NMR-Spektroskopie

gngewandte
Ch

DOI: 10.1002/ange.201305094

Vorhersage der Rotationskorrelationszeit in dynamischen
Mehrdoméinenproteinen und supramolekularen Komplexen**

Nasrollah Rezaei-Ghaleh,* Frederik Klama, Francesca Munari und Markus Zweckstetter*

Proteinbewegung spielt in grundlegenden zelluldren Prozes-
sen, wie Signaliibertragung, molekularer Erkennung, Zellzy-
kluskontrolle, Replikation und Transkription, eine wichtige
Rolle.! Vor allem in hoheren Lebensformen enthalten viele
Proteine lange, flexible Enden und ungeordnete Verbin-
dungsstiicke zwischen gefalteten Dominen.”) Die Beweg-
lichkeit zwischen den Doménen ist wichtig fiir die Wechsel-
wirkung mit verschiedenen Partnern, da sie eine Anpassung
des relativen Abstands und der Orientierung, die fiir die
Bindung nétig sind, ermoglicht.’! AuBerdem induzieren
posttranslationale Modifikationen, Ligandenbindung, Prote-
in-Protein- und Protein-Nukleinsidure-Interaktionen Uber-
giange der flexiblen Regionen in geordnete Zustinde, wo-
durch Proteine zwischen verschiedenen funktionalen Modi
umgeschaltet werden konnen.”* Kontakte zwischen Domi-
nen und das Ordnen von ungeordneten Verbindungsstiicken
induzieren eine Korrelation der Drehbewegungen der Pro-
teindoménen und verdndern die Diffusionseigenschaften, vor
allem die Rotationskorrelationszeit (r.). Daher kann die
Messung der Rotationskorrelationszeit mithilfe von NMR-
Spinrelaxation, elektrischer Doppelbrechung, Fluoreszenz-
depolarisation und dielektrischer Relaxation Einblicke in die
Funktion von Biomolekiilen geben."! Dariiber hinaus wurden
mehrere NMR-spektroskopische Methoden zur Darstellung
der strukturellen Heterogenitét flexibler Mehrdoméanenpro-
teine entwickelt.[!

Eine Interpretation der in Experimenten beobachteten
Rotationskorrelationszeiten — in Bezug auf Proteininterak-
tionen und Uberginge von ungeordneten in geordnete Zu-
stinde — hdngt von der Fihigkeit ab, 7, anhand von bekannten
dreidimensionalen Strukturen vorherzusagen. Im Falle von
starren Molekiilen kann 7, mithilfe von Kugel- und Rand-
element-hydrodynamischen Modellen berechnet werden.!”
Zusitzlich kann die Gegenwart von kurzen ungeordneten
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Segmenten mithilfe von Ensemblemethoden beriicksichtigt
werden.”! Anders als bei starren Molekiilen sind bei flexiblen
Mehrdoménenproteinen und Komplexen die Rotationsbe-
weglichkeit, die Interdoménenmobilitdt und die lokale Dy-
namik gekoppelt.®! In diesen Fillen kann Interdominendy-
namik zu drastischen Anderungen in der Form des Biomo-
lekiils und damit auch seiner Rotationsbewegung fiihren.
Wenn zusétzlich die globalen und die Interdoménenbewe-
gungen auf vergleichbaren Zeitskalen ablaufen, tritt eine
hydrodynamische Kopplung auf, und das Proteindiffusions-
modell wird zeitabhingig.®! Da das erweiterte modellfreie
Verfahren auf der Annahme basiert, dass die schnellen und
langsamen Bewegungen voneinander und von der gesamten
Rotationsbewegung entkoppelt sind,” ist es in diesen Fillen
nicht mehr anwendbar. Ferner kann die relative Bewegung
von Dominen nur dann als Spriinge zwischen zwei verschie-
denen Konformationszustinden behandelt werden,®™ wenn
der Diffusionstensor der beiden Zustidnde sehr dhnlich und
die Kopplung zwischen der Gesamt- und Interdoméinenbe-
wegung gering sind. Zudem gilt zu bedenken, dass die Be-
wegung von starren Doménen, die durch ein flexibles Ver-
bindungsglied verbunden werden, duflerst komplex ist. Daher
haben Parameter, deren Orientierungskorrelationsfunktion
als eine Summe von Exponentialfunktionen beschrieben
wird, nicht dieselbe physikalische Interpretation wie im mo-
dellfreien Verfahren.®!

