Strukturen einer MD-Trajektorie sind, im Gegensatz zu denen aus Monte Carlo-
Simulationen, zeitlich gekoppelt. Sie eignen sich daher zur Berechnung zeitabhéingiger
Eigenschaften wie:

Kreuzkorrelation zweier beliebiger Parameter:

Cy :\/ % iyiz) :\/<xf><yf> (33) und
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Autokorrelation (Zeit-Korrelation einer Variable) [38]:

C,, () -1y v (1)v;(0) (34)
N &

Diederwinkelanalyse
Der Diederwinkelverlauf kann die Stabilitit eines gesamten Molekiils und einzelner Reste
charakterisieren und Ubergéinge bzw. Anderungen in Konformationen zeigen [25,38]. Die

Diederwinkel-Definition jeweils fiir Proteine und RNA ist in Abb. 2.5. dargestellt.

B
A n B — n+1
-:?- Cs3
= 03 1
A
D=
n
18
Protein
=
X

Abb. 2.5. Diederwinkel-Definition fur Protein (A) und RNA (B) [38].

IRED-Analyse (,,Isotropic Restricted Eigenmode Dynamics*)

IRED stellt eine neu eingefiihrte Moglichkeit dar, die Trennbarkeit von Global- und
Lokalbewegungen zu untersuchen, die RechtmiafBigkeit des modellfreien Ansatzes zu bestdtigen und
die Bewegungsbeitrige von einzelnen Moden sowie Kreuzkorrelationen zu untersuchen [43,44].
Das Hauptprinzip von IRED ist die Kollektivbeschreibung. In der IRED-Methode wird aus der
Trajektorie die Kovarianzmatrix der Y;.(Q;(?))-Funktionen ausgerechnet. ©Q;(?) sind Hauptachsen-
Richtungen und Y.y sind Legendre-Polynome 2.0Ordnung (s. Punkt 2.1.10). Im folgenden Schritt
wird die Kovarianzmatrix isotrop iiber alle mdglichen Orientierungen gemittelt. Die durch isotrope
Mittelung verursachte Kugelsymmetrie fiihrt zu einer wesentlichen Vereinfachung der
Kovarianzmatrix, wobei alle notwendigen Informationen in einer realen symmetrischen Matrix M,

mit Elementen M}, stehen [43]:

M, =P, (cos(@, -Q,) (35).
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Reorientierungseigenmoden und ihre Amplituden sind Eigenvektoren |m> und Eigenwerte 4, der
Matrix M, die die Gleichung ~ M|m> = A,,|m> (36) erfiillen.

Ein MaB fiir den Kollektivitdtsgrad der Eigenmodi ist die Anzahl von Vektoren, die durch diese
Modi beeinflusst werden. Die Kollektivitét k£ bestimmt sich zu [43]:

1 = 2 2
k, =;eXp{-;IIMDlI log| m0}|"} (37),

wobei |m>; die k~-Komponente des genormten Eigenvektors [m> ist. & variiert zwischen //N und 1
und gibt den Anteil von Vektoren im Prozent, der von den Reorientierungseigenmoden |m>
beeinflusst wird.

Als MaB fiir die Trennbarkeit der Global- und Lokalbewegungen wird der Trennbarkeitsindex
definiert:

n—(2L+1)

gL :ZA:'/ ;/‘i (38),

wobei die Eigenwerte 4; der Kovarianzmatrix entsprechend ihre Grofle geordnet sind. Der Zahler
entspricht der Spur der Kovarianzmatrix (=n), der Nenner entspricht der Spur der Kovarianzmatrix
minus den 2L+/-grofBten Eigenwerten (Globalbewegung). Je groBler g, ist, desto besser ist die
Trennbarkeit der Global- und Lokalbewegungen. Im Grenzfall eines rigiden Molekiils gilt: g,—oo.

Mittels IRED konnen Korrelationszeiten fiir einzelne Modi berechnet werden. Wenn die
Korrelationsfunktion C,(#) exponentiell abfillt, kann die mit Mode |m> verbundene

Korrelationszeiten wie folgt bestimmt werden [43]:

1
r, U
C,(0)-C, (t-T)

I (C,()-C,(t - T)dt (39)

C, (t - T) symbolisiert den Plateau-Wert fiir C,,(2).

Der Beitrag von Mode m zum Abfall der Korrelationsfunktion j-Wechselwirkung ist die

Hauptkomponente des Ordnungsparameters:

&, =4, (jm)(m |)jf (40),

2
wobei d57, 20 und > &, =1

Signifikant groBe &S}, fiir verschiedene Reste einer Mode zeigen eine Korrelation zwischen diesen

Resten beziiglich dieser Mode.

Fourier-Analyse
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Fourier-Analyse bietet die Moglichkeit, periodische Bewegungen in einem Molekiil nachzuweisen
und zu untersuchen sogar wenn diese Komponenten stark unterdriickt werden. Bei der Fourier-
Analyse wird ein Signal in der Zeitdimension einer Fourier-Transformation unterzogen. Der
Vorgang kann mit der Formel (8) aus Punkt 2.1.2 beschrieben werden. Da wéhrend der MD-
Simulation die begrenzte Anzahl von Datenpunkten angenommen wird, ist die maximale Periode
der zu beobachtenden Prozesse laut Nyquist-Theorem begrenzt. Fiir unseren Fall =40 ns betrug die
Periode des langsamsten noch detektierbaren Prozesses etwa 33 ns (2" fs, da die Zeitperiode immer
2" sein muss, wobei n [J C). Mit dieser Methode konnen Diederwinkel, RMSD-Werte und andere

Parameter analysiert werden.
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3. EXPERIMENTELLER TEIL

3.1. NMR-Messungen

Die NMR-spektroskopischen Messungen wurden an den Spektrometern "N"™INOVA 600
MHz und ""YINOVA 750 MHz (Varian) in der Arbeitsgruppe Molekulare Biophysik/NMR-
Spektroskopie des FLI Jena durchgefiihrt. Diese Gerdte sind 4-Kanal NMR-Spektrometer, bei
denen Tripelresonanz-Probenkdpfe flir Probenr6hrchen von 5 mm Durchmesser mit aktiv

abgeschirmten Gradient genutzt wurden. Die Larmor-Frequenzen in MHz betragen:

Spektrometer 'H BC N
Varian INOVA 600 599.825 150.826 60.780
Varian INOVA 750 750.195 188.636 76.017

3.1.1 Probenvorbereitung
Onkoprotein E7

Das Onkoprotein E7 lag in einheitlich '"N-markierter Form vor. Die verwendeten Proben
waren zur Aufklarung der 3D-Struktur des Onkoproteins E7 von T. Seiboth hergestellt worden und
wurden unverdndert iibernommen [6]. Die NMR-Proben hatten eine Konzentration von 1.0 mM U-
["N]-E7. Der NMR-Puffer enthélt 20 mM Tris/HCI, pH 7.4 mit 100 mM NaCl, 0.2 mM EDTA und
10% v/v *H,0. Die Sequenz und Struktur des Onkoproteins E7 kann aus dem Kapitel 1.1 und der

Abbildung 1.1 entnommen werden.

BEVSLD

Die 18mer Stemloop-D RNA (BEVSLD) des bovinen Enterovirus lag in einheitlich
N, "*C- markierter Form vor [10]. Die verwendeten Proben waren zur Aufklirung der 3D-Struktur
von Y. Thle hergestellt worden und wurden unverindert iibernommen [45]. Die NMR-Proben haben
Konzentration von 0.9 mM U-["*N,"*C]-BEVSLD in H,O und D,0O. Der NMR-Puffer enthilt 10 mM
KH,PO,/K,HPO,, pH 6.2 mit 40 mM KCl, 0.2 mM EDTA and 10% v/v *H,O bzw. 99,99% v/v
’H,0. Die Sequenz und Struktur des BEVSLD kann aus dem Kapitel 1.2 und der Abbildung 1.2

entnommen werden.

3.1.2 NMR-Spektroskopie/Relaxationsmessungen
Onkoprotein E7

Die NMR-Relaxationsmessungen fiir das Onkoprotein E7 wurden bei einer Temperatur
von 293 K durchgefiihrt. Es wurden die '"N-Relaxationsparameter fiir die NH-Bindungen der
Hauptkette bestimmt: Die Relaxationsgeschwindigkeiten R;, R;, und der steady-state HetNOE
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wurden mit Pulssequenzen entsprechend Farrow et al. [46-48] gemessen (Abb. 3.1). Alle
Pulssequenzen bauen auf einem HSQC-Experiment auf. Ein ,gradient-enhanced” Pulsschema
wurde verwendet, um die Wassersdttigung zu minimieren. R;, wurde als ,,spin-lock® gemessen, wie
es im Abschnitt ,,Grundlagen* und in [48] beschrieben wurde. R, konnte dann aus der folgenden

Beziehung erhalten werden [48]:

R,=R cos’ (arctan %) + R, sin’ (arctan %) (41)

(Q = |wes— /] 1st die chemische Verschiebung beziiglich der Eichfrequenz w)).
Da sowohl fiir das Onkoprotein E7 als auch fiir den BEVSLD R;,~R, mit sehr hoher Genauigkeit
gilt (besser als 0.5 %), wurden alle weiteren Analysen immer mit R, statt R, durchgefiihrt.

T)- und T),-Spektren wurden mit 2048 * 256 komplexen Datenpunkten in ¢, aufgenommen,
wobei jeweils 16 Experimente pro ¢, Datenpunkt summiert wurden. HetNOE-Experimente wurden
als 2k (%) * 300 (z;) Realpunkte mit 96 Experimenten pro Inkrement akquiriert. 10 verschiedene
Spektren wurden fiir eine 7,-Messung aufgenommen, wobei die entsprechenden Relaxationsdelays

0, 0.05,0.1,0.2,0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 1.0 s betrugen. T),-Daten wurden mit folgenden Relaxations-
Abb. 3.1. Impulsschema fiir die Messung der longitudinalen Relaxationgeschwindigkeit R, fir den BEVSLD.
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Das Schema fiir die E7-Messung kann durch Ersatz *C— "N erhalten werden [47].

delays erhalten: 0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.1 s. Um Messfehler zu
kontrollieren, wurde die Messung fiir den Relaxationsdelay = 0 in jeder Serie durchgefiihrt. Die
Messung eines 2D-Spektrums dauerte ungefihr 8 Stunden. Das Intervall zwischen Ubergingen
(,,recycle delay*) fir 7)- und 7),-Messungen wurde auf 3 Sekunden gesetzt, wihrend in HetNOE-
Experimenten ein 5 s-Delay verwendet wurde. Der Fehler in den HetNOE-Werten wurde wie in
[49] mit 5 % angenommen. Die Relaxationsdaten wurden nach Anwendung einer quadrierten
Kosinusfunktion zur Apodisierung in eine Datenmatrix mit 2048*1024 realen Punkten Fourier-
transformiert. Nach der Fourier-Transformation wurden die Spektren fiir das Erhalten eines rein

absorptiven Signals entsprechend phasiert.
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BEVSLD

Die NMR-Relaxationsmessungen fiir den BEVSLD wurden fiir C1'-H1'-Atome der Ribose
und C2-H2, C6-H6, C8-H8-Atome der Basen bei einer Temperatur von 298 K durchgefiihrt. 7;- und
T,-Daten fiir Base (und Ribose) wurden als 2k (2k) * 128 (256) komplexe Datenpunkte in ¢ in 16
(16) Experimenten aufsummiert. Die HetNOE-Experimente wurden als 2k (#) mal 300 (¢/)
Realpunkte mit 96 Experimenten pro Inkrement aufgenommen. Die Relaxationsdelays fiir 7;- und
T;,-Messungen und ,,recycle delays* waren gleich den entsprechenden Werten fiir die Onkoprotein
E7-Messungen. Die Apodisierung, Phasierung und FT wurde wie fiir das Onkoprotein E7

beschrieben durchgefiihrt.

3.1.3 Datenanalyse

Die NMR-Spektren wurden mittels VNMR (Varian Assoc., Palo Alto, USA) prozessiert.
Dann wurden sie mittels des Programms varian xeasy2d in das XEASY-Format konvertiert und mit
den Programmen XEASY [50] und CARA [51] analysiert. Die Kreuzsignalintensitdt wurde aus
dem Peak-Volumen berechnet. 7;- und 7,,-Raten wurden durch Kurvenanpassung der
Kreuzsignalintensititen fiir verschiedenen Relaxationsdelays an die Funktion I=lexp(-t/T;) (42)
mittels des Programms RELAXFIT [24] erhalten. Die Fehler wurden als Anpassungsfehler
bestimmt.

{'"H}-"N (*C) heteronukleare NOEs wurden als Verhiltnis der {'H}-"N (“C)
Kreuzsignalintensititen in Spektren, die mit oder ohne 3 Sekunden Protonensittigung akquiriert
wurden bestimmt [26].

Die Berechnung des Rotationsdiffusionstensors aus den Relaxationdaten wurde mit Hilfe
der Programme RotDif [29] und QuadricDiffusion [35] durchgefiihrt. Die zugrundeliegenden
Approximationsprozeduren wurden von Fushman et al. [24] und Tjandra et al. [27] beschrieben und
wurden im Abschnitt Grundlagen ausfiihrlich diskutiert. Zur weiteren Analyse wurden die
Programme DYNAMICS [24,31,32], HYDRONMR [30,52], ModelFree [34,35] verwendet. Alle
Rechnungen wurden auf Arbeitsplatzrechnern SILICON GRAPHICS (USA) der Arbeitsgruppe
Molekulare Biophysik/NMR-Spektroskopie am FLI Jena durchgefiihrt. Mathematische Analyse und
graphische Darstellungen wurden mittels des Software-Paketes MATLAB 6.5 [53], Microsoft Excel
2000, ADOBE PHOTOSHOP und selbst geschriebenen Routinen in der Programmiersprache
Delphi erstellt.
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3.2 MD-Simulation

Fir die MD-Simulation wurde das Programmpaket AMBER 8.0 (,,Assisted Model
Building With Energy Restraints®) [39,54] verwendet. Die Rechnungen wurden auf den SILICON
GRAPHICS-Computern und auf dem Linux-Cluster des FLI Jena durchgefiihrt. Dabei wurden die
SILICON GRAPHICS-Arbeitsplatzrechner generell fiir die Modellvorbereitung und die
Energieminimierung verwendet, wihrend auf dem Linux-Cluster die Aquilibrierung und der
Produktions-MD-Lauf durchgefiihrt wurde. Fiir die MD-Simulation wurde als Startstruktur jeweils
die Struktur verwendet, die der mittleren Struktur des NMR-Strukturbiindels am nichsten kam
(RMSD - klein). Die Vorbereitung von Modellen und der Topologie wurde mittels der Programme
Xleap (AMBER 8.0) [54], SYBYL und MolMol [7] durchgefiihrt. Die Visualisierung von
Molekiilen wurde mittels der Programme Sybyl, MolMol, VMD [55] erreicht. Die numerische
Bearbeitung der Trajektorien wurde mittels des Paketes ptraj (AMBER 8.0 [39,56]) durchgefiihrt,
das erlaubt, Diederwinkel, Entfernungen, Koordinaten von Atomen, Korrelationsfunktionen zu
extrahieren. Zur weiteren Bearbeitung wurden die Programmpakete MATLAB 6.5 und Microsoft

Excel 2000 verwendet.

