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Einführung 
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Proteine: Haupt- und Nebenkonformationen 
 
               Kinetik und Thermodynamik der Austauschprozessen 
 
Ziel: Detektion der Konformationen mit kurzer Lebensdauer und geringer Population 
 
 
Methode:  
 
-  CPMG Relaxation-Dispersion-Experiment  
 
                     Grenzen:  Austauschrate zwischen 200 s-1 und 2000 s-1 und  

                                         fraktionelle Population der Nebenkonformation  Minimum 0,5% 

 
 
-  Magnetisierungsaustauschbasierte Experimente 
                     Austauschrate weniger als 100 s-1 

 

CEST-basierte Experimente 



Austauschprozesse 
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langsamer Austausch:   kAB  <  Δω 
intermediär Austausch:  kAB  ≈  Δω 
schneller Austausch:      kAB  >  Δω 
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kAB 

kAB 

Abbildung 1: schneller Austausch.  Die Abbildung ist aus Gordon S. Rule and T. Kevin Hitchens. Fundamentals of Protein NMR Spectroscopy;  

Springer, 2006. übernommen. 

schneller Austausch:  



Austauschprozesse 
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langsamer Austausch:   kAB  <  Δω 
intermediär Austausch:  kAB  ≈  Δω 
schneller Austausch:      kAB  >  Δω 
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langsamer Austausch:  

Abbildung 2: langsamer Austausch.  Die Abbildung ist aus Gordon S. Rule and T. Kevin Hitchens. Fundamentals of Protein NMR Spectroscopy;  

Springer, 2006. übernommen. 



CPMG-Experiment 
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Abbildung 3: CPMG-Experiment.  Die Abbildung ist aus Gordon S. Rule and T. Kevin Hitchens. Fundamentals of Protein NMR Spectroscopy;  

Springer, 2006. übernommen. 



CPMG-Experiment 
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langsamer Austausch  

τcp  vs  T2 

schneller Austausch 

τcp <  1 ms  Heizprobleme 

Abbildung 4: CPMG-Experiment.  Die Abbildung ist aus Gordon S. Rule and T. Kevin Hitchens. Fundamentals of Protein NMR Spectroscopy;  

Springer, 2006. übernommen. 



CPMG vs CEST 
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Abbildung 5: Vergleich von CPMG- und  CEST-Experimenten.  Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 



15N-CEST-Pulssequenz 
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refocused INEPT Back-INEPT 

 

1H-Entkopplung  : ν1 < 1JHN                                      Artefakte  

Abbildung 6: 15N-CEST-Pulssequenz.  Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 

Gradient-coherence-selected, enhanced-sensitivity-based pulse scheme 
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Eliminierung der 1H-Entkopplungsartifakten  
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HSQC-Spektrum von Protein L (63 AS) 

Abbildung 7: HSQC-Spektrum von Protein L (63 AS). Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 



Eliminierung der 1H-Entkopplungsartifakten  
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WALTZ-16 
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Abbildung 8: Eliminierung der 1H-Entkopplungsartifakten . 
Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 



Validierung der Methode 
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Austauschsystem:  
Protein  -  Abp1p  SH3 Domäne, Ligand  -  Ark1p Peptid 

Abp1p  SH3 Domäne 

L: 5 - 10%           PL unsichtbar 

Abp1p                Regulierung von Zytoskelett  
                          bei Pilzen, Fliegen und Saugetieren 
 
                          N-Terminus ADF-H Domäne 
                          Prolin-Region (PRR) 
                          C-Terminus SH3 Domäne         
 
 
                          Protein-Protein-Wechselwirkungen 

Abbildung 9: x-ray structure von Abp1p SH3 Domäne. 
Die Abbildung ist aus Vallurupalli et al. 2008  übernommen. 



Validierung der Methode 
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HSQC-Spektrum von Protein-Ligand-System 
Protein: Abp1p SH3 Domäne 
Ligand: Ark1p Peptid 

Abp1p  SH3 Domäne 

Abbildung 10: HSQC-Spektrum Abp1p SH3 - Ark1p System. Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 

Abp1p  SH3 Domäne 

Abbildung 9: x-ray structure von Abp1p SH3 Domäne. 
Die Abbildung ist aus Vallurupalli et al. 2008  übernommen. 



Validierung der Methode 
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Abbildung 11: Intensitätsprofile der Aminosäure von Abp1p SH3 Domäne. Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 
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Validierung der Methode 
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Abbildung 12: Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 



Faltung der A39G Mutante von der FF Domäne HYPA/FBP11  
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71 AS 
α-Helix (H1):   AS 14-28            Loop I: AS 29-35 
α-Helix (H2):   AS 36-44            Loop II: AS 45-47 
310-Helix (H3): AS 48-50           Loop III: AS 51-54 
α-Helix (H4):  AS 55-68 
 

I U N 
μs ms 

A39G Mutation                 kex ↓ 

CPMG-D: versagt 
 
CEST:       37 AS  

Abbildung 13: Angeregte Zustand und Grundzustand von FF Domäne. 
Die Abbildung ist aus Hashim M. Al-Hashimi et al. 2010 übernommen. 
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Faltung der A39G Mutante von der FF Domäne HYPA/FBP11  

Abbildung 14: Links: HSQC-Spektrum von A39G Mutante. Rechts: : Intensitätsprofile der Aminosäure von A39G Mutante. Die Abbildung ist aus Vallurupalli and 

Bouvignies et al. 2012  übernommen. 
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Faltung der A39G Mutante von der FF Domäne HYPA/FBP11  

Abbildung 15: Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 
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Faltung der A39G Mutante von der FF Domäne HYPA/FBP11  

Abbildung 16: Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 

Erwartet: 

gefaltet   vs.  ungefaltet 

                      flexibler 

R2
gefaltet > R2

ungefaltet 

two-state exchange 

              vs.  

tree-state exchange 
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Faltung der A39G Mutante von der FF Domäne HYPA/FBP11  

Abbildung 17:15N-CPMG-Relaxations-Dispersion-Experiment. Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012 übernommen. 

15N-CPMG-Relaxations-Dispersion-Experiment 

11,7 T 

14,0 T 

18,8 T 
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Faltung der A39G Mutante von der FF Domäne HYPA/FBP11  

Abbildung 18: Die Abbildung ist aus Vallurupalli and Bouvignies et al. 2012  übernommen. 

CPMG vs. CEST 

k ex pE 

CPMG-D: 101 ± 18 s-1 0,8 ± 0,1 % 

CEST: 51,6 ± 1 s-1 1,65 ± 0,02 % 



Zusammenfassung 
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 CPMG-D CEST 

kes 200-2000 s-1  < 200 s-1  

pE > 0,5% beliebig 

gut für große Proteine (T1, T2) 

Validierung der CEST-Methode an Abp1p  SH3  -  Ark1 System 

Faltung der A39G Mutante von der FF Domäne HYPA/FBP11: 

 

Bestimmung von kex,  pE und R2 

 

two-state exchange  vs. tree-state exchange 

 
CPMG vs. CEST 
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