Hier beschreiben wir eine Methode mit dem Namen
HYCUD (HYdrodynamic CoUpling of Domains), welche die
Berechnung der Rotationskorrelationszeit von beweglichen,
modularen Biomolekiilen ermoglicht. Wir haben das neue
Verfahren auf das homodimere Heterochromatin Protein 1
(HP1), auf die aus zwei und drei Dominen bestehenden
Konstrukte des Morbus Wilson Proteins (ATP7B) und ver-
schiedene  Zwei-Doméinen-GB1-Varianten  angewendet.
Unsere Untersuchungen zeigen, dass HYCUD die Rotati-
onskorrelationszeit von komplexen Mehrdoménenproteinen
mit hoher Genauigkeit berechnen kann. Ein Vergleich der
Korrelationszeiten, die von HYCUD fiir den 300-kDa-HP1-
Nukleosom-Komplex vorhergesagt werden, mit experimen-
tellen Werten belegt ferner, dass HY CUD auch auf grof3e und
dynamische Komplexe anwendbar ist.

Das HYCUD-Verfahren beginnt mit der Konstruktion
eines Strukturensembles fiir das zu untersuchende System
(Abbildung S1 der Hintergrundinformationen (SI)). Hierzu
wird ein Modell des Proteins/Proteinkomplexes anhand be-
kannter hochaufgeloster Strukturen der einzelnen Doménen
sowie beliebiger Konformere fiir die flexiblen Segmente ge-
neriert. AnschlieBend wird mit dem Flexible-Meccano-Ver-
fahren, das in der Ensemble-Optimierungsmethode imple-
mentiert ist,'") ein groBes Strukturensemble (bis zu 5000
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Strukturen) unter Ausschluss von Kollisionen erzeugt. Ge-
faltete Doménen werden hierbei als starre Korper behandelt,
wihrend das Ca-Riickgrat flexibler Segmente auf Basis einer
empirischen Datenbank von Torsionswinkeln'!! generiert
wird. Die Grenzen zwischen gefalteten und ungeordneten
Teilen werden anhand von experimentellen Daten, z.B.
NMR-Relaxationsdaten, definiert. Alternativ konnen fiir die
Definition von Doménengrenzen auch Algorithmen zur
Vorhersage von Proteinunordnung genutzt werden.'” An-
schlieBend werden Riickgrat- und Seitenkettenkonformatio-
nen anhand der Ca-Koordinaten mithilfe von REMO!™
gebaut. Zudem werden die Rotationskorrelationszeit 7, und
die intrinsische Viskositdt [#] mithilfe eines in HYDRO-
PRO10M implementierten atomaren Schalenmodells be-
rechnet. Dazu werden alle Proteinatome mit Ausnahme der
Wasserstoffatome durch Kugeln mit demselben effektiven
Atomradius (AER) ersetzt. Bei den hier beschriebenen
HYCUD-Rechnungen wurde der Parameter AER der glo-
buliren Doménen auf einen Wert gesetzt, der die beste
Ubereinstimmung mit den experimentell bestimmten .-
Werten der isolierten Doménen ergab. Fiir ungeordnete
Verbindungsstiicke und Endstiicke wurde ein AER von 3.0 A
verwendet. Ungeordnete Segmente, die linger als 14 Reste
waren, wurden zudem in nicht iiberlappende Fragmente von
etwa 14 Resten aufgeteilt, entsprechend der doppelten Per-
sistenzlinge von ungeordneten Polypeptidketten.'” Nach
dieser Prozedur sind Rotationskorrelationszeiten und intrin-
sische Viskositdtswerte fiir jede Doméne und jedes unge-
ordnete Segment des Strukturensembles des Proteins ver-
fiigbar.