3.2.1 Onkoprotein E7
Als Startkonformation fir die 40 ns MD-Simulation wurde eine NMR-Struktur eines

Monomers verwendet, die von Ohlenschliger et al. in unserer Arbeitsgruppe erhalten wurde [6].
Die Griinde fiir die Verwendung eines Monomers statt eines Dimers werden im Kapitel 4.2.1
ausdriicklich erklart.

Fiir die Simulation wurde das modifizierte AMBER-Kraftfeld von 1994 (Cornell 1996)
[39,54] verwendet. Da es in den Bibliotheksdatensitze, die dieses Feld beschreiben, keinen Eintrag
fiir Zink gibt, welches ein Strukturelement von E7 ist, wurden diese Datensitze entsprechend
modifiziert, wozu die Zinkparametrisierung aus [57,58] verwendet wurde. Diese Struktur wurde in
einen Oktaeder mit Kantenldnge 5.75 nm eingepasst (oder in einen rechtwinkligen Kasten (,,box*)
mit den Kantenldngen 5,47 nm/5.03 nm/4.70 nm im 2. Experiment). Der Oktaeder (der Kasten)
wurde mit 4550 (4004) Wassermolekiilen gefiillt, dann wurde ein Wassermolekiil gegen ein
Chloridion ausgetauscht, das zur Kompensation des Ladungsiiberschusses an den
Aminosédureseitenketten dient. Dabei wird das Gegenion an der Stelle des hochsten Positivpotentials
eingefiigt. Um den moglichen Einfluss von verschiedenen Methoden der Aquilibrierung auf die
Ergebnisse der MD-Simulation und auch den Einfluss von verschiedenen Schrittweiten zu
bewerten, wurden mehrere MD-Simulationen mit verschiedenen Startparametern und Prozeduren

durchgefiihrt. Die zweischrittige Energieminimierung [39,42] war fiir alle MD-Léaufe identisch:
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1) ,,Restrained* Energieminimierung von insgesamt 1000 Schritten (250 Schritte mit der Methode
des steilsten Abstiegs, dann 750 Schritte mit der Methode konjugierter Gradienten).
2) ,,Unrestrained* Energieminimierung von 500 Schritten mit der Methode des steilsten Abstiegs,
dann 1000 Schritte mit der Methode konjugierter Gradienten.
Es wurde verschiedene Aquilibrierungsprotokolle verwendet:

Das Aquilibrierungsprotokoll 1 hatte 10 Schritte (nach Prof. Dr. M. Zacharias, TUB
Bremen, personliche Kommunikation) und besteht im allméhlichen Erwdrmen des Systems von 50
bis zu 300 K (die ersten 4 Schritte) unter voller Wirkung der Distanzeinschrinkung, und dann
allmihlicher Reduzierung des Restraintskoeffizienten (die folgenden 6 Schritte). Die Gesamtdauer
betrdgt 150 ps.

Das Aquilibrierungsprotokoll 2 hat 3 Schritte [41], ist schneller und verzichtet auf
Distanzeinschrankungen:

1) Systemerwédrmung von 100 bis 300 K bei konstantem Volumen im Laufe von 10 ps,

2) Aquilibrierung bei konstantem Druck und Temperatur fiir 10 ps.

Da nach 10 ps das System seinen Gleichtgewichtzustand nicht erreicht hatte, wurde noch ein
Aquilibrierungsschritt durchgefiihrt:

3) Aquilibrierung bei konstantem Druck und Temperatur fiir 100 ps.

Das Aquilibrierungsprotokoll 3 hat sechs Schritte ist eine Zusammenstellung aus den

Protokollen 1 und 2:

1) Etappen 1-5: schrittweise Erwdrmung des Systems von 50 K bis zu 300 K wéhrend 60 ps,

2) Etappe 6: Aquilibrierung bei konstantem Druck und Temperatur wihrend der néichsten 100 ps.
Insgesamt wurden 3 MD-Liufe durchgefiihrt. Die MD-Simulationen 1 und 2 benutzen die
Aquilibrierungsprotokolle 1 und 2 mit Schrittweiten von bzw. 2 und 1 fs (SHAKE-Algorithmus)
und MD-Simulation 3 baut auf das Aquilibrierungsprotokoll 3 mit einer Schrittweite von 1 fs auf.
Im Abschnitt ,,Ergebnisse wird der MD-Lauf 3 analysiert, weil er die besten Ergebnisse geliefert
hat.

3.2.2 BEVSLD

Die Modellvorbereitung fiir den BEVSLD wurde dhnlich wie fiir das Onkoprotein E7
durchgefiihrt. Die Struktur wurde in einen Oktaeder mit Kantenlinge 5.30 nm eingepasst. Der
Oktaeder wurde mit 3631 Wassermolekiilen gefiillt, dann wurden 17 Wassermolekiile gegen 17 Na*
Ionen ausgetauscht, die zur Kompensation von Ladungsiiberschiissen der RNA dienen. Dabei
werden Gegenionen an der Stelle der niedrigsten Negativpotentiale eingefiigt. Auch hier wurden

verschiedene Aquilibrierungsmethoden getestet. Die erste Prozedur der Aquilibrierung fiir die RNA
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war der Prozedur 1 fiir das Onkoprotein E7 dhnlich, die Prozeduren 2 und 3 fiir RNA hatten sechs
Schritte:

1) Etappen 1-5: schrittweise Erwdrmung des Systems von 50 K bis zu 300 K wéhrend 60 ps,

2) Etappe 6: Aquilibrierung bei konstantem Druck und Temperatur wihrend der nichsten 100

ps.
Insgesamt wurden 3 volle MD-Simulationen durchgefiihrt, wobei die MD-Simulationen 1 und 2 mit
dem Kraftfeld 1996 und mit den Aquilibrierung-Protokollen 1 und 2 bei einer Schrittweite von 2
bzw. 1 fs (SHAKE-Algorithmus) gemacht wurden. Der MD-Lauf 3 wurde mit dem Kraftfeld vom
2003 mit dem Aquilibrierungsprotokoll 3 und einer Schrittweite von 1 fs durchgefiihrt. Einer

weiteren Analyse wurde der MD-Lauf 3 unterzogen, da er die stabilsten Ergebnisse geliefert hat.
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4. ERGEBNISSE

4.1 NMR-Spektroskopie
4.1.1 Onkoprotein E7

Da das Onkoprotein E7 in der Losung immer Dimere ausbildet, liefern die NMR-
Experimente an E7 immer Dimerdaten und miissen als solche analysiert werden. Dazu wurden die

Prozeduren und Methoden entsprechend modifiziert.

1100 1000  9.00 800 700 600  5.00
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Abb. 4.1. {"H-""N} HSQC-Spektrum fiir das Onkoprotein E7 (R:;-Messung, Relaxationsdelay 300 ms). Zahlen

geben Aminosaurepositionen in der Sequenz an.
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In Abb. 4.1 ist ein typisches HSQC-Spektrum fiir das Onkoprotein E7 dargestellt. Es sind
49 NH-Signale fiir das 56 AS lange Molekiil zu erkennen, da die Aminosduren 1 — 4 aufgrund
grofler Beweglichkeit des N-Terminus des Molekiils nicht observierbar sind und Pro7 und Pro50
wegen des fehlenden HM-Protons nicht mit diesem Spektrum detektiert werden konnen. Die
Spektren fiir R;, und den heteronuklearen NOE sehen analog den R;-Spektren aus. Aus diesem Satz
von R, R,- und HetNOE-Daten wurden die Werte fiir Auto- und
Kreuzrelaxationsgeschwindigkeiten entsprechend (42) extrahiert und berechnet.

Typische Kurven fiir den R;- und R,,-Verlauf sind in Abb. 4.2 dargestellt. Die Kurven
wurden auf eine einfache Exponentialkurve gefittet und entsprechende Werte fiir R;-, R;,- sowie
HetNOE sind in Abb. 4.3 dargestellt. Der mittlere Fehler in den R;-Messungen betrdgt 2.3 %, fiir

R, 4.5 %, wahrend der Fehler fiir HetNOE’s wie in [49] beschrieben mit 5 % angenommen wurde.

Abb. 4.2. Exponentialkurve des Rs-Verlaufes fir das Onkoprotein E7.
8
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A: Rest GIn38; B: Rest Leu42 (beide in der as-Helix).

Fiir einige Reste wurden grofBere Fehler beobachtet. Die maximalen Fehler fiir R; betragen
bis 4.2 % (AS Val48, 600 MHz) und 6.6 % (AS Asn55, 750 MHz), fiir R;,-Messungen bis 9.1 %
(AS Trp51, 600 MHz) und 15.2 % (AS Val48, 750 MHz). Der groBte Fehlerbeitrag ist von
Problemen in der Signalauflosung hervorgerufen, wenn zwei Signale sehr nah liegen und partiell
tiberlappen (z.B.: 8 und 20, 26 und 28, 40 und 48).

Alle Messungen wurden flir zwei Frequenzen durchgefiihrt: 600 und 750 MHz, damit kann
die Genauigkeit der Analyse erhoht werden. Der durchschnittliche R,-Wert fiir 600 MHz betrigt
1.36 s, fiir 750 MHz aber 1.14 s™'. Die Daten fiir 600 MHz liegen etwas hoher als fiir 750 MHz,
aber die Kurven fiir die zwei Frequenzen stimmen sehr gut miteinander {iberein. Die gleiche
Tendenz gilt auch fiir R;,: der durchschnittliche R;, fiir 600 MHz liegt um 13.74 s und fiir 750
MHz um 13.18 s'. Fiir die HetNOE-Daten kehren sich die Verhiltnisse um, so liegt der
durchschnittliche HetNOE fiir 600 MHz um 0.76 wihrend er fiir 750 MHz um 0.85 liegt. Alle diese

Beobachtungen sind in guter Ubereinstimmung mit der Theorie und vorangehenden Arbeiten
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[24,25,34]. Eine klare Korrelation zwischen R;, und HetNOE ist auffillig. Die R,-Werte und

HetNOE erlauben schon einige Aussagen iiber die Beweglichkeit von verschiedenen Aminosduren

zu dullern. Die Aminosduren 5 — 8, 13, 16, 23 — 25, 43 — 45, 49, 54 — 56 sind beweglicher als andere

B> 6 > o ] [ %]

06

hetNOE

04 -

0,2

4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56

Rest
Abb. 4.3. Relaxationsraten R;(A), Ry, (B) und steady-state HetNOE (C) fur das Onkoprotein E7.
Schwarz: 600 MHz; grau: 750 MHz. Entsprechende Fehler sind gekennzeichnet.

Uber dem Plot sind die Elemente der Sekundarstruktur schematisch dargestellt.
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ASn im Proteinmolekiil. Fiir ASn 5 — 8 und 54 — 56 lésst sich dieser Befund mit ihrer Lage im C-
und N-Terminus des Molekiils erkldren. Detaillierte Aussagen kann man aber erst nach einer
weiteren Analyse der Dynamik machen. Aus R;, R;, und HetNOE wurden hierzu mittels der Pro-
gramme DYNAMICS [24,32], RotDif [29] und ModelFree [34,35] und dem darin implementierten
Ansatz [22,23] sowie des Clore-Modell [28] die mikrodynamischen Parameter des Proteinmolekiils
bestimmt. Wie schon frilher erwdhnt wurde, werden diese Rechnungen in zwei Schritten
durchgefiihrt: zuerst wurde die globale Korrelationszeit und der Rotationstensor bestimmt, und
dann die lokalen Parameter, wie Ordnungsparameter, lokale Korrelationszeit und der Beitrag von

konformationellen Austausch.

Globale Rotationsbewegung

Die ermittelte Korrelationszeit der Rotationsbewegung des Gesamtmolekiils betrigt
7.—8.0+ 0.4 ns (DYNAMICS, 750 MHz), 7,=8.4+0.6 ns (DYNAMICS, 600 MHz), bzw.
70—8.6 £ 0.4 ns (RotDif, 750 MHz), 7,~10.0 + 0.4 ns (RotDif, 600 MHz). Diese Werte sind gut
miteinander korreliert, sind aber im Gegenteil zu unseren Erwartungen etwas von der Feldstirke
abhéngig. Die Korrelationszeit nimmt fiir kleinere Feldstirken etwas zu, als ob sich das Molekiil bei
kleineren Feldstirken langsamer bewegen wiirde. Das kann durch ,,Losungseffekte erklart werden,
wie es schon in [15] und auch in [52] erwdhnt wurde. Das Molekiil befindet sich also nicht im
Vakuum sondern in der Losung, die bei verschiedenen Feldstirke etwas unterschiedliche
Eigenschaften aufweist.

Mittels der Programme RotDif [29], ModelFree [34,35] und QuadricDiffusion [35] wurde
der Rotationsdiffusionstensor entsprechend (21) berechnet. Der Tensor wurde anhand der ASn 8-55
berechnet, da die groBBe Beweglichkeit von ASn in N- und C-Terminus ausgeschlossen werden
sollte. Die Beriicksichtigung der Daten fiir AS 5 — 7 und 56 fiihrte zu groBen Fehlern nach Formel
(21). Der Rotationsdiffusionstensor wurde mit verschiedenen Néherungen berechnet: isotrop,
axialsymmetrisch und anisotrop. Die FEigenwerte des Rotationsdiffusionstensors fiir die
verschiedenen Modelle betragen:

Tabelle 3: Rotationsdiffusionstensor flir das Onkoprotein E7

600 MHz 750 MHz
1) isotropes Modell: Dis  1.65+0.01%107 s 1.92+£0.01*10" s
2) axialsymmetrisches Modell: D.. 1.83+0.16%107s™ 2.20+£0.15%10" s
D.=D,, 1.57£0.05*%107 s 1.82+£0.05*10" 5™
3) anisotropes Modell: D,  1.47+0.13*10s" 1.77 £0.16*10" s
D, 1.67+0.13*10"s" 1.85+0.16¥107 5"
D.. 1.84 £0.14*107 s 2.20+0.22*10" s
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Die Asymmetrie des Rotationsdiffusionstensors betriagt 1.17 (= 0.05) (600 MHz) und 1.20

(= 0.05) (750 MHz). Die Rechnungen haben kleinere Fehler gezeigt, wenn der Tensor in isotroper
und axialsymmetrischer Ndherung berechnet wurde: Der Maximalfehler betrdgt im Fall 1) 10 %
und im Fall 2) 2 % im Vergleich zu 3), was kleiner als die zu erwartenden experimentellen Fehler
bzw. bestimmten Methodologiefehler ist.