Der Schliisselschritt der HYCUD-Methode ist die Be-
rechnung eines Skalierungsfaktors, der die ,,relative Viskosi-
tit“, die jede Doméne oder jedes ungeordnete Segment i des
Proteins erfihrt, beschreibt. Dafiir wird die effektive Kon-
zentration der Doméne/des Segments j in der Nachbarschaft
der Doméne i anhand des Abstands r; zwischen den Mas-
senschwerpunkten der beiden Doménen/Segmente berech-
net: Die effektive Konzentration der Doméne j wird als die-
jenige Konzentration definiert, bei welcher der erwartete
Wert, die Domine j in der Distanz r; zu finden, 1.0 betrégt
(siehe SI). Die effektive relative Viskositit (#/1,) wird dann
durch eine Niherung erster Ordnung erhalten [Gl. 1]. Die
Rotationskorrelationszeit 7, der Doméne i, 7, wird schlief3-
lich geméB Gleichung (2) berechnet. Zum Schluss wird der
74-Wert einer Domine innerhalb des Proteins/Proteinkom-
plexes berechnet, indem der Durchschnitt iiber alle Werte des
Strukturensembles genommen wird.
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HP1 ist ein wichtiger Regulator der Chromatinstruktur
und besteht aus zwei globuldren Doménen, der Chromodo-
méne (CD) und der Chromoschattendomine (CSD). Die
beiden Doménen werden durch eine aus 37 Resten beste-
hende Sequenz verbunden. Zusitzlich finden sich in HP1 zwei
flexible Enden (Abbildungen 1a und S2 (SI)).!'*! Die CSD ist
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Abbildung 1. Berechnung der Rotationskorrelationszeit in flexiblen
Mehrdominenproteinen mithilfe von HYCUD. a) Cartoon der HP1-Va-
rianten, welche die Chromo- (CD) und Chromoschattendoménen
(CSD) enthalten. b) Effektive Rotationskorrelationszeit (z.) von CD
(griin) und CSD (magenta) in drei Zustinden: CD(19-79), monome-
res HP1 und natives HP1-Dimer. Experimentelle 7.-Werte sind als ge-
fillte und von HYCUD berechnete Werte als gepunktete Balken darge-
stellt. ) Einfluss der Ensemblegréfe auf die von HYCUD berechneten
7-Werte fiir CD (griin) und CSD (magenta) in monomerem HP1.

fiir die Dimerisierung von HP1 verantwortlich.!"”! Wir haben
vor kurzem mithilfe der NMR-Spektroskopie gezeigt, dass
keine stabilen Domine-Domine- oder Domine-Verbin-
dungsstiick-Kontakte auftreten und dass Bereiche auB3erhalb
der CD und CSD ungeordnet sind.”™ Um den Einfluss ver-
schiedener modularer HP1-Anordnungen auf die Rotations-
korrelationszeit der CD-Doméne zu untersuchen, verglichen
wir experimentelle 7.-Werte der CD in verschiedenen Vari-
anten: die CD im gesamten HP1,®! die isolierte CD-Domine
mit einem kurzem Endstiick (Reste 19-79) und die mono-
mere HP1-Variante hHP1BI161A (Abbildung 1a).l'™"! Bei
25°C war der durchschnittliche 7.-Wert von CD(19-79) (5.2 +
0.3) ns. Dieser Wert stieg auf (9.8 +1.3) ns in monomerem
HP1, und ein dhnlicher 7-Wert wurde auch fiir die CD in
nativem, also dimerem HP1 (z,= (10.2 + 1.2) ns) gemessen.['*!
Entsprechende Werte fiir die CSD-Doméne waren (10.5+
1.1) ns fiir monomeres (Abbildung S3 (SI)) und (24.6+
5.0) ns fiir dimeres HP1.'¥ Die Ahnlichkeit der 7.-Werte der
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CD-Doméne in monomerem und dimerem HP1 léasst darauf
schlieBen, dass der Anstieg des 7.-Werts der CD-Domine
vorwiegend durch das N-terminale Endstiick und die CD-
CSD-Verbindungsregion hervorgerufen werden.

Die t.-Werte der CD- und CSD-Domine wurden nun mit
HYCUD berechnet. Der berechnete 7.-Wert von CD(19-79)
stimmte am besten mit dem experimentellen Wert iiberein,
wenn ein AER von (3.3+0.2) A gewihlt wurde. Mit dem-
selben AER, jedoch ohne das C-terminale Endstiick, ergab
sich ein um etwa 20 % reduzierter r-Wert von (4.1 £0.3) ns.
In monomerem HP1 berechnete HYCUD fiir die CD-
Domine 7,=(9.4+0.7) ns und fiir die CSD-Doméne 7,=
(10.7£0.7) ns, in guter Ubereinstimmung mit den experi-
mentellen Werten (Abbildung 1b). Bei dimerem HP1 wurden
7-Werte von (10.9 +0.7) ns fiir die CD-Doméne und (28.6 +
2.0) ns fir die CSD-Domine berechnet. Demnach konnte
HYCUD die nicht-triviale Ahnlichkeit der Rotationskorre-
lationszeit der CD-Doméine in monomerem und dimerem
HP1 reproduzieren.

Wie hingen die HY CUD-Ergebnisse von Parametern wie
Ensemblegroe, AER und Lénge der ungeordneten Seg-
mente ab? Abbildung 1c zeigt, dass die HYCUD-Rechnun-
gen nach 500-1000 Konformeren konvergieren. Auflerdem
zeigte sich, dass die HYCUD-Rechnungen nur leicht variie-
ren, wenn der AER im Bereich von 2.75 bis 3.25 A liegt
(Abbildung S4 a (ST)). Dies war ein wichtiges Ergebnis, da es
kaum experimentelle Grundlagen fiir die Wahl des AER fiir
ungeordnete Polypeptide gibt, wihrend es bei den globulédren
Proteindoménen moglich ist, den AER anhand von experi-
mentell bestimmtem 7.-Werten zu wéhlen. Letztlich hat eine
Variation der FragmentgroBe ungeordneter Segmente im
Bereich von 6 bis 18 Resten kaum zu Verdnderungen in den
HYCUD-Vorhersagen gefiihrt (Abbildung S4b (SI)). Zu-
sammengefasst zeigen die Daten, dass die HY CUD-Methode
sehr robust beziiglich der Wahl der flexiblen Parameter ist.

Das Morbus Wilson Protein (ATP7B) ist ein Membran-
protein, das eine Schliisselrolle bei der Kupferhomdoostase
spielt.?’ Die aus zwei Dominen (WLN56) und drei Doméinen
(WLN4-6) bestehenden Konstrukte dieses Proteins wurden
mithilfe der NMR-Spektroskopie untersucht.*!! Im Falle von
WLN4-6 ist Domine 4 (bestehend aus 72 Resten) mit
Domine 5 (bestehend aus 72 Resten) durch eine 58 Reste
lange, flexible Sequenz verbunden, und eine 8 Reste kurze
Verbindung befindet sich zwischen den Domidnen 5 und 6
(bestehend aus 69 Resten; Abbildung S5 (SI)).?'! Eine
NMR-spektroskopische Studie zeigte, dass die isolierte
Domine 6 bei 25°C mit einem 7.-Wert von (4.5+0.3) ns
taumelt, wihrend sich das Zwei-Dominen-Konstrukt
(WLN56: Dominen 5 und 6) in Losung als ein hantelformiges
Molekiil mit 7,=(9.1+£0.6) ns bewegt.”?"® Im Unterschied
dazu folgen die Doménen 4, 5 und 6 in WLN4-6 bei 35°C
Rotationsbewegungen mit Korrelationszeiten von (6.3 £0.1),
(9.7£0.1) und (8.2+0.1) ns.”! Der Unterschied im 7.-Wert
der Doménen 5 und 6 ldsst darauf schlieBBen, dass das 8 Reste
lange Verbindungsstiick zwischen diesen beiden Doménen
zumindest teilweise beweglich ist.*!