Das Programm DYNAMICS liefert noch einen Wert fiir 7,,~6.4 ns, der aber durch RotDif
nicht bestitigt wird. Der Wert 6.4 ns liegt in der Ndhe der erwarteten Korrelationszeit fiir das E7-
Monomer, wenn es in der freien Natur existieren konnte. Die Tatsache, dass DYNAMICS noch
einen Wert im Gegensatz zu RotDif liefert, kann man dadurch erkldren, dass in RotDif und
DYNAMICS zwei etwas unterschiedliche Methoden implementiert sind. In RotDif wird eine
gleichzeitige 6-Parameter Suche nach den Variablen z,,, Tensorwinkeln a, £, y, Tensorasymmetrie
D../D,, und D,,/D,, verwendet, wiahrend in DYNAMICS im Gegenteil die s.g. ,,konsequente Suche
(s. Abschnitt ,,Grundlagen®) implementiert ist. Bei ungiinstigen Bedingungen kann DYNAMICS
(oder RotDif) sogar bei kleinen Fehlern in den Eingabedaten in ein lokales Minimum eintreten
[24,29], weswegen nur diejenigen Werte, die mit beiden Programmen bestitigt wurden, akzeptiert
und in weiteren Berechnungen verwendet wurden.

Um die Genauigkeit der Berechnungen zu bestitigen, wurden fiir das Proteinmolekiil (fiir
das Monomer und Dimer) hydrodynamische Berechnungen mit dem Programm HYDRONMR
(,,beads*“-Modell) durchgefiihrt [30,52].

Die berechnete Korrelationszeit fiir nur das theoretisch bestehende E7-Monomer betrigt
T0=5.5 ns (harmonisches Mittel von fiinf Zeiten), und die Asymmetrie des
Rotationsdiffusionstensors betrigt: D../D.,=1.35 und D,,/D,=1.1. Diese Werte stimmen verstidndlich
nicht mit den experimentell bestimmten Werten iiberein, sind aber nicht weit vom Wert 6.4 ns
entfernt, der mit dem Programm DYNAMICS bestimmt wurde. Wie in [52] gezeigt wurde, gilt fiir
einige Homodimere (v.a. kugelférmige mit Anisotropie bis 1.2 und Sequenzlinge bis ca. 100 ASn)
folgende empirische Beziehung:

Tro(Dimer) =2 .., (Monomer) und D;,,(Monomer) =+/2 Di,(Dimer) (43).
Laut dieser Formel liefert HYDRONMR in der ,,Homodimer*“-Ndherung den Wert 7.8 ns,

und D;;, = 2.13*107 s™', was nahe des experimentellen Wertes liegt und zeigt, dass das Onkoprotein
E7 zu den ,regelméBigen* Proteinen im Sinne [52] gehort. Die Berechnungen fiir den Dimerfall
haben einen 7,,-Wert geliefert, der mit dem experimentellen libereinstimmt, und zwar z,,~8.7 ns. Es
ist interessant zu betonen, dass im Monomerfall das Proteinmolekiil eine Anisotropie von 1.35
(theoretischer Wert, HYDRONMR) ausweist und sich diese bis auf 1.17 (experimentell bei
Verwendung der Daten im RotDif und QuadricDiffusion) reduziert, d.h. der

Rotationsdiffusionstensor wird symmetrischer. Das bestéitigt auch die einfache visuelle
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Einschitzung des Molekiils mittels der Programme VMD [55] oder MolMol. Fiir die Anisotropie <
1.2 ist die Nutzung des einfachen Lipari & Szabo-Modells [22-23] rechtmiBig, dabei wird Isotropie
(oder hochstens axiale Symmetrie) des Rotationsdiffusionstensors angenommen. Diese Annahme
haben wir verwendet, um aus den vorhandenen experimentellen Daten mittels der Formeln (16 —

22) die Ordnungsparameter und andere mikrodynamische Parameter zu berechnen.

Lokale Bewegung

Der allgemeine Ordnungsparameter S°, die charakteristische Korrelationszeit der lokalen
Bewegungen 7, und der Beitrag des konformationellen Austausches R, sind in Abb. 4.4 zusammen
mit den Sekundéarstrukturelementen dargestellt (a-Helices und B-Faltblitter). Wie schon frither von
Ohlenschldger et al. bestimmt wurde [6], besitzt das E7-Protein folgende Sekundirstruktur in jedem
Monomer: f3,3,0.(Bs)a: (siehe dazu auch Einleitung und Abbildung 1.1). Das Element B; kommt nur
im Dimerzustand als Faltblattstrang vor und wird von ASn, die zwei Monomeren angehdren,
gebildet. Das [;-Faltblatt wird von ASn 8-16 gebildet, das B,-Faltblatt aus 21 — 29 , die a;-Helix
(groBle a-Helix) von den Resten 31 — 43, das (B;)-Faltblatt bilden die AS 45-48 und die C-terminale
ax-Helix formen die AS 50-55. Nicht geordnete Strukturteile finden sich mit den ASn 1-7 nur im N-
Terminus. Aus Abb. 4.4 ist ersichtlich, dass die Ordnungsparameter verschiedene Werte fiir
einzelne ASn besitzen, aber alle im Bereich 0.8-1.0 fiir ASn 8 — 55 (Kernregion des Molekiils)
liegen. Eine gute Korrelation zwischen den Ordnungsparametern und der Sekundérstruktur ist zu
erkennen. Die Bereiche von N- und C-Terminus (5-7 und 56) haben einen durchschnittlichen
Ordnungsparameter von 0.60 + 0.21 (600 MHz) und 0.40 + 0.09 (750 MHz). Im Gegenteil dazu
weist die Kernregion des Molekiils (8-55) einen durchschnittlichen Ordnungsparameter von 0.86 =+
0.05 (600 MHz) bzw. 0.91 + 0.04 (750 MHz) auf. Die Daten fiir 600 MHz und 750 MHz sind gut
miteinander korreliert, wobei der durchschnittliche Wert fiir 750 MHz in der Kernregion (8-55)
etwas hoher (091 gegen 0.86) liegt, der S°-Verlauf aber sehr dhnlich mit einem
Maximalunterschied von 0.3 fiir die C-terminale AS 56 und 0.12 (AS 30, 32 , Ubergangszone*
zwischen B, und a,) ist. Da sich die AS 31 hochstwahrscheinlich stark bewegt, konnte fiir diese
Aminosédure kein NH-Signal im NMR-Spektrum nachgewiesen werden. Elemente von geordneter
Struktur zeigen sich als Bereiche mit stabil hoheren Ordnungsparameter. So zeigen die ASn 32 — 43
als a-Helix einen durchschnittlichen Ordnungsparameter von 0.83 + 0.03 (600 MHz) und 0.88 =+
0.03 (750 MHz); die ASn 50 — 55 bilden eine a,-Helix mit einem hierfiir typischen <§’> = 0.86 +
0.03 fiir beide Frequenzen. Durchschnittliche S*-Werte fiir B; betragen 0.88 + 0.06 (0.92 + 0.04) und
fiir B, 0.88 + 0.05 (0.93 £ 0.04) jeweils fiir 600 MHz und 750 MHz. Der durchschnittliche S*-Wert
fiir das spezifische Faltblatt B; betrdgt ebenfalls 0.88 £ 0.03 (0.93 £+ 0.03). Bereiche von

kanonischen B-Faltbléttern zeigen eine charakteristische Sédgezahnstruktur fiir
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Abb. 4.4. Mikrodynamische Parameter (lokal) des Onkoproteins E7.

S? — Ordnungsparameter nach dem Lipari & Szabo-Modell (A); Tic - Korrelationszeit der lokalen Bewegungen
(B); R«x — Beitrag des konformationellen Austausches in Rj, (C); Uber dem Ordnungsparameter—Plot sind die
Elemente der Sekundarstruktur dargestellt.

Schwarz: Daten flir 600 MHz; grau: Daten fiir 750 MHz.

Keine Beitrage fir einige Reste im 7~ und R.«-Plot deuten auf einfache Modelle fir diese Reste ohne

Heranziehung von 1./Rex (s. Kapitel 2.1.8 ,Dynamikanalyse®).

S°. Dies ist mit der alternierenden Reihenfolge der H-Briicken im B-Faltblatt verbunden, wobei die
nach auBen gerichteten HY-Atome nicht in Wasserstoffbriicken involviert sind und etwas hohere
Beweglichkeit aufweisen. Erstaunlicherweise liegt der durchschnittliche S*-Wert fiir die o,-Helix
etwas niedriger als fiir andere ASn in der Kernregion des Molekiils (0.83 gegen 0.86 fiir 600 MHz).

In Abb. 4.4 ist auch klar zu sehen, dass sich der a;-Helix-Bereich durch hohere Homogenitédt mit
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einem Minimalwert 0.80 und Maximalwert 0.91 und kleineren Fehlern unterscheidet. Etwas
niedrigere S*-Werte flir die a;-Helix kénnen auf eine etwas hohere Gesamtbeweglichkeit der o-
Helix hindeuten, wobei die Struktur der a,-Helix aber stabil erhalten bleibt. Gro3ere Fehler werden
fiir die ASn 8, 30, 32 und 51 beobachtet und konnen dadurch entstehen, dass sich diese Reste in
Ubergiingen zwischen den verschiedenen Sekundirstrukturelementen befinden; AS 8 liegt am
Beginn des pB-Faltblatts und bei AS 32 beginnt die a,-Helix.

Die GroBe 7, ist die charakteristische Korrelationszeit der lokalen Bewegungen. Die
Korrelationszeiten weisen hohere Werte von ~0.8 ns im Bereich des N- und C-Terminus (5-7 und
56) auf sowie in Anfangsbereich des ersten -Faltblatts (AS 8), von B-Faltblatt 3 (AS 44) und im
Terminalbereich der a,-Helix (54 — 55). Fiir geordnete Strukturelemente ist 7, nicht feststellbar.
Hohere Werte 7, > 0.2 ns fiir ASn sind ein Merkmal fiir niedrige Stabilitdt der Struktur und/oder
hohere Beweglichkeit. In Bereichen mit hoéheren lokalen Korrelationszeiten wird die Trennbarkeit
von Global- und Lokalbewegungen gestort. Fiir gute Trennbarkeit von Lokal- und
Globalbewegungen sollen die lokalen Korrelationszeiten um einige Grof3enordnungen niedriger als
die globale Korrelationszeit sein. In unserem Fall sollte sie daher weniger als 0.2 — 0.5 ns betragen.
ASn 1 — 7 und 56 weisen eine sehr groe Beweglichkeit auf, dies wird auch durch die héheren
lokalen Korrelationszeiten bestdtigt. Es existiert also eine gute Korrelation zwischen
Ordnungsparametern und lokale Korrelationszeiten: 7, nimmt hohere Werte fiir ASn mit hoherer
Beweglichkeit an. Abwesenheit der Daten fiir 7, bedeutet nicht, dass die lokalen Korrelationszeiten
gleich Null sind, sondern dass diese Korrelationszeiten so niedrig sind (lokale Bewegung so
schnell), dass das Approximationsmodell ohne 7, verwendet wurde [24].

R.. ist der Beitrag des konformationellen Austausches zur Relaxationsgeschwindigkeit R,
[24,26]. Dieser soll ungleich Null fiir geordnete Elemente einer Struktur sein. ASn 9-53 haben hohe
R..-Werte sowohl fiir 600 MHz als auch fiir 750 MHz. Die Werte fiir 750 MHz liegen signifikant
hoher als fiir 600 MHz, jedoch zeigt R.. insgesamt eine gute qualitative Korrelation mit den

Ordnungsparametern und lokalen Korrelationszeiten.
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4.1.2 BEVSLD

In Abb. 4.5 ist ein typisches HetNOE-Spektrum fiir den H1’-Bereich der Riboseprotonen
des BEVSLD dargestellt. Die Spektren zur Messung von R; und R,, sind analog dem HetNOE-
Spektrum, unterscheiden sich aber in der spektralen Weite und dem Aufnahmeverfahren (TPPI vs.

States) [47].
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Abb. 4.5. Typisches {'H-"*C} HetNOE-Spektrum fiir den untersuchten BEVSLD (Ribose). Die Zahlen sind die
Restnummern aus der Sequenz. Bei Auswertung des Dubletts wurde immer das Signal mit kleinerem ppm-

Wert in der "*C-Dimension verwendet.

Das Experiment wurde wie fiir das Onkoprotein E7 aufgenommen. Die Messungen wurden fiir

Atome C1°-H1’ (Ribose) und C2-H2 (A), C8-HS8 (A, G) oder C6-H6 (C, U) (Basen) durchgefiihrt,
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Abb. 4.6. Kurvenverlauf fiir Relaxationsdaten des BEVSLD.
A: Rs-Messung. Grau - G12 Basen 750 MHz; schwarz - U5 Ribose, 600 MHz;
B: Ri,-Messung. Grau - A11 Ribose 750 MHz; schwarz - G16 Base, 600 MHz.

Die Kurven zeigen einen einfachen exponentiellen Verlauf.

wodurch 18 Ribose- bzw. 21 Basen-Signale zur Beschreibung der Beweglichkeit der RNA zur
Verfligung standen. Die Kurven wurden einfach exponentiell gefittet und die extrahierte R, -, R,-
Werte (sowie auch die HetNOE) sind in Abb. 4.7 und 4.8 dargestellt. Typische Kurven fiir R;- und
R,,-Verldufe jeweils flir Ribose und Basen getrennt sind in Abb. 4.6 gezeigt. Der durchschnittliche
Fehler bei R;-Messungen fiir Ribose und Basen betrug 1.6 % bzw 1.7 %, fiir die R;,-Messungen 3.8
% bzw. 3.3 %. Der Fehler fiir HetNOE wurde wie in [49] mit 5 % angenommen. Fiir einige Reste
sind die Fehler groBer, die maximalen Fehler in R;-Messungen erreichen flir Reste 10 — 12 bis 5%,
was mit vermutlich groBBerer Beweglichkeit dieser Reste erkldrt werden kann; aulerdem war in zwei
von drei Experimenten R;, fiir den Rest 12 aufgrund der Signalintensitit (s. Abb. 4.5) nicht
bestimmbar, deshalb wurden entsprechende Kurven auf 4 Punkte gefittet und nicht auf 12 wie
iblich; auBBerdem wurde auch eine Interpolation unter Beriicksichtigung der Daten der Nachbarreste
durchgefiihrt [20].

Da das untersuchte RNA-Molekiil aus zwei strukturell verschiedenen ,,Teilen® besteht:
dem helikalen Stem und dem D-Loop, ist es sinnvoll, die Daten fiir die Doppelhelix (Stem) und den
Loop getrennt zu charakterisieren. Dabei beinhaltet die Doppelhelix die Reste G1 - C7 und C12 -
C18 und der D-Loop die Nukleotide G8-U9-U10-A11.

Doppelhelix (Stem)

R;: Der durchschnittliche R; bei 600 MHz fiir die Reste G1 - C7 und G12 - C18, die den
A-helikalen Stem des BEVSLD darstellen, betrigt 2.7 s und 3.7 s fiir Purin- und Pyrimidin-
Kohlenstoffe (Basen). Bei 750 MHz haben die R,-Werte fiir die Kohlenstoffe der Purine und

Pyrimidine generell abgenommen und betragen entsprechend 2.0 s und 3.0 s'. Die R,-Werte flir
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Ribose zeigen einen deutlichen Riickgang in den 750 MHz-Daten (1.4 s gegen 2.0 s™). Purine und

Pyrimidine C1° - H1” weisen ungefihr gleiches Niveau auf.
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Abb. 4.7. Relaxationsraten R; (A), R+, (B) und HetNOE (C) fiir die BEVSLD Basenatome C2, C6 und C8.
Schwarz: 600 MHz; grau: 750 MHz.
Daneben ist die Struktur des BEVSLD schematisch dargestellt.

R;,: Wihrend die R;-Werte fiir Purine bei den zwei Feldstirken sich nicht stark unterschieden
(durchschnittlich 17.4 s, 600 MHz: 17.0 s™', 750 MHz: 17.8 s™), sind fiir Pyrimidine die R,,-Werte
bei 600 MHz signifikant niedriger (22.9 s) als bei 750 MHz (27.0 s™). Fir C1°-H1’ sieht dies
anders aus: R;,-Werte fir 600 MHz (durchschnittlich 12.3 s') sind generell groBer als die
entsprechenden 750 MHz-Daten (10.3 s'). Wie fiir R, zeigen die R,-Werte keine signifikanten
Unterschiede zwischen Purinen und Pyrimiden. Der Rest A1l aus dem D-Loop und G12 haben
signifikant hohere Werte, was aber auf einen hoheren Beitrag des konformationellen Austausches
an der ,,Grenze* zwischen dem Stem und dem D-Loop zurilickzufiihren ist.

HetNOE: Fiir den heteronuklearen NOE gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen Purin-
und Pyrimidin-Daten. Die HetNOE-Werte fiir 600 MHz liegen signifikant niedriger (1.07) als fiir
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750 MHz (1.18) und das gleiche Bild zeigen die HetNOE-Werte fiir die Ribose (1.05 und 1.14).

Generell muss man aber betonen, dass HetNOE-Werte mit drei Ausnahmen nicht weit voneinander
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Abb. 4.8. Relaxationraten R, (A), Ry, (B) und HetNOE (C) fur Riboseatome C1’ des BEVSLD.
Schwarz: 600 MHz; grau: 750 MHz.
Daneben ist die Struktur des BEVSLD schematisch dargestellt.

lagen: Lediglich die Reste C7 und G12, die ein Basenpaar bilden, und der Rest U17, der neben dem
3’-terminalen C18 liegt, haben signifikant grof3ere HetNOE-Wert bei 750 MHz.

Loop

R;: Die R;-Werte bei 600 MHz und 750 MHz fiir Basen in Loop G8-U9-U10-A11 haben im Prinzip
das gleiche Niveau wie die fiir die Stem-Reste. Im Gegensatz hierzu weisen Ribose-Daten ein
Maximum fiir R; bei den Resten U9 und U10 (1.6 s™ bei 750 MHz, 2.2 s™ bei 600 MHz) auf und die
Daten fiir die Loop-Reste 1 (G8) und 4 (A11) sind etwas niedriger, liegen aber dennoch iiber den

durchschnittlichen Werten, die fiir die Stem-Reste gefunden werden.
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R;,: R,,-Werte verhalten sich fiir beide Feldstdrken gleich, wobei die Riboseatome der Loop-Reste 1
und 4 (d.h. G8 und A11) hohere Werte zeigen: (15 s'und 26 s gegen etwa 12 s™ fiir U9 und U10).
Hohere Werte fiir G8 und A11 sind mit einem grof3eren Beitrag des konformationellen Austausches
verbunden (vgl. auch Uberlegungen fiir R,,-Werte im Stem).

HetNOE: Ausser G8 gibt es keine signifikanten Differenzen zwischen den Daten bei 600 MHz und
750 MHz. Fiir Loop-Rest 1 (G8) wird ein etwas niedrigerer HetNOE-Wert bei 600 MHz
beobachtet.

Zwischen den R,- und HetNOE-Daten fiir Ribose und Basen gibt es eine schwache
Korrelation, deutliche Korrelation gibt es zwischen R; und R,, fiir Basen. Fiir Ribose kann man
auch eine schwache Korrelation zwischen R;, und HetNOE beobachten, nicht aber im Loop-
Bereich. Die Daten fiir die beiden Feldstidrken sind gut miteinander korreliert mit Ausnahme der
Reste 7, 8 und 12 fiir Ribose.

Fiir Proteine gibt der R,- und HetNOE-Verlauf die Moglichkeit, eine schnelle erste
Aussage liber die Beweglichkeit von ASn zu treffen. Wenn wir diesen Vorgang auf die RNA-
Analyse erweitern, kann man vermuten, dass das RNA-Molekiil eine weitgehend homogene
Beweglichkeit zeigt. Obwohl der R,,-Wert fiir Basen eine relativ grole Variabilitit zeigt, wird das
jedoch durch den HetNOE-Wert nicht gestiitzt (korrelierte Variabilitdt in R;, und HetNOE deutet
auf Variabilitét in der Beweglichkeit).

Aus den R;-, R;,- und HetNOE-Werten wurden dhnlich wie fiir das Onkoprotein E7,
mikrodynamische Parameter des RNA-Molekiils bestimmt. Da DYNAMICS fiir Analyse von
Proteindynamik entwickelt wurde, wurde das Programm entsprechend den Hinweisen des Autors
(Prof. Dr. D. Fushman, Department of Chemistry and Biochemistry, University of Maryland, USA,
personliche Kommunikation) modifiziert. Die Rechnungen wurden wie iiblich in zwei Schritten
(Bestimmung des Rotationsdiffusionstensor, Bestimmung lokaler mikrodynamischer Parameter)

durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 2.1.8).

Globale Rotationsbewegung

Die berechneten Korrelationszeiten der Rotationsbewegung 7., waren:

Basen (DYNAMICS/RotDif) Ribose (DYNAMICS/RotDif)
600 MHz: 3.0ns (3.0+0.1 ns) 3.1ns (3.1 £0.3 ns)
750 MHz: 29ns (29+0.1 ns) 2.6 ns (2.6 £0.3 ns)

Diese Werte stimmen gut miteinander iiberein und liegen innerhalb der Fehlergrenzen. Mittels der
Programme RotDif, ModelFree, QuadricDiffusion [29,35,36] wurde der Rotationsdiffusionstensor
in verschiedenen Naherungen berechnet: 1) isotrop, 2) axialsymmetrisch, 3) anisotrop. Die

Eigenwerte des Rotationsdiffusionstensors fiir verschiedene Modelle sind in Tabelle 4 dargestellt:

50



Ergebnisse

Tabelle 4. Rotationsdiffusionstensor fiir den BEVSLD

Ribose (C1’-HT’): 600 MHz 750 MHz
1) isotropes Modell: Dy, 5.40+0.15%107 s 5.52+0.32*10" s
2) axialsymmetrisches Modell: D.. 7.46+1.38*%10"s" 8.59 £2.58*107 s
D.=D,  452+043%10"s" 479 +0.71%107 s
3) anisotropes Modell D. 434+091*10"s" 4.72+0.77*%107 5!
D,  5.03+0.84%107 5" 533+ 0.86%107 5"
D.. 7.69 +£1.13*10" s 8.03 £1.24*10" s
Basen (C2-H2, C6-H6, C8-HS8): 600 MHz 750 MHz
1) isotropes Modell: Di,  5.59+0.10%107 s 5.67+0.11*10" s
2) axialsymmetrisches Modell: D..  6.67+1.19%10"s" 6.61 £ 1.71*10" s
Du=D,,  531+031*10s" 537+ 0.47*107 5"
3) anisotropes Modell D. 4.15+1.19*10" s 279 £1.27%107 s
D,  4.95+125%107 " 5.78 + 1.56%107 "
D.. 7.45 £ 1.42*%107 7! 10.99 £2.56*107 s™!

Die Asymmetrie des Rotationsdiffusionstensors ist hoch: D../D,=1.60 und D,,/D.,=1.21 fiir
600 MHz und bis D../D,~=1.8 fiir 750 MHz. Der Rotationsdiffusionstensor fiir den BEVSLD hat
also eine komplizierte Form, die anndhernd als axialsymmetrisch approximiert werden kann. Dies
spiegelt nicht sphérische Form des RNA-Molekiils wieder(Abb. 1.2). Die Tensorcharakteristika fiir
Basen bei 750 MHz konnten nur mit grof8en Fehlern berechnet werden. Hochstwahrscheinlich wird
das durch einen groen CSA-Beitrag fiir Basen bei 750 MHz ausgeldst. Der Tensor hat einen sehr
groBen Modellfehler fiir das isotrope Modell (30 %) (in den Tabellen sind die Rechenfehler
angegeben, die um so groBer sind, je komplizierter das Modell ist). Es wurde Modell 2
(axialsymmetrisch) verwendet, weil hier sowohl der Modellfehler als auch Rechensfehler
annehmbar klein waren (insgesamt bis 10 %). Das anisotrope Modell konnte im Prinzip genauerere
Werte liefern, dessen Anwendung war aber mit sehr hohen Rechenfehlern verbunden (zu viel zu
bestimmende Parameter fiir vorhandene nicht ideale Daten).

Um die Richtigkeit der Berechnungen zu bestédtigen, wurden auch fiir das RNA-Molekiil
hydrodynamische Rechnungen mittels HYDRONMR durchgefiihrt. Die Korrelationszeit betrigt
7,~4.3 ns (harmonisches Mittel von fiinf Zeiten), der kleinste Wert 3.7 ns und die Eigenwerte des

Rotationsdiffusionstensors: D..=5.19*10" s, D,=3.31*10" s, D,,=3.22*10" s"'. Die Asymmetrie
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des Tensors betrigt: D../D,~=1.60 und D,,/D..=1.08. Die Ergebnisse der theoretischen Rechnungen
stimmen mit experimentellen Werten nicht so gut {iberein, wie es fiir das Onkoprotein E7 der Fall
war. Der hohere Wert fiir 7, und die niedrigeren Werte fiir die Tensorkomponenten laut
theoretischen Rechnungen zeigen, dass sich das Molekiil langsamer drehen muss. Diese
Nichtiibereinstimmung kann durch Grobheit der zugelassenen Annahmen {iber den
Bewegungscharakter des Molekiils, einen hohen anisotropen Beitrag am CSA [20,21], hohe
Anisotropie des Rotationsdiffusionstensors, aber auch durch die Mangelhaftigkeit der im Programm

verwendeten Naherung (,,beads model*) erklart werden.

Lokale Bewegung
Der allgemeine Ordnungsparameter S° und der Beitrag des konformationellen Austausches

sind in Abb. 4.9 dargestellt. Aus dieser Abbildung ist leicht zu sehen, dass der Ordnungsparameter
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Abb. 4.9. Mikrodynamische Parameter (lokal) des BEVSLD.

S? — Ordnungsparameter nach Lipari & Szabo-Modell (A); R.. — Beitrag des konformationellen Austausches
in Ry, (B). Daneben ist die Struktur des BEVSLD schematisch dargestellit.

Schwarz: 600 MHz; grau: 750 MHz.

Keine Beitrage fur einige Reste im T~ und Re-Plot deuten auf einfache Modelle fir diese Reste ohne

Heranziehung von 1e./Rex (s. Kapitel 2.1.8 ,Dynamikanalyse).
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des Molekiils im Bereich 0.75-0.95 liegt.

Im Stem-Bereich liegt der Ordnungsparameter fiir Basen etwas hoher als fiir Ribose. So
betrigt fiir Ribose der durchschnittliche S’-Wert ca. 0.80 und fiir Basen ca. 0.89. Maximale
Unterschiede zwischen Ribose und Basen zeigen die Reste in 5°- und 3’-Termini 1 —3 und 16 — 18
mit einem Maximalwert von 0.19 fiir C18. Die Reste 12-18 haben etwas hohere S*-Werte als die
Reste 1-7 (0.78 gegen 0.82 fiir Ribose und 0.89 gegen 0.91 fiir Basen). Im Loop-Bereich liegt der
durchschnittliche $°-Wert bei 0.85 fiir Ribose und Basen. Fiir Basen gibt es signifikante
Unterschiede im Stem zwischen Purin- und Pyrimidin-Atomen. Der durchschnittliche S>-Wert im
Stem fiir Purine liegt bei 0.88, und fiir Pyrimidine bei 0.92, im Loop liegen beide Werte um 0.85.

Obwohl es einige Unterschiede im Ordnungsparameter fiir alle Reste gibt, liegt er in einem
engen Bereich zwischen 0.75-0.95 und die Unterschiede zwischen den einzelnen Reste betragen
nicht mehr als 0.2. Als signifikant konnen Unterschiede im Ordnungsparameter gelten, die grofer
als 0.2 sind. Deshalb ldsst sich sagen, dass das RNA-Molekiil eine homogene Beweglichkeit
aufweist. Siehe hierzu auch die Diskussion.

Der Beitrag des konformationellen Austausches zur Relaxationsgeschwindigkeit R,
[24,26] R.. deutet fiir Proteine auf geordnete Strukturelemente hin. Fiir den BEVSLD ist R, relativ
regelméBig iiber das gesamte Molekiil verteilt. Grosse Beitrdge des konformationellen Austausches
zu R, konnen Inhomogenititen in R;, erkldren, wenn fiir dieselben Reste gleichzeitig Homogenitit
in $° beobachtet wird. Wenn wir die Differenz R;-R,, fiir den BEVSLD berechnen, zeigt diese ein
homogenes Bild fiir das RNA-Molekiil.

Fiir die RNA-Analyse wurde fiir keinen Rest das Modell mit lokalen Korrelationszeiten
verwendet. Das bedeutet jedoch nicht, dass die lokalen Korrelationszeiten gleich Null sind, sondern

dass sie nur sehr niedrig (< 0.1 ns) sind.
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4.2 MD-Simulation

Bei der MD-Simulation wurden verschiedene Methoden der Aquilibrierung verwendet. Die
besten Endparameter und beste Systemstabilitidt haben fiir das Onkoprotein E7 und den BEVSLD
die Prozeduren 3 geliefert (s. Abschnitt 3.2). Weiter wurden diejenigen MD-Léufe analysiert, die
mittels dieser Prozeduren erhalten und mit einer Schrittweite von 1 fs berechnet wurden.
Rechnungen mit Ar=2 fs wiesen eine schlechtere Stabilitdt fiir einige Reste sowohl fiir das
Onkoprotein E7, als auch fiir den BEVSLD auf, was auf den SHAKE-Algorithmus bei A=2 fs

zuriickgefiihrt werden kann.