Wir haben HYCUD verwendet, um einen Einblick in das
Rotationsverhalten der ATP7B-Doménen zu erhalten. Unter
der Annahme, dass das 8 Reste lange Verbindungsstiick
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zwischen den Doménen 5 und 6 komplett flexibel ist, werden
fir WLN56 7.-Werte von (8.1+0.5) ns fiir Doméne 5 und
(7.6+0.5) ns fiir Domine 6 vorhergesagt (Abbildung S6
(ST)). Wenn hingegen das Verbindungsstiick komplett rigide
wire, sodass sich die Doméinen 5 und 6 zusammen wie ein
starrer Korper bewegen wiirden (PDB-Code: 2EW9), wire
ein 7.-Wert von (10.9 +0.7) ns zu erwarten. Der experimentell
beobachtete 7-Wert liegt zwischen diesen beiden Grenzen.
Dies weist darauf hin, dass die Bewegung der zwei Doménen
teilweise gekoppelt ist. In Ubereinstimmung hierzu wurden
"H,"N-heteronukleare NOE-Werte groBer null fiir das Ver-
bindungsstiick  gemessen (NOE =Kern-Overhauser-Ef-
fekt).”'® Wenn beide Interdominen-Verbindungen als flexi-
bel betrachtet werden, sagt HY CUD fiir das Drei-Doménen-
Konstrukt WLN4-6 bei 35°C 7-Werte von (6.6 +£0.4), (8.9 +
0.6) und (7.0 £0.5) ns fiir die Domédnen 4-6 vorher (Abbil-
dung S5 (SI)). Der vorhergesagte Wert fiir Doméne 4 stimmt
sehr gut mit den experimentellen Daten tiberein, wihrend die
vorausgesagten Werte fiir die Domédnen 5 und 6 etwas un-
terhalb der experimentellen Korrelationszeiten sind. Die
Rechnungen wurden daher unter der Annahme, dass das
Verbindungsstiick zwischen den Dominen 5 und 6 starr ist,
wiederholt. Die resultierenden 7.-Werte waren (6.7 4+ 0.4) ns
fiir Domine 4, was keine signifikante Anderung zur vorher-
gehenden Rechnung darstellt, und (13.8+0.9) ns fiir die
kombinierten Doméinen 5 und 6. Der letztgenannte Wert
unterscheidet sich deutlich von den experimentellen Werten.
Dies zeigt, dass das Verbindungsstiick zwischen den Doma-
nen 5 und 6 sehr flexibel sein muss. Eine teilweise Korrelation
der Rotationsbewegung von globuldren Doméanen kann auch
von kurzen Interdoménen-Verbindungsstiicken kommen, wie
im Beispielfall GBI, in dem die Dominen durch 3 oder
6 Reste lange Sequenzen verbunden sind (siche SI und Ab-
bildung S7 (SI)).