4.2.1 Onkoprotein E7
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Abb. 4.10. Die Parameter des Systems ,E7-Wasser” wahrend der MD-Simulation.
A: Aquilibrierung (0-160 ps), B: ganzer MD-Lauf (0-40 ns); E.: - Gesamtenergie; T - Temperatur; p - Druck
(der durchschnittliche Wert fur die gesamte Simulation lag bei dem erwarteten Wert von 1 bar); p - Dichte.
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Das Onkoprotein E7 kommt in der Natur als Dimer vor und wurde so auch wéhrend der
NMR-Experimente vermessen. Fiir die MD-Simulation wurde im Gegensatz hierzu ein Monomer-
Modell verwendet, da die MD-Simulation von Dimeren mit einem sehr grofen Zeit- und
Rechnerleistungsaufwand verbunden (1 ns Simulation = 5 Tage Hdochstleistung des Rechners) ist.
Die Strukturinformation fiir das E7-Dimer ist erst seit wenigen Wochen vorhanden, deswegen war
es nicht moglich, eine aussagekriftige MD-Simulation eines Dimers in der vorhandenen Zeit
durchzufiihren. Dennoch erlaubt MD-Simulation eines Monomers nicht nur Aussagen iiber die
Stabilitdit bzw. Dynamik im ,theoretischen* Monomerzustand sondern auch Information fiir
kanonische Strukturelemente im Dimerzustand zu bekommen (Beweglichkeiten von kanonischen
Elementen sollten in einem Monomer und einem Dimer ungefdhr gleich sein, da stabilisierende
WW schon in der Monomerstruktur vorhanden sind: z.B., H-Briicken in a-Helices). Zudem sollten
auch solche ASn zu identifizieren sein, die in der Monomerndherung nicht erfolgreich modelliert

werden konnen (niedrigere Stabilitidt wihrend der MD-Simulation).

Die physikalischen Parameter der MD-Simulation von E7 in einem Wassermodell
(Energie, Temperatur, Druck, Dichte) sind in Abb. 4.10 dargestellt (links sind Parameter wéhrend
der Aquilibrierung und rechts wihrend der gesamten Simulation). Wie man sehen kann, indern sich
die Parameter schnell aber gleichmifig wahrend der ersten 60 ps und erreichen dann einen
Gleichgewichtzustand. Der Druck und die Dichte sind erst ab =40 ps definiert, da bis zu diesem

Zeitpunkt das Volumen konstant gehalten wird.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 5 10 15 20 25 30 35 40
t, ps t ns

Abb. 4.11. RMSD-Verlauf fir das Onkoprotein E7.
A: Aquilibrierung, B: gesamter MD-Lauf.

Wihrend der letzten 100 ps der Aquilibrierung fndert sich der Systemzustand nur noch
wenig weiter und beziiglich des MD-Parameters kommt das System in einen Gleichgewichtzustand.
Wihrend des gesamten MD-Laufes bleiben die Systemparameter stabil. Die durchschnittlichen
Parameter der MD-Simulation mit Standardabweichung betragen: E,, = -32.084 £+ 0.021 kJ (0.07

55



Ergebnisse
%), Erin=7.801 £ 0.054 kJ (0.7 %), Eyor=39.855 + 0.059 kJ (0.2 %), T=300.0 + 2.1 K (0.7 %), p =
1.0089 + 0.0021 g/cm’ (0.2 %), p ~ 1 bar.
Erster Schritt in der Analyse einer MD-Simulation ist die Berechnung des RMSD-Wertes
fiir das gesamte Molekiil und fiir einzelne Reste. Der RMSD-Verlauf ist in Abb. 4.11 dargestellt.

Das System erreicht seinen Gleichgewichtszustand beziiglich RMSD wihrend der Aquilibrierung
nicht, fiir das Erreichen eines Quasi-Gleichgewichtszustands braucht es ca. 5 Nanosekunden.

Wihrend des gesamten MD-Laufes ist der RMSD-Wert nicht besonders stabil. Der
durchschnittliche Wert betriigt 4.5 A mit einem Minimalwert von 3.2 A, einem Maximalwert von
5.8 A und einer Standardabweichung von 0.5 A. Der groBe RMSD-Wert kann evtl. durch die
Anwendung des Monomermodells erkldart werden, wodurch einige stabilisierende
Wechselwirkungen durch das zweite Molekiil verloren gehen.

Um den Beitrag von einzelnen ASn zum gesamten RMSD zu untersuchen, wurde der
RMSD-Verlauf fiir jede AS getrennt charakterisiert. Der gemittelte RMSD-Wert ist in Abb. 4.12
dargestellt. Aus dieser Abbildung ist zu ersehen, dass es keine Korrelation zwischen
Sekundirstruktur und RMSD-Werten gibt. Der durchschnittliche RMSD-Wert liegt zwischen 0.2 A
(Rest 52, terminale a-Helix) und 1.95 A (Rest 9, B-Faltblatt). Der RMSD-Verlauf zeigt wihrend
der MD-Simulation zahlreiche Ubergiinge, die durch Anderungen in den Diederwinkeln verursacht
werden. Die maximale Standardabweichung hat Rest 41 (am Ende der o;-Helix), minimale

Standardabweichung zeigen die Reste 21 (B.-Faltblatt) und 52 (terminale a»-Helix). Die fehlende

U T T T T T T T T T T T T T T
28 3z 6 40 44 43 52 56
Rest

Abb. 4.12. RMSD-Wert fir einzelne Reste des Onkoproteins E7. Es ist auch die Standardabweichung des
RMSD wahrend der gesamten MD-Simulation dargestellt.

Korrelation der RMSD-Daten mit den Sekundérstrukturelementen kann evtl. dadurch erklért
werden, dass nicht das Dimer sondern ein in der Natur nicht existierendes Monomer modelliert
wurde. AuBerdem konnen einzelne Strukturelemente nur beschridnkte Beweglichkeit aufweisen,

obwohl ihre Ubergangsregionen flexibel sind. Dadurch koénnen starke Bewegungen des gesamtes
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Strukturelementes entstehen (was z.B. fiir die a,-Helix beobachten werden kann). Der RMSD-Wert
fiir einzelne Reste liefert insofern keine aussagekriftige Information iiber die Beweglichkeit
derselben.

Uber die Berechnung des thermischen B-Faktors, der die Beweglichkeit der einzelnen
Reste charakterisiert, kann ein Vergleich mit dem Ordnungsparameter des Lipari & Szabo-Modells
erreicht werden. Der B-Faktor fiir das Onkoprotein E7 ist in Abb. 4.13 dargestellt. Wie ersichtlich,
nimmt der B-Faktor hohere Werte fir Aminosduren im N-Terminus, C-Terminus, fiir die
Ubergangsregion 30 — 32 und ASn 46 — 47 an. Der B-Faktor ist somit weitgehend mit der

Sekundérstruktur korreliert. Trotz hoher Beweglichkeit von einzelnen Resten, bleibt das Molekiil
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Rest
Abb. 4.13. B-Faktor fir das Onkoprotein.

wéhrend der Simulationszeitspanne insgesamt stabil, was sowohl in der visuellen Einschitzung des
Molekiils mittels des Programms VMD beobachtet werden kann, als auch durch die RMSD- und B-
Faktor-Analyse, die hohe, aber stabile Werte zeigen, bestétigt wird.

Ordnungsparameteranalyse

Zur Berechnung des Ordnungsparameters dienten die NH-Bewegungen der
Hauptkettenamide. Es konnten verschiedene Typen des Korrelationsfunktionenverlaufes beobachtet
werden. In der Regel wiesen alle Korrelationsfunktionen einen sehr schnellen Abfall in der
Zeitskala auf, die kleiner, als der Speicherschritt war. Gefolgt wurde dieser initiale Abfall von einer
weiteren allméhlicheren Funktionsreduzierung in der nichsten Zeitperiode (Abb. 4.14). Die
Korrelationsfunktionen fiir alle Aminosiuren reduzieren sich um 12 — 20 % im Laufe der ersten
Pikosekunden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen MD-Simulationen [14,25] beobachtet.
Zusétzlich zum Subpikosekundenabfall, wird in der Literatur auch ein sehr schneller C(?)-Abfall um
7 — 8 % wihrend der ersten Femtosekunden beobachtet [25], der jedoch bei uns wegen des hoheren

Speicherzeitschritts (1 ps vs. 2 fs in [25]) nicht nachgewiesen werden konnte.
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Der Hauptbeitrag am initialen Abfall der Autokorrelationsfunktion C(#) ist mit den
Librationsbewegungen der NH-Bindungen verbunden [14,25,36]. Die Aminosduren kann man
entsprechend des C(?)-Verlaufes in folgende Klassen einteilen:

1) C(z) fallt sehr schnell bis Null wéihrend der ersten Pikosekunden ab und liegt dann sténdig bei
Null. Beobachtet bei ASn: 1 — 5 (N-Terminus); 54 — 55 (Teil der a,-Helix); 56 (C-Terminus).

2) C(t) ist nicht stabil wahrend gesamtes MD-Laufes, ein Plateau-Wert existiert nicht. Beobachtet
bei ASn: 25 — 26 (B.-Faltblatt); 31 — 32 (Ubergangszone), 45 — 47 (Bs-Faltblatt).
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Abb. 4.14. Verlauf der Autokorrelationsfunktion flr einige charakteristische Reste im Onkoprotein E7.

3) C(t) ist bedingt stabil wihrend des gesamten MD-Laufes, als Plateau-Wert fiir die
Ordnungsparameterberechnung wurde ein durchschnittlicher Wert fiir C(#) wihrend der Periode

von der 5.0 — 35.0 ns der MD-Simulation angenommen. Beobachtet bei ASn: 6 — 9 (teilweise -
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Faltblatt (8 — 9)); 13 (B;-Faltblatt); 16 — 18 (teilweise B;-Faltblatt (16)); 20; 29 — 30; 43 — 44; 49

(Ubergangszonen).

4) C(?) ist relativ stabil wihrend gesamtes MD-Laufes (Stabilitdt hoher als im Fall 3). Beobachtet
bei ASn: 14 — 15 (B;-Faltblatt); 19, 48 (Ubergangszonen).

5) C(?) ist stabil wihrend gesamtes MD-Laufes; C(?) fillt im Laufe der ersten Nanosekunden und
hat einen eindeutig mit kleinem Fehler zu bestimmenden Plateau-Wert. Beobachtet bei ASn: 10

— 12, (B-Faltblatt); 27 — 28 (B.-Faltblatt); 33 — 42 (a;-Helix); 51 — 53 (a-Helix).

Der Korrelationsfunktionverlauf stimmt flir folgende Aminosduren gut mit der
Sekundérstruktur tiberein: 1 — 5 (N-Terminus), 9 — 12, 21 — 24, 28 (B- Faltblitter); 33 — 42, 51 — 53
(a-Helices), 56 (C-Terminus). Fiir die iibrigen Aminosduren, entspricht das experimentelle
Verhalten der Korrelationsfunktion der Sekundérstruktur nicht. Aus den Korrelationsfunktionen
wurden anschliefend mittels der Beziehungen (25-27) die Ordnungsparameter und lokalen

Korrelationszeiten berechnet, die entsprechend in den Abb. 4.15 und 4.16 dargestellt sind.
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Abb. 4.15. Ordnungsparameter flir das Onkoprotein E7 aus der MD-Simulation mit Standardabweichungen

als Fehlerbalken. Uber der Abbildung sind die entsprechenden Elemente der Sekundarstruktur dargestellt.

Wie man sehen kann, korreliert der Ordnungsparameter aus der MD-Simulation nicht
vollstindig mit der Sekundéarstruktur. Gute Korrelation kann fiir Reste 5 — 8 (N-Terminus),
teilweise 8 — 17 (B-Faltblatt), 34 — 42 (a,-Helix) beobachtet werden. Bereiche mit hinreichender
Korrelation gibt es auch fiir einige Reste im [,-Faltblatt und in der terminalen a,-Helix. Differenzen
in den S’-Werten, die kleiner als 0.2 waren, kdnnen als nicht signifikant gelten. Auffallend sind aber
S’-Werte gleich Null fiir die Reste 25 (B.-Faltblatt), 31-32 (Ubergangsregion), 45-47 (B;-Faltblatt).
Einen auf den ersten Blick unerkldrbaren Riickgang des Ordnungsparameters kann man auch fiir

Reste 13-14 und 26 beobachten. Ein sehr niedriger aus der MD-Simulation des in der Natur nicht
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existiernden Monomers erhaltener Ordnungsparameter deutet auf die Instabilitdt dieser Elemente im
Monomer hin. Das B;-Faltblatt existiert nur im Dimerzustand und die entsprechende Resten 13 — 14,
25 — 26, 45 — 47 werden durch die Dimerstruktur stabilisiert, wo einige dieser Reste ein
intermolekulares B-Faltblatt bilden, das stabilisierende H-Briicken enthalt.

In Abb. 4.16 sind Korrelationszeiten der lokalen Bewegungen dargestellt. In diesem Fall
hat die Korrelationszeit der lokalen Bewegungen eine andere Bedeutung als die aus NMR-
Experimenten extrahierten lokalen Korrelationszeiten. Die lokalen Korrelationszeiten aus der MD-
Simulation kénnen Beitrdge von Rotationsbewegungen beinhalten, die von der lokalen Bewegung
nicht vollstindig abgetrennt werden konnen [36,37]. Im Gegensatz zu den lokalen
Korrelationszeiten aus NMR-Experimenten bedeuten die dargestellten hohen lokalen
Korrelationszeiten nicht reale lokale Korrelationszeiten, sondern entsprechen nur dem nicht
eliminierten Betrag der Globalbewegungen. Der 7,-Wert ist ungleich Null fiir praktisch alle
Aminosduren. Besonders niedrig liegt der z,,.-Wert aber fiir ASn in den terminalen Bereichen. Das
bedeutet, dass kleinere Korrelationszeiten auf die schnelleren lokalen Bewegungen hinweisen. N-

und C-terminale Reste haben keinen bedeutenden Beitrag von Globalbewegungen (s.u.), die Reste

Abb. 4.16. 1.-Werte fir das Onkoprotein E7.
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in der Kernregion hingegen nehmen an Globalbewegungen ,,aktiv* teil. Als glaubwiirdig kénnen
die 7,~-Werte fir die Aminosduren 1-8 (N-Terminus); 8 — 12, 15 — 17, 21 — 24, 27 — 28 (B-
Faltblitter); 33 — 42, 50 — 53 (a-Helices); 56 (C-Terminus) gelten. z,.-Werte flir die {ibrigen ASn
sind weniger aussagekriftig, da die entsprechenden ASn instabile C(#)-Funktion haben.

Die 7,,-Werte aus der MD beschreiben die Geschwindigkeit der lokalen Bewegungen und
Te-Werte aus NMR weisen auf das Vorhandensein von signifikanten Lokalbewegungen hin. Wenn
das berticksichtigt wird, kann man eine formale Korrelation zwischen z,.-Werten aus NMR und

MD beobachten.

Diederwinkelanalyse
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Der Diederwinkel-Verlauf fiir das Onkoprotein E7 wurde analysiert. Die Winkel aus

verschiedenen Resten zeigen unterschiedliche Verldufe. In Abb. 4.17 sind Verldufe der Winkel
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Abb. 4.17. Diederwinkeltrajektorien fiir das Onkoprotein E7. Winkel ¢ und ¢@s; sind um + 90°

verschoben, um die Darstellung zu verbessern.

@12/@1; (Nachbarreste im B-Faltblatt) und ¢s//p4 (@37 liegt in der groen a-Helix, ¢, liegt im
N-Terminus) dargestellt. Wie man sehen kann, sind die ¢-Winkel im [B-Faltblatt nicht
besonders stabil und zeigen relativ hohe Variabilitdt. Gleichzeitig kann man eine
Korrelation im Verlauf der Diederwinkel beobachten: markante Uberginge zu den
Zeitpunkten 5 ns, 14 ns, 16 ns u.a., die fiir zwei verschiedene Reste gut korreliert sind.

Die AS Leu37 =zeigt im Gegenteil eine ausgezeichnete Stabilitit mit kleiner
Streuung, ¢;; bleibt konstant wiahrend der gesamten MD-Simulation. Um den Unterschied
darzustellen, ist im gleichen Bild der ¢-Verlauf fiir Rest 4 (N-Terminus) gezeigt. Dieser
Winkel ist auBerordentlich instabil und streut stark, er hat viele Uberginge, was
charakteristisch fiir Reste in ungefalteten Termini ist. Andere Diederwinkelverldaufe (z.B.
w) sehen dhnlich aus, d.h. die fiir die p-Winkel festgestellten GesetzméfBligkeiten gelten
auch fiir y-Winkel.

Fourier-Analyse

Es wurden RMSD-, C(#)-, Diederwinkelverldaufe Fourier analysiert. In der Fourier-Analyse
konnten keine bedeutenden Beitrdge von bestimmten Frequenzen identifiziert werden. Das spricht
daflir, dass das MD-Programm die Globalbewegung vollstindig entfernt hatte und keine

Bewegungsterme mit signifikanter Periodizitit beobachtet werden kdnnen.
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Kreuzkorrelationsanalyse

AuBerdem wurden fiir alle Paare der Aminosduren die Kreuzkorrelationsfunktionen
berechnet. Die Analyse dieser Kreuzkorrelationsfunktionen zeigt eine grole Abhdngigkeit in der
Bewegung aller Aminosduren der einzelnen a-Helices (Minimalwert des Korrelationskoeffizientes
betrdgt 0.75, Maximalwert liegt bei 0.9). Auch B-Faltblétter zeigen eine hohe Kreuzkorrelation
(Minimalwert liegt bei 0.7, Maximalwert betragt 0.85), was auch fiir die benachbarten Aminoséuren
gilt (fiir alle ausschlieBlich N-, C-Termini und einige Reste in Kernregion nicht niedriger als 0.7).
Daraus kann man folgern, dass das Molekiil stabil ist, obwohl ein Monomermodell untersucht wird.
Es wurden aber auch Aminosaduren beobachten, die hohe Kreuzkorrelationswerte haben obwohl sie
sequentiell weit voneinander entfernt liegen. Diese hohen Bewegungskorrelationen kann man z.B.
dadurch erklédren, dass bei diesen Aminosduren die lokalen Bewegungsvorgiange vollstindig fehlen
konnen, und sie nur globale Rotationsbewegung aufweisen. Solche Ergebnisse wurden fiir
Bewegungen der einzelnen Aminosduren in zwei verschiedenen a-Helices (der
Kreuzkorrelationskoeffizient liegt bei 0.5-0.6), und auch in einigen Ubergangszonen beobachtet.
Die Wechselbeziehung in der Bewegung der Aminosduren aus p-Faltbléttern (z.B. 14 und 23, 10
und 27) wird selbstverstindlich durch die Existenz der Wasserstoftbriicken zwischen diesen ASn
erklart.

Um die Resultate der Kreuzkorrelationsauswertung zu bestétigen, wurde eine Analyse der
Wasserstoffbriicken fiir den MD-Lauf durchgefiihrt. Die Analyse hat gezeigt, dass fiir die
Aminosduren 33 — 43 und 50 — 53 (a-Helices) Wasserstoffbriicken des Typs CO;-NH;.4 existieren.
Fiir ASn 10:27, 14:23, 16:21 (B-Faltblétter) wurden Wasserstoffbriicken entsprechend CO;., - NH;
und NH;;;-COj nachgewiesen. Die Existenzdauer der Wasserstoffbriicken betrigt (prozentual zur
gesamten Trajektorie) fiir die ASn in der groflen a-Helix: von 88 % (39:43) bis 98 % (34:38); in der
kleinen a-Helix: 70 % (49:53); in B-Faltblittern: von 55 % (14:23) bis 85 % (16:21). Auf solche
Weise bestitigt die Wasserstoftbriickenanalyse die Resultate der Kreuzkorrelationsfunktionsanalyse

und damit auch die Molekiilstabilitét.

IRED-Analyse

Um die RechtmiBigkeit der Anwendung des Lipari & Szabo-Modells zu bestitigen, wurde
eine IRED-Analyse fiir das Onkoprotein E7 durchgefiihrt, die es erlaubt, die Trennbarkeit von
lokalen und globalen Bewegungsvorgingen einzuschitzen (s. Abschnitt ,,Grundlagen*). In Abb.
4.18 ist ein Gap zwischen den Lokal- und Globalbewegungseigenwerten fiir das Onkoprotein E7 zu
erkennen. Obwohl dieses Gap klein ist, zeigt es eine gute Trennbarkeit zwischen den

Bewegungsmoden (s. unten). Entsprechend der Formeln (40 — 42) wurden 5S°-Werte berechnet, die
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in Abb. 4.19 dargestellt sind. Hierbei ist links 65 fiir die Globalmoden dargestellt (1 und 4) und
rechts die §5°-Werte fiir die Lokalmoden (7 und 8). Es ist gut sichtbar, dass Beitrige zu Globalmo-
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Abb. 4.18. IRED-Analyse fur das Onkoprotein E7. Ein Gap zwischen Global- und Lokaleigenwerten ist
gekennzeichnet.

den fiir diejenigen Molekiilelemente hoch sind, die zu einer geordneten Struktur gehdren. Das
gleiche Bild zeigen auch die Globalmoden 2, 3 und 5 (nicht dargestellt). Die Mode 1 sieht so aus,

dass sie die meisten Beitrdge zur B-Faltblatt-Bewegung bringt. Erstaunlicherweise zeigt Mode 1
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Abb. 4.19. 5S? fiir das Onkoprotein E7. Moden 1, 4: Globalmoden; Moden 7,8: Lokalmoden.
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auch hohere 65°-Werte fiir die Reste 46-48, die in der MD-Simulation gar nicht erfolgreich
modelliert werden konnten. Das kann damit verbunden sein, dass Reste 45-48 in Dimerzustand ein
intermolekulares B-Faltblatt bilden und die Moglichkeit fiir dieses Dimerstrukturelement schon im
Monomer durch Einschrinkung der Beweglichkeit angelegt ist. Das gilt als wahrscheinlich, weil
eigentlich die gesamte Sekundér- und Tertidrstruktur schon durch Reihenfolge der ASn in Sequenz
vorherbestimmt wird [38].

Alle Globalmoden zeigen niedrige 0S°-Werte fiir nicht stabile Elemente, d.h. 1-5, 53-56,
31-32, auch 44-48 (auBer Mode 1). Im Gegensatz hierzu zeigen alle Lokalmoden hohe 65’-Werte
hauptséchlich fiir nicht stabile und stark bewegliche Elemente des Molekiils: 1 — 5, 25, 31 — 32, 53
— 56, nicht aber 45 — 48. Das bestitigt unsere Vermutung {iber die Stabilitdt der Reste 45 — 48 und

die hohe Beweglichkeit von Resten in den N-, C-Termini und Ubergangszonen.
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4.2.2 BEVSLD

Die physikalischen Parameter des Systems ,,RNA-Wasser* (Energie, Temperatur, Druck,
Dichte) wihrend der MD-Simulation sind in Abb. 4.20 dargestellt. Wie man sehen kann, dndern
sich die Parameter schnell aber gleichmiBig wihrend der ersten 60 ps und erreichen dann einen
Gleichgewichtzustand. Druck und Dichte sind erst nach =40 ps definiert, da bis zu diesem
Zeitpunkt das Volumen konstant gehalten wurde. Wihrend der letzten 100 ps der Aquilibrierung
kommt das System in einen Gleichgewichtzustand. Im Laufe des gesamten MD-Laufes bleiben
dieSystemparameter stabil, die durchschnittlichen Parameter der MD-Simulation mit

Standardabweichung betragen:
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Abb. 4.20. Die Parameter des Systems ,RNA-Wasser“ wahrend der MD-Simulation.
A: Aquilibrierung (0-160 ps), B: gesamter MD-Lauf (0-40 ns);

E:: - Gesamtenergie; T - Temperatur; p - Druck; p - Dichte.
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Eiw: =33.562 = 0.016 kJ (0.05 %), Ewn=6.962 £ 0.051 kJ (0.7 %), E,0o.=40.524 £ 0.054 kJ (0.1 %),
T=300.0+22K (0.7 %), p=1.0347 £ 0.0016 g/cm® (0.2 %), p ~ 1 bar (durchschnittlicher Wert

iiber das gesamte Zeitintervall).
Zuerst wurde der RMSD-Wert berechnet. Der RMSD-Verlauf ist in Abb. 4.21 dargestellt.
Das System erreicht seinen Quasi-Gleichgewichtzustand nach 60 ps der Aquilibrierung (RMSD ~

2.0 A). Wihrend des gesamten MD-Laufes éndert sich der RMSD stark zwischen 1.2 A und 4.0 A
Abb. 4.21. RMSD-Verlauf fur den BEVSLD wahrend der MD-Simulation.
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A: Aquilibrierungsperiode, B: gesamter MD-Lauf.

mit einem durchschnittlichen Wert von 2.7 A und einer Standardabweichung von 0.4 A. Ein
durchschnittlicher Wert fiir RMSD-Werte einzelner Reste mit Standardabweichung wihrend der
Simulation ist in Abb. 4.22 dargestellt. Die Reste haben verschieden grole RMSD-Werte von etwa
0.3 A (Stem) bis zu ~ 0.8 A (Loop, auch einige Reste in Stem). Besonders groBe RMSD-Werte
zeigen die Reste 1, 9, 16 (groBe Variation) und 11/12 (kleine Variation). Es ist leicht zu sehen,
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1.2
1 4
<C
(0.8
93]
=05 -

[0
04 -

0.2 4

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Rest
Abb. 4.22. Durchschnittlicher RMSD fiir einzelne Reste mit Standardabweichung als Fehlerbalken.

dass der 3’-Strang des RNA-Molekiils relativ groBere RMSD-Werte zeigt. Die Diederwinkelanalyse
zeigt als Grund, dass Reste im 3’-Strang hiufigere Ubergiinge aufweisen (s.u.). Ob als Ursache fiir
diese Asymmetrie der Bewegung von zwei verschiedenen Strangen eine physikalische Instabilitét,
die auch zu einem Aufschmelzen der RNA vom 3’-Ende her bei hoheren Temperaturen fiihren

sollte, existiert, bleibt noch abzuklaren.
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Die Berechnung des thermischen B-Faktors, der die Beweglichkeit von einzelnen Resten
charakterisiert, fiilhrt zum in der Abb. 4.23 gezeigten Ergebnis flir Ribose- und Basenatome. Der B-
Faktor-Verlauf sieht dhnlich fiir Ribose- und Basenatome aus und liegt besonders hoch fiir Reste in
5’-Terminus (1-2) und fiir den Loop-Rest U9. Der durchschnittliche B-Faktor im 5’-Strang (3-7)
liegt niedriger als fiir den 3’-Strang (12-17). Der B-Faktor fiir die Ribose von U9 liegt niedriger als

der entsprechende Basenwert.
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Abb. 4.23. B-Faktoren flir den BEVSLD. Daneben ist die Struktur des BEVSLD schematisch dargestellt.
Schwarz: Basen; grau: Ribose.

Schon aus der RMSD- und B-Faktor-Analyse kann iiber die Bewegung des RNA-Molekiils
abgeleitet werden, dass die Molekiiltermini stirker beweglich als der zentrale Bereich des Stems
sind. Interessanterweise ist der 3’-Strang beweglicher als der 5’-Strang. Besonders beweglich ist
auch Rest U9. Eine genauere Betrachtung unter Einbeziehung der NMR-Datenanalyse erfolgt im
Abschnitt ,,Diskussion®.

Ordnungsparameteranalyse

Fiir den BEVSLD wurden die Autokorrelationsfunktionen laut der Beziehungen (23-26) fiir die
Bindu&gen C1’-H1” (Ribose) und C2-H2, C6-H6, C8-H8 (Basen) berechnet. Die wichtigsten
GesetzmaBigkeiten der Korrelationsfunktionen, die fiir Proteine genannt wurden, werden auch fiir
RNA bestitigt. Es ist aber charakteristisch, dass die Autokorrelationsfunktionen fiir die RNA weit
homogener und stabiler sind, so dass die Plateau-Werte fiir alle Reste auler U9 nicht niedriger als
0.8 liegen. Der zeitliche Verlauf der Autokorrelationsfunktion fiir einige typische Reste ist in Abb.
4.24 aufgezeichnet und zwar fiir die Reste G4 (Stem-Bereich) und U9 (Loop). Der
Gleichgewichtswert fiir G4 liegt bei 0.92 jeweils fiir die Base und die Ribose; U9 weist einen

schlechten Quasi-Gleichgewichtzustand mit einem Plateau-Wert von 0.25 fiir die Base, 0.8 fiir die
Abb. 4.24. Verlauf der Autokorrelationsfunktion fiir den BEVSLD.
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A: G4 (Stem-Bereich), B: U9 (Loop). Schwarz: Base, grau: Ribose.

Autokorrelationsfunktion

Ribose auf. Aus den Korrelationsfunktionen wurde mittels der Formeln (25-27) (Kapitel 2.1.9) der
Ordnungsparameter und die charakteristische Korrelationszeit der lokalen Bewegungen fiir alle
Reste berechnet. Die $°- Werte fiir Ribose- und Basenatome sind in Abb. 4.25 dargestellt.

Es existiert eine gute Korrelation in den $’~-Werten fiir Ribose und Basen, nur der Rest U9
zeigt einen deutlichen Unterschied (bis 0.5) und weist einen extrem niedrigen Wert fiir die Base auf.
Der §’-Wert fiir die 5°- und 3’-Termini (1-3 und 16-18) liegt um 0.1 niedriger als fiir andere Reste
im Molekiil. Hochstwahrscheinlich ist dieser sehr kleine S*-Wert fiir den U9 auf den Einfluss des
MD-Programms  zuriickzufilhren, da drei MD-Simulationen, durchgefiihrt jeweils mit
verschiedenen Startbedingungen, Schrittweiten und Kraftfeldern, zu verschiedenen S*-Werten fiir
U9 gefiihrt haben (Abb. 4.25). Fiir die dargestellte und genauer analysierte MD-Simulation wurde
das Kraftfeld von Duan et al. (2003) mit einer Schrittweite von 1 fs verwendet. So resultierte das
Kraftfeld von Cornell et al. (1996) mit einer groBeren Schrittweite von 2 fs in einer erhohten
Instabilitit des Restes U9 (S°-Wert fiir Ribose und Basen um 0.1) (Abb. 4.25). Fiir die Reste G8 und
U10 kommt eine s.g. ,,stacking“-Wechselwirkung vor, deren Term in ,dlteren” Kraftfeldern fehlt.
Die niedrige Stabilitdt fiir einige Reste im Loop ist auch mit héheren Schrittweiten verbunden.
Anhand verschiedener Testrechnungen lésst sich zeigen, dass in unserem Fall die Stabilitdt von U9

zu 70%
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Abb. 4.25. Ordnungsparameter fir den BEVSLD. Schwarz: Basen; Grau: Ribose.
Daneben ist die Struktur des BEVSLD schematisch dargestellt.