Die Wechselwirkung zwischen HP1 und Nukleosomen,
die an Lysin 9 in Histon 3 (H3K9me3) methyliert sind, ist fiir
den Zusammenbau von Heterochromatin wichtig.’’ Wir
konnten vor kurzem zeigen, dass die CD-Doméne von
hHP1p, die an das H3-Ende im Kontext des Mononukleo-
sompartikels gebunden ist, der einzige Ankerpunkt des
hHP1p-H3K9me3-Nukleosom-Komplexes ist." Trotz des
fehlenden direkten Kontakts zwischen der dimeren CSD und
dem Mononukleosom (Abbildung S8 (SI)) war jedoch
die Rotationsbewegung der CSD-Domine im hHP1{3-
H3K9me3-Nukleosom-Komplex deutlich reduziert.'” Die
gemessene Kreuzkorrelation zwischen der Anisotropie der
'>N-chemischen Verschiebung und dem “N-'H-Dipol-Dipol-
Kopplungsrelaxationsmechanismus zeigt, dass der 7.-Wert der
CSD im Komplex etwa 2.2-mal grofer ist als in freiem HP1.['”)
Der durchschnittliche 7-Wert der CSD in freiem hHP1f be-
trigt (24.6+5.0) ns,'® sodass der 7,-Wert im Komplex auf
(54.1+£10.9) ns geschétzt wird.

Um herauszufinden, ob die Erhohung des 7.-Werts der
CSD im hHP1f3-Nukleosom-Komplex durch hydrodynami-
sche Kopplung erkldrt werden kann, fithrten wir HYCUD-
Rechnungen fiir dieses System durch. Hierfiir behandelten
wir den Kern des Nukleosoms (Histonoktamer + DNA wie in
3L.Z1.pdb),* zwei CDs mit modifizierten H3-Enden, die im
Mononukleosom vorkommen (PDB-Code: 1GUW)?! und
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das CSD-Dimer (Ketten A und B von 2FMM.pdb)™! als
starre Korper. Die beiden Gelenkregionen zwischen CD und
CSD wie auch die zwei H3-Enden (Reste 18-38) wurden mit
beliebigen Konfigurationen modelliert (Abbildung S8 (SI)).
Anhand von Fluoreszenzanisotropie-Zerfallsdaten wurde
gezeigt, dass das Nukleosomkernpartikel mit 7.~ 140 ns (in
H,0, 25°C) taumelt.”® Dieser Wert wurde genutzt, um den
AER des Mononukleosoms zu kalibrieren. Der mit diesem
AER berechnete Translationsdiffusionskoeffizient fiir das
Nukleosom stimmt gut mit dem experimentellen Wert iiber-
ein.”! Fiir die CSD im hHP1p-Nukleosom-Komplex sagte
HYCUD einen t.-Wert von (46.3£3.0) ns vorher (Abbil-
dung 2).
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Abbildung 2. Berechnung der Rotationskorrelationszeit der CSD im
HP1-Nukleosom-Komplex als Funktion der Grée des Strukturensem-
bles. Gezeigt sind der experimentelle 7-Wert der CSD in dimerem
HP1['® (gepunktete Linie), der durchschnittliche (4 Standardabwei-
chung) 7.-Wert der CSD in Nukleosom-gebundenem HP1'" (kurze ge-
strichelte Linie) und der t-Wert fiir das Nukleosomkernstiick, das mit-
hilfe von Fluoreszenzanisotropie bei 25°C in H,0% (lang gestrichelte
Linie) gemessen wurde.

Interessanterweise wird in einem Alternativszenario, ge-
nannt ,,bridging model®, in dem eine CD von HP1 mit dem
H3-Ende von einem Mononukleosom und die zweite CD mit
einem anderen Mononukleosom bindet,'*?! ein #hnlicher 7.-
Wert von (50.9+3.3) ns fiir die CSD vorhergesagt. Beide
vorausgesagten Werte stimmen gut mit den experimentellen
Daten iiberein, wenn man den grof3en experimentellen Fehler
in der 7-Bestimmung eines so groBen Systems mithilfe von
NMR-Spektroskopie beriicksichtigt. Die Untersuchungen
belegen, dass HYCUD die Rotationskorrelationszeit von
Proteindoménen innerhalb hochmolekularer Komplexe vor-
hersagen kann.