Es sind auch S*-Werte anderer MD-Simulationen fiir Rest U9 gekennzeichnet:
,1996, 2 fs*: Kraftfeld Cornell et al., 1996, Schrittweite=2 fs;

,2003, 2 fs“: Kraftfeld Duan et al., 2003; Schrittweite=2 fs;

»2003, 1 fs*: Kraftfeld Duan et al., 2003, Schrittweite=1 fs.

durch das Kraftfeld beeinflusst wurde und zu 30% durch die gewihlte Schrittweite (vgl. Abb. 4.25).
Zusammenfassend kann man folgende Aussage liber die Beweglichkeit des BEVSLD machen:

Mit Ausnahme der 3’- und 5’-terminalen Reste und U9 haben alle Nukleotide eine
homogene geringe Beweglichkeit.

In Abb. 4.26 ist die lokale Korrelationszeit fiir einzelne Reste dargestellt. Fiir die Berech-
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Abb. 4.26. Lokale Korrelationszeiten flir den BEVSLD aus der MD-Simulation.
A: Basen, B: Ribose.

nung der lokalen Korrelationszeiten ist es nicht moglich, noch vorhandene Globalbewegungen
vollstindig zu eliminieren, deswegen kann der 7,.-Plot auch hohere Werte fiir lokale
Korrelationszeiten zeigen. Ribosereste zeigen ein etwas hdheres 7,.-Niveau in den Werten
fiir den 3°-Strang. Gleiche GesetzméaBigkeit zeigt auch der B-Faktor jeweils fiir Ribose und

Basen. Besonders hohe Werte fur Rest 16 und 17 konnen evtl. auf eine schwichere
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Trennbarkeit zwischen Lokal- und Globalbewegungen fiir diese Reste hinweisen. Fiir die
besonders hohen Werte fiir die Reste 13-16 fehlt eine Erkldrung und die 7,,.-Werte fiir den
BEVSLD in diesem Bereich sind daher nur wenig aussagekriftig und wahrscheinlich durch

MD-Kraftfeld-Artefakte (nicht alle WW-Terme beriicksichtigt) hervorgerufen worden.

Diederwinkelanalyse

Fiir das RNA-Molekiil wurden alle Diederwinkel analysiert. Die meisten Reste zeigen
keine Hiufung von Ubergingen, weil die Molekiilkonformation stabil ist. Der in der Abb. 4.27
dargestellte 3’-terminale Rest C18 zeigt dagegen sehr viele kleine Ubergiinge, die 50° nicht

{iberschreiten. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass terminale Reste beweglicher
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Abb. 4.27. Diederwinkeltrajektorien fur den BEVSLD. Winkel &;; ist um -90° und €5 um + 90° verschoben, um

die Darstellung zu verbessern.

sind. Der Loop-Rest A1l hat zwei Bereiche mit etwas verdnderten Winkeln, die aber im Bereich
des normalen Zucker-Puckering liegen.

Die Analyse der Winkel in zwei gegeniiberliegenden Resten G4 und C15 (Abb. 4.27) zeigt
generell die perfekte Stabilitit und Konstanz der Winkel. Der Ubergang bei ~4 ns in g5 ist
hochstwahrscheinlich mit noch vorhandenen Relaxationsprozessen verbunden. Diese sollten
spatestens nach 1 ns der MD-Simulation vollstindig abgeschlossen sein, konnen aber in RNA-
Systemen mit nichtkanonischen Strukturelementen (,,ungewOhnlicher D-Loop) etwas verzogert
sein. Dies unterstreicht die Wichtigkeit, das Molekiil moglichst gut zu equilibrieren und lédngere

MD-Liufe durchzufiihren.

Fourieranalyse

Eine Fourier-Analyse des Autokorrelationsfunktionsverlaufes zeigt keine signifikanten
Frequenzbeitrdge. Der RMSD- und Diederwinkelverlauf im Gegenteil zeigt neben sehr starken
nicht-periodischen Beitrdgen auch signifikante periodische Beitrdge mit /=6.4 ns (was genau 27,

ist) und auch schwache periodische Bewegung mit =8.9 ns.
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IRED-Analyse

Um die Giiltigkeit der Anwendung des Lipari & Szabo-Modells zu bestétigen,
wurde eine IRED-Analyse fiir den BEVSLD durchgefiihrt. In Abb. 4.28 ist ein deutliches
Gap zwischen Lokal- und Globalbewegungen zu erkennen. Der Abstand zwischen Lokal-

und Globalmoden von g=5.3 erlaubt die Anwendung der modellfreien Ndherung.
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Abb. 4.28. IRED fur den BEVSLD. Das Gap zwischen Global- und Lokalmoden ist gekennzeichnet.

Entsprechend der Beziehungen (39-40) wurden die 6S° berechnet (Abb. 4.29). Es ist gut ersichtlich,
dass Beitrdge fiir Globalmoden relativ regelmdBig verteilt sind. Die Mode 7 (als Beispiel)
charakterisiert lokale Bewegungsvorgénge, groflere Beitrdge fiir entsprechende ASn weisen auf eine
Korrelation in Bewegungen hin. Auf solche Weise kann man einen Zusammenhang in den

Bewegungenvon Rest 2 und Rest 17, wie auch 5 und 14 beobachten (gegeniiberliegende Reste).
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Abb. 4.29. 5S? fur globale und lokale Moden fiir den BEVSLD.
Links: Mode 1 (Globalbewegungen), rechts: Mode 7 (Lokalbewegungen).

Die 8S* fiir alle Lokalmoden sind aufBer fiir Mode 6 niedrig und nicht hoher als 0.1. Fiir Mode 6
liefert Rest 13 einen hohen Beitrag (Ribose).
Wie fiir das Protein, wurde fiir alle Reste die Kreuzkorrelationsfunktionen berechnet, um

mogliche Ahnlichkeiten in Bewegungscharakter von verschiedenen Resten aufzukliren. Die
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Kreuzkorrelationsfunktionen fiir die benachbarten Reste haben hohe Werte, die nicht niedriger als
0.7 liegen, was die strukturelle Stabilitdt des Molekiils bestdtigt und einen Zusammenhang der
Bewegung der einzelnen Resten zeigt. Lediglich die Bewegung von Rest U9 ist mit der Bewegung
der benachbarten Reste schlechter korreliert, die Kreuzkorrelationsfunktion liegt bei 0.5, was auf

die hohere Beweglichkeit von U9 zuriickzufiihren ist.
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5. DISKUSSION

5.1 Onkoprotein E7
Abb. 5.1. Ordnungsparameter fir das Onkoprotein E7 aus NMR-Relaxation und MD-Simulation.
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Die Sekundarstrukturelemente sind (iber dem S?-Plot dargestellt.

Schwarz: NMR-Daten; grau: Daten aus der MD-Simulation.

In Abb. 5.1 ldsst sich der Ordnungsparameter fiir das Onkoprotein E7 aus NMR-
Experimenten und aus der MD-Simulation vergleichen. Die Korrelation zwischen
Ordnungsparametern, die mit den zwei unterschiedlichen Methoden bestimmt wurden, ist nicht
besonders ausgeprdgt. Der auffdlligste Unterschied liegt in der groBen Streuung des
Ordnungsparameters aus der MD-Simulation im Vergleich zu NMR-Daten. Diese grofle Streuung
kann durch folgendes erkldrt werden: 1) MD-Simulation eines ,,theoretischen® Monomers, wobei
nicht alle WW bertiicksichtigt werden konnen (v.a. zwischen ASn, die zwei unterschiedlichen
Monomeren angehoren) und 2) Unvollkommenheit der MD-Simulations-Methoden (nicht prizise
Kraftfelder, nicht alle WW-Terme werden beriicksichtigt).

Trotz groBer Abweichungen fiir einige Reste, kann man eine gute Koinzidenz im N- und
C-Terminus beobachten (Ordnungsparameter mit niedrigen Werten). Weiterhin kann man eine gute
qualitative Korrelation fiir viele Reste in der Kernregion des Molekiils beobachten (p-Faltblatt-
Bereiche 9 — 12, 15 — 16, 22 — 24). Gut korreliert sind auch Bereiche der a;-Helix (32-42) und ein
Teil der or-Helix (51-53). Die Stabilitit der o-Helices und p-Faltblitter wird durch
Wasserstoftbriicken gewéhrleistet, wodurch diese Elemente sehr rigide sind.

Es konnten aber auch grofle Abweichungen zwischen NMR- und MD-Daten beobachtet
werden. Wenn man aber im Betracht zieht, dass in der MD-Simulation ein Monomer modelliert

wurde, lassen sich einige diese Abweichungen erkldren. Hohere Beweglichkeit fiir ASn 13 — 15, 25
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— 26, 45 — 48 im Monomer ldsst sich auf eine Abwesenheit des im Dimer vorkommenden
stabilisierenden B-Faltblatts (s. Abb. 1.2) zuriickfiihren. AuBerdem kann man gro3e Abweichungen
fiir ASn 29 — 32 beobachten. Diese Bereiche zeigen sich auch im NMR als Regionen mit gro3en
Fehlern, AS 31 wurde anhand groBer Beweglichkeit iiberhaupt nicht identifiziert (s. Kapitel 4.1).
Kann man also behaupten, dass es auch fiir ASn 29 — 32 eine qualitative Korrelation zwischen
NMR und MD gibt: Die AS in dieser Ubergangsregion haben eine grofe Beweglichkeit.

Die vorhandenen NMR- und MD-Daten zusammen liefern das Bild der Proteindynamik,
das in der Tabelle 5 dargestellt ist. Hierbei wird speziell eine verfeinerte Einteilung vorgenommen,
um verschiedene dynamische Eigenschaften von ASn beziiglich nicht nur Ordnungsparameter,
sondern auch 7, und Parametern aus der IRED-Analyse (v.a. Verteilung vom d5°-Wert) zu zeigen.
Wie es schon frither erwdhnt wurde, konnten ASn festgestellt werden, deren Beweglichkeit durch
die Dimerbildung reduziert und stabilisiert wird. Die hohe Flexibilitit der ASn 45-48 kann z.B.
durch die damit verbundene gesteigerte Anpassungsfiahigkeit der Monomereinheiten die

Dimerbildung ermoglichen.

Tabelle 5: Resumee aus NMR- (S? T,) und MD-Daten (S% T,

mikrodynamischen Charakteristika des Onkoproteins E7.

IRED-Analyse) der

AS <§> Lokalbewegungen | Beweglichkeit | Strukturelement und
Anmerkung

1-7 niedrig starke sehr hoch N-Terminus, Global- und
Lokalbewegungen nicht trennbar

8-12 hoch - niedrig f;-Faltblatt

13-15 | mittel - mittel Bi-Faltblatt, durch Dimerbildung
stabilisiert (Abb. 1.2)

16 hoch - niedrig B,-Faltblatt

17-20 | mittel - mittel Ubergangszone (Loop)

21-24 | hoch - niedrig B.-Faltblatt

25-29 | hoch - mittel/niedrig | B.-Faltblatt, stabil durch Dimer-
bildung (Abb. 1.2)

30-31 | hoch - mittel Ubergangszone

32-43 | hoch - niedrig a,-Helix

44 mittel - mittel Ubergangszone

45-48 | hoch schwache, v.a. fiir | mittel Bs-Faltblatt, nur im  Dimer

Reste 47-48 vorhanden, Passfdhigkeit durch

Flexibilitdt im Monomer

49 mittel - niedrig Ubergangszone

50-55 | mittel kleine/mittlere niedrig/mittel | a,-Helix (flir ASn 54-55 ist die
Trennbarkeit von Global- und
Lokalbewegungen durch  End-
Effekte gestort)

56 niedrig starke sehr hoch C-Terminus, Global- und
Lokalbewegungen nicht trennbar
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N- und C-Termini des Molekiils haben also hohe Beweglichkeit mit einem hohen Anteil von
Lokalbewegungen. Die Kernregion des Molekiils ist stabil und zeigt keine signifikanten
Lokalbewegungen. Die nur im Dimer stabilen Elemente sind: einige Bereiche der Bi- und [,-
Faltblitter (13-15, 25-26), Ubergangsregion 30-31 und B-Faltblatt 3 (45-48). Alle diese Befunde
werden auch durch die NMR-Experimente, die das Dimer erfassen, bestétigt. Die Ergebnisse
unserer Experimente sind in Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten, besonders mit [26], wo auch
gezeigt wurde, dass die N- und C-Termini eines Proteins hohere Beweglichkeit und die Kernregion
signifikant niedrige Beweglichkeit aufweisen, da kanonische Strukturelemente hohere Stabilitit
haben. Man muss betonen, dass in unseren Experimenten eine bessere Koinzidenz zwischen NMR-
und MD-Daten fiir kanonische Sekundirstrukturelementen beobachtet wurde, was durch niedrigere
Messfehler und durch eine neue Version des Programms DYNAMICS (Version 2004 vs. 2000)
erkldrt werden kann. Die Analyse der Dynamik von Proteinen mittels der Lipari & Szabo-Néherung
wird schon seit Jahren verwendet und kann zusammen mit der prazisen MD-Simulation eine gute
Beschreibung der Bewegungsvorgéngen in Proteinen liefern.

Eine iiber diese Arbeit hinausgehende, detailliertere Untersuchung der Proteindynamik
wiirde CSA-Messungen fiir jeden einzelnen Rest des Onkoproteins E7 entsprechend der Methoden
von Fushman und Tjandra benétigen, mit denen die vorhandenen lokalen Bewegungsvorginge

genauer charakterisiert werden konnen.
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5.2 BEVSLD
Abb. 5.2. Ordnungsparameter fir den BEVSLD, NMR-Relaxation und MD-Simulation.
1
0,8
0,6 1
Fe) i
04 Uy Ulo
0.2 1 2003, 2145 LOOp
A e a8 /11
0 T T T T T T T T ? T T T T T T T T T —_
1 2 3 4 5 € 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 C7 Giz
U A
! U A
. W G c Stom
- 2003 1f C G
%81 gl gl
U) - 2003, 21f 5' 3' - |
04 -
02 1
]3 Fwa 2fs
0

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Rest

A: Basen, B:Ribosen. Schwarz: NMR; grau: MD.

Daneben ist die Struktur des BEVSLD schematisch dargestellt.

Es sind auch S*Werte flir andere MD-Simulationen fiir Rest U9 gekennzeichnet.
,1996, 2 fs*: Kraftfeld Cornell et al., 1996, Schrittweite=2 fs;

,2003, 2 fs*: Kraftfeld Duan et al., 2003; Schrittweite=2 fs;

,2003, 1 fs“: Kraftfeld Duan et al., 2003, Schrittweite=1 fs.

In Abb. 5.2 sind die Ordnungsparameter fiir den BEVSLD dargestellt, hierbei sind Daten
sowohl aus den NMR-Experimenten als auch aus der MD-Simulation gezeigt. Es ist leicht zu
ersehen, dass zwischen beiden S°-Werten eine sehr gute Korrelation existiert. Einzige und
auffallendste Ausnahme ist der groe Unterschied im Rest U9, der anhand verschiedener
Simulationen auf den Einfluss des MD-Kraftfelds zuriickgefiihrt werden konnte (vgl. S>-Werte aus
der verschiedenen MD-Laufen in der Abb. 5.2). Wie man aus der Abb. 5.2 sehen kann, zeigen die
Basen-Daten fiir U9 einen viel hoheren Unterschied als die Ribose-Daten. Fiir ein dlteres Kraftfeld
und eine hohere Schrittweite (2 fs) war der Ribose-S>-Wert fiir U9 viel niedriger und betrug ~ 0.1.
Der entsprechende Wert fiir Basen lag ebenfalls bei 0.1. Das bestdtigt, dass der Rest U9 bei
groBeren Schrittweiten nicht erfolgreich modelliert wird (Abb. 5.2). Fiir die Reste G8 und U10
kommt eine s.g. ,,stacking“-Wechselwirkung vor [10], die mittels vorhandener Kraftfelder nicht

vollstidndig beriicksichtigt werden kann. Vielleicht hat das einen Einfluss auf die Modellierung des

76



Diskussion

Restes U9, der nach auflen in die kleine Furche zeigt, damit Losungsmittel-zugénglicher ist, keine
stabilen Wechselwirkung aufweist und somit mehr Flexibilitdt zeigen kann (s. Abb. 1.2).

Die experimentellen Befunde und Ergebnisse aus der MD-Simulation fiir die Basen der 5°-
und 3’-terminalen Resten 1 — 2 und 17 — 18 zeigen geringe Abweichungen, die damit verbunden
sind, dass fiir Basen bei 600 MHz schon ein signifikanter Beitrag von CSA vorhanden ist, der sich
besonders fiir die terminalen Reste, die eine etwas hohere Beweglichkeit aufweisen sollen,
auswirkt. Dies bedeutet, dass die kleine Steigerung des S°-Wertes in den terminalen Bereichen fiir
Basen nur den erhohten CSA-Beitrag wiederspiegelt und keine sinkende Beweglichkeit anzeigt.
Durch diesen Effekt wurde die Datenanalyse fiir Basen bei 750 MHz besonders kompliziert. Selbst
die Berechnung des Rotationsdiffusionstensors hat groBe Fehler geliefert, so dass vorhandene
Relaxationsdaten nicht erfolgreich gefittet werden konnten. Analoge Probleme wurden bei
vorhergehenden Arbeiten nachgewiesen, besonders bei [20]. Hier wurde auch gezeigt, dass bei
hoheren Feldstirken (bei 750 MHz) der CSA-Beitrag sehr gro3 wird und Daten nur mit grofen
Fehlern gefittet werden kdnnen. Wegen des groflen anisotropen CSA-Beitrages ist eine genauere
Analyse der Dynamikvorgénge fiir RNAs nur mit bekannten (vorher bestimmten) CSA-Werten fiir
das entsprechende Molekiil mdglich. Diese CSA-Werte konnen entweder aus Festkorper-NMR-
oder Kreuzkorrelationsmessungen in Losung bestimmt werden.

Im Gegensatz hierzu stimmen die S*-Werte fiir die Ribose aus NMR und MD perfekt
miteinander liberein. Die grofiten Differenzen finden sich fiir die Reste 3 — 5, die aber 0.13 nicht
iibersteigen. Die Analyse der 750 MHz-Daten ergibt gleiche Ergebnisse jedoch mit etwas hoheren
Fehlern. Die bessere Ubereinstimmung fiir die Ribose-Daten kann damit erklirt werden, dass die
CSA fiir Riboseatome homogener und nicht so stark konformationsabhidngig wie fiir Basenatome
sind (35 — 50 vs. 110 — 160) [20,21]. NMR-Relaxation bei 500 MHz wird fast vollstindig durch
dipolare Relaxation bestimmt und kann daher mittels des Lipari & Szabo-Ansatzes unter
Verwendung standardisierter CSA-Werte sehr erfolgreich analysiert werden. Experimente bei 500
MHz werden z.Z. noch durchgefiihrt und sollen in die weitere Analyse einflieen.

Wenn also NMR- und MD-Daten zusammen betrachtet werden, kann folgendes Bild der
RNA-Dynamik erhalten werden: Das RNA-Molekiil hat nicht sphirische Form, so dass der
Rotationsdiffusionstensor, der die Globalbewegungen charakterisiert, mindestens als
axialsymmetrisch approximiert werden muss. Das RNA-Molekiil zeigt relativ homogene, aber
eingeschrinkte, geringe Beweglichkeit von einzelnen Resten sowohl im Stem als auch im D-Loop.
Das widerspricht friiheren Erwartungen, bei denen vermutet wurde, dass der D-Loop beweglicher
als der Stem-Bereich sein sollte. Diese relativ homogene Beweglichkeit wurde sowohl durch NMR-
Experimente, als auch durch die MD-Simulation bestitigt. Der Ordnungsparameter flir das RNA-

Molekiil betragt ~ 0.8. 5’- und 3’-terminale Bereiche zeigen eine nur geringfligig hoéhere
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Beweglichkeit bzw. niedrigere Stabilitdt. Erstaunlicherweise zeigt 3’-Strang in der MD-Simulation
etwas groBere Beweglichkeit als 5’-Strang. Diese Asymmetrie der Bewegung von zwei
verschiedenen Strangen kann durch eine physikalische Instabilitdt verursacht werden, die auch zu
einem Aufschmelzen der RNA vom 3’-Ende her bei hoheren Temperaturen flihren sollte. Etwas
hohere Beweglichkeit von 3’-Stringen bei RNA wird auch von anderen Gruppen berichtet (AG
Schwalbe, Universitdt Frankfurt/Main, Experimente an der Coxsackie SLD 30mer RNA). Die aber
bei uns in der MD-Simulation beobachteten groBen Unterschiede haben hochstwahrscheinlich
keinen realen Hintergrund und sind zum grof3en Teil auf die Unvollkommenheit der verwendeten
Kraftfelder zuriickzufiihren.

Die lokalen Bewegungen finden in der Zeitskala < 0.2 ns statt. Die perfekte Trennbarkeit
der Global- und Lokalbewegungen wird auch durch IRED-Analyse bestétigt. Obwohl bei einzelnen
Resten (U9, All, G12) konformationelle Ubergiinge auftreten, ist das Molekiil perfekt stabil, da

Ubergiinge einzelner Diederwinkel durch Anderungen von Nachbarwinkeln kompensiert werden.
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5.3 Onkoprotein E7 vs. BEVSLD

Modelle, Globalbewegungen und Wechselwirkungen

In dieser Arbeit werden mittels NMR-Spektroskopie und MD-Simulation
mikrodynamische Parameter des Onkoproteins E7 und BEVSLD bestimmt. Diese zwei Molekiile
sind Biopolymere, gehdren aber zu zwei unterschiedlichen Klassen: Proteine und RNA.
Trotzdem erlaubt die Lipari & Szabo-Niherung die Mikrodynamik jeweils des Proteins und der
RNA erfolgreich zu analysieren. MD-Simulation und NMR-Experimente sind somit ein
erfolgreiches Instrument zur Dynamikanalyse.

Der Rotationsdiffusionstensor fiir das Onkoprotein E7 hat eine kleine Anisotropie von
1.17, so dass das Molekiil weitgehend als kugelformig rotierendes Objekt approximiert werden
kann. Eine bessere Ndherung ist aber das axialsymmetrische Modell, die in dieser Arbeit verwendet
wurde. Fiir Proteine spielt die dipolare Wechselwirkung eine bedeutende Rolle, wobei der CSA nur
eine geringe Rolle spielt und fiir alle Proteine durch einen identischen CSA-Tensor (0 ;-0 5 ~ -160
ppm, 6 ~ 15-20%) angenédhert werden kann. Die Tatsache, dass das Onkoprotein in der Natur als
Dimer vorkommt, stellte fiir die Auswertung mittels Lipari & Szabo-Ansatzes keine Schwierigkeit
dar.

Im Gegenteil dazu zeigt der Rotationsdiffusionstensor fliir den BEVSLD eine hohere
Anisotropie von 1.6 bis zu 1.8, so dass das Molekiil mindestens als axialsymmetrisch approximiert
werden muss. Fiir RNA spielen dipolare Wechselwirkung und CSA eine gleich grof3e Rolle und
zudem ist der CSA-Beitrag stark konformationsabhéingig. Im Idealfall braucht man daher eigentlich
einen flir jeden Rest vorher bestimmten CSA-Wert. Die hohe Anisotropie des
Rotationsdiffusionstensors und der hohe CSA-Beitrag haben die Dynamikanalyse wesentlich
erschwert. So konnten Daten fiir die Basen 750 MHz mit den vorhandenen CSA-Werten nicht
gefittet werden.

Wegen Mangels an Rechnerleistung und Zeit wurde ein ,.theoretisches* Monomer des E7
mittels MD modelliert. Schon in dieser Approximation konnten wichtige Information {iber die
Beweglichkeit geliefert und Ergebnisse der NMR-Experimente bestitigt werden. Die MD-
Simulation des BEVSLD wurde mit verschiedenen Kraftfeldern erfolgreich durchgefiihrt, so dass
mit Ausnahme des ausgeloopten Restes U9 eine perfekte Korrelation zwischen NMR und MD

beobachtet werden kann.

Mikrodynamische Eigenschaften
Es wurde festgestellt, dass das Onkoprotein E7 und der BEVSLD etwas unterschiedliche
mikrodynamische Eigenschaften besitzen. Das Onkoprotein weist eine inhomogene Stabilitdt auf:
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starke unbeschrinkte Beweglichkeit im N- und C-Termini, schwache und beschrinkte
Beweglichkeit in der Kernregion des Molekiils. In den Termini ist die Trennbarkeit zwischen
Global- und Lokalbewegungen gestort, Lokalbewegungen kommen in der Zeitskala bis zu 1 ns vor.
Die Stabilitidt und Beweglichkeit variiert ,,entlang der Sequenz®, so dass Sekundérstrukturelemente
problemlos anhand des Ordnungsparameter und Korrelationszeit der Lokalbewegungen
nachgewiesen werden konnen.

Im Gegenteil dazu weist BEVSLD homogene Stabilitiat und Beweglichkeit auf. Nur die 5°-
und 3’-Enden haben etwas hohere Beweglichkeit. Global- und Lokalbewegungen sind perfekt
getrennt. Besonders interessant bei BEVSLD ist aber die signifikant homogene Beweglichkeit aus,
die den neuen D-Loop einschliesst.

Man kann vermuten, dass die untersuchten Bewegungsvorginge flir die Annahme der
biologisch aktiven Konformation und die Erfiillung der spezifischen Funktionen wichtig sind. Aber
nur eine vergleichende Analyse dieser vorgelegten Daten mit analogen Auswertungen an
Komplexen mit den Komplexpartnern (Liganden) kann das volle Bild des Dynamikbeitrages zur
Funktionserfiillung eines Biomolekiils liefern.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand dieser Arbeit waren Untersuchungen der Dynamik eines Onkoproteins und
einer viralen RNA. Hierzu wurden die Methoden der NMR-Spektroskopie und MD-Simulationen
eingesetzt.

Fir das Onkoprotein E7 wurden mittels NMR die wichtigsten mikrodynamischen
Parameter festgestellt. Der Rotationsdiffusionstensor hat eine niedrige Anisotropie, was davon
zeugt, dass das Molekiil in guter Ndherung als kugelférmig angenommen werden kann. Es wurde
eine gute Korrelation zwischen Sekundérstruktur und mikrodynamischen Parametern
nachgewiesen: N- und C-Termini des Molekiils unterscheiden sich durch hohe Beweglichkeit und
die vorhandenen starken lokalen Bewegungen. Die Kernregion des Molekiils hat eine niedrige
Beweglichkeit und hohe Stabilitit. Aus der Ordnungsparameteranalyse kann man die
entsprechenden Strukturelemente sicher nachweisen. Die MD-Simulation hat die Ergebnisse der
NMR-Experimente bestétigt. Man kann eine annehmbar gute Korrelation im Ordnungsparameter
beobachten obwohl nur ein Monomer mittels MD-Simulation untersucht werden konnte. Unter
Heranziehung der IRED-Analyse wurde festgestellt, dass einige Reste aus den -Faltblattstrangen 1,
2 und dem [-Faltblatt 3 nur im Dimer stabil sein kdnnen. Die Dynamikanalyse von Proteinen
mittels NMR-Relaxation und MD-Simulation kann also wichtige Kenntnisse iiber die vielféltigen
Bewegungsvorgénge in Proteinmolekiilen in Zeitskalen von 10 Pikosekunden bis zu mehreren von

Nanosekunden liefern.

Fir den BEVSLD wurde das gesamte Mikrodynamik-Bild aufgekldrt. Fiir die
Dynamikanalyse mittels des Lipari & Szabo-Modells an RNAs existieren nur wenig vergleichbare
Arbeiten. Die Dynamikanalyse einer RNA mittels des Programms DYNAMICS wurde zum ersten
Mal erfolgreich durchgefiihrt. Der Rotationsdiffusionstensor hat eine hohe Anisotropie, so dass das
Molekiil als axialsymmetrisch approximiert werden muss. Es wurde eine gute Korrelation zwischen
Struktur und mikrodynamischen Parametern nachgewiesen: das Molekiill weist homogene
Beweglichkeit fiir Reste sowohl im Stem als auch im D-Loop auf. Nur 5’- und 3’-terminale
Bereiche des Stems haben eine etwas hohere Beweglichkeit. Der D-Loop zeigt niedrige
Beweglichkeit und hohe Stabilitdt und ist somit bewegungséhnlich zum Stem-Bereich. Die MD-
Simulation hat die Ergebnisse der NMR-Experimente bestétigt. Es existiert eine perfekte
Korrelation im Ordnungsparameter, die nur fiir den Rest U9 gestort ist, was aber durch MD-
Unvollkommenheiten erkldrt wird. Es wurde nachgewiesen, dass die Relaxation bei hdheren
Feldstirken auch teilweise durch den CSA-Betrag bestimmt wurde. Fiir 750 MHz ist dieser Beitrag

besonders hoch und inhomogen, so dass die Basen-Daten mit einem angenommenen homogenen
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CSA-Beitrag nicht erfolgreich gefittet werden kdnnen. Z.Z. werden NMR-Experimente auf einen
500 MHz-Spektrometer durchgefiihrt. Die Ergebnisse und auch CSA-Messungen fiir jeden Rest bei
verschiedenen Frequenzen konnen Bestandteil eines anderen Projektes sein und kénnen im Prinzip

helfen, das mikrodynamische Verhalten von RNA-Molekiilen besser zu charakterisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch Kombination von NMR-Relaxationsmessungen
und MD-Simulationsverfahren mikrodynamische Charakteristika eines Onkoproteins und einer
viralen RNA erfolgreich untersucht werden. Trotz einiger Unterschiede im dynamischen Verhalten
von Proteinen und RNA konnen sie beide mittels identischer NMR- und MD-Verfahren
charakterisiert werden, was grofle Moglichkeiten der gleichzeitigen Anwendung der experimentalen

Messungen und der theoretischen Rechnungen zeigt.
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