In fritheren Ansitzen zur Berechnung der Rotationskor-
relationszeit von Proteinen mit ungeordneten Segmenten
wurde die durch das ungeordnete Ensemble hervorgerufene
Verwirbelung des Geschwindigkeitsfelds mithilfe eines ex-
ponentiellen Zerfalls auf Basis der Grenzelementmethode
modelliert.” Der exponentielle Zerfall wird dabei durch drei
Parameter beschrieben: 0, der Abstand zum starren Ober-
flichenelement, &, ein Modulator fiir die Zerfallsrate der
Geschwindigkeitskorrelation, und y, eine Abstandsgrenze,

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

welche die Oberflache ausdehnt und mogliche Variationen in
der Hydration von starren und ungeordneten Teilen kom-
pensiert. Die beiden Parameter ¢ und v sind flexibel, 6 kann
in einer von drei Arten definiert werden. Die Vorhersage der
Korrelationszeiten in Proteinen mit kurzen, ungeordneten
Segmenten ist recht robust beziiglich der Wahl der drei Pa-
rameter. Im Unterschied dazu zeigt die Vorhersage fiir Pro-
teine mit ldngeren, ungeordneten Verbindungsstiicken oder
Enden eine starke Abhéngigkeit von der Wahl der Parameter.
Dies schrinkt die Moglichkeit, diese Methoden zur Vorher-
sage von Rotationskorrelationszeiten zu verwenden, sehr
stark ein. Die HYCUD-Methode hat dagegen nur einen fle-
xiblen Parameter, den AER. Dieser kann anhand von expe-
rimentell gemessenen 7.-Werten der isolierten Doménen op-
timiert werden. Alternativ konnen auch Translationsdiffusi-
onsdaten des gesamten Proteins fiir die Abschitzung des
AER genutzt werden. In diesem Fall sollte die Dicke der
Hydrationsschicht fiir die 7.-Vorhersage gegeniiber dem
Wert, der zu den Translationsdiffusionsdaten passt, um ca.
1 A reduziert werden.™ Hinzu kommt, dass der Bereich der
physikalisch moglichen AER-Werte nach oben begrenzt
istP*3! und theoretische Abwigungen eine untere Grenze fiir
die AER-abhingige, intrinsische Viskositit liefern.t!! Zu-
sammengenommen fiihrt dies dazu, dass HYCUD eine sehr
robuste Methode ist, um Rotationskorrelationszeiten in fle-
xiblen Mehrdoménenproteinen und biomolekularen Kom-
plexen vorherzusagen (Abbildungen 1 und 2).

Die Funktion molekularer Maschinen wird von ihren
Translations- und Rotationsbewegungen als Ganzes und den
relativen Bewegungen der einzelnen Teile zueinander be-
einflusst. Ein sehr modulares und dynamisches System ist der
HP1-Nukleosom-Komplex (Abbildung S8 (SI)). Der Kom-
plex besteht aus mehreren Doménen und flexiblen Segmen-
ten: ein fester Nukleosomkern, flexible Histonenden, die
Chromo- und Chromoschattendominen von HP1, ein flexi-
bles Verbindungsstiick zwischen CD und CSD sowie flexible
N- und C-terminale Enden von HP1. Zusitzlich dimerisiert
die CSD, sodass jedes HP1-Molekiil zwei Chromodoménen
enthélt. Im Briickenmodus des HP1-Nukleosom-Komplexes
betrdgt das Molekulargewicht des Komplexes mehr als
500 kDa. Der Erfolg von HYCUD beim Reproduzieren des
Rotationsverhaltens der CSD im Kontext des HP1-Nukleo-
som-Komplexes ebnet den Weg fiir die Analyse funktioneller
Bewegungen, Unordnungs-Ordnungs-Ubergéingen und In-
teraktionen in diesem und anderen hochmolekularen Kom-
plexen.
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