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Abstract: DnaB-Helikasen sind ATP-getriebene bakterielle
Enzyme, die doppelstringige DNA wihrend der DNA-Repli-
kation entwinden. In dieser Arbeit untersuchen wir das se-
quentielle Binden des ,nicht-hydrolysierbaren“ ATP-Analo-
gons AMP-PNP und von einfachstringiger (ss) DNA an die
dodekaedrische DnaB-Helikase von Helicobacter pylori mit-
tels Festkorper-NMR-Spektroskopie. Mithilfe von Phosphor-
Kreuzpolarisationsexperimenten wird das Binden von AMP-
PNP und DNA an die Helikase beobachtet, wiihrend Verin-
derungen in den “C-chemischen Verschiebungen (chemical-
shift perturbations, CSPs) Konformationsinderungen des
Proteins detektieren. Durch Zugabe von AMP-PNP geht die
Helikase in eine Konformation iiber, welche ssDNA bindet,
wohingegen AMP-PNP hydrolysiert und bei DNA-Bindung
freigesetzt wird. Unsere Beobachtungen geben Aufschluss iiber
die Konformationsinderungen, die durch Wechselwirkung mit
AMP-PNP ausgelost werden und die Voraussetzung fiir das
Binden von ssDNA an H. pylori DnaB in vitro sind. Ferner
zeigen sie den Grad an Details, welchen die Festkorper-NMR
zur Charakterisierung von Protein-DNA-Wechselwirkungen
und dem Zusammenspiel mit ATP oder seinen Analoga zu
liefern vermag.

Die Replikation von genomischer DNA ist eine zentrale
Aufgabe einer Zelle! und wird durch das Replisom, einen
Multiproteinkomplex bestehend aus einer Helikase, einer
Polymerase und einem clamp loader (Klammerlader),”
durchgefiihrt. Das Replisom assoziiert sich auf der Replika-
tionsgabel der DNA, an der doppelstringige DNA (dsDNA)
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in einzelstringige DNA (ssDNA) separiert wird. Das Ent-
winden von dsDNA erfolgt durch DnaB-Helikasen® und die
zwei resultierenden ssDNA-Strange (Leit- und Folgestrang)
dienen als Templat fiir die Synthese von Tochterstrangen.

Bakterielle DnaB-Helikasen bilden hiufig hexamere,
ringformige Anordnungen,™*! wohingegen die Helikase von
Helicobacter pylori als ein Dodekamer mit zwei {ibereinan-
dergestapelten Hexameren vorliegt.*” Es wird angenom-
men, dass die ringformigen Helikasen dsDNA durch einen
Strangausschlussmechanismus entwinden: Ein Strang der
DNA verlduft durch die zentrale Offnung der Helikase, wo-
hingegen der andere von dieser ausgeschlossen wird. DnaB-
Helikasen bewegen sich entlang ssDNA in 5'- nach 3’-Rich-
tung, wobei sie ATP als Energiequelle®™ verwenden. Die
dabei entstehenden Verdrillungen in dem nicht-replizierten
DNA-Strang werden von DNA-Topoisomerasen ent-
spannt."1 Der detaillierte Translokationsmechanismus kann
sich von Organismus zu Organismus unterscheiden und bis
heute konnte kein allgemeines Modell hierfiir etabliert
werden.

Strukturell gesehen bestehen DnaB-Helikasen aus zwei
Dominen: einer N-terminalen Doméne (NTD) und einer C-
terminalen Doméne (CTD). Die CTD ist fiir das Binden von
Nukleotiden und ssDNA verantwortlich,''** wie in bioche-
mischen" und réntgenographischen Untersuchungen gezeigt
werden konnte.® 313161 Simtliche DnaB-Helikasen weisen
Walker-A- und Walker-B-Motive auf, welche an der Bindung
und der Hydrolyse von Nukleotiden beteiligt sind.'"'?! Ferner
nehmen auch ein Arginin-Finger der Helikase sowie ein ka-
talytisches Glutamat an der Binding des Nukleotids an die
Helikase teil.® ! Die Bindung des Nukleotids geht mit dem
Binden eines divalenten Metallions, normalerweise Mg,
einher. Konformationsédnderungen in DnaB-Helikasen unter
Zugabe von Nukleotiden konnten nachgewiesen werden, al-
lerdings ist bis heute kein Bild auf atomarer Ebene verfiigbar.

Wir fokussieren uns in dieser Arbeit auf die strukturelle
Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen der
DnaB-Helikase von H. pylori (HpDnaB) und dem ATP-
Analogon Adenylyimidodiphosphat (AMP-PNP) sowie
ssDNA. Alle das Protein beinhaltende Proben wurden durch
Sedimentation in einer Ultrazentrifuge erhalten,'!! wo-
durch der schwierige Kristallisationsschritt in Gegenwart von
Nukleotiden und/oder DNA umgangen werden konnte. Dies
wurde bereits in einer vorangegangenen NMR-Untersuchung
von HpDnaB, welches mit HpDnaG interagiert, gezeigt."”! In
den 3.2-mm-Rotoren befinden sich 20 mg Protein, was zu
einer Proteinkonzentration von ungefihr 430 mgmL ™" fiihrt.

Die *'P-NMR-Spektroskopie erméglicht eine Unter-
scheidung von freiem AMP-PNP und an die Helikase ge-
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bundenem AMP-PNP: Die freie Spezies ist in *'P-Einpuls-
NMR-Experimenten mit einer Repetitionszeit von 10s
sichtbar (unter diesen Bedingungen wird gebundenes AMP-
PNP aufgrund dessen langer T)-Relaxationszeit herausgefil-
tert) und die gebundene Spezies kann in 'H-*'P-Kreuzpola-
risationsexperimenten (CP)?” (in welchen kein Signal fiir
freies AMP-PNP erhalten wird, da die Dipolkopplungen
durch die molekularen Taumelbewegungen ausgemittelt
werden) detektiert werden. Abbildung 1a zeigt das Refe-
renzspektrum von freiem AMP-PNP in Losung (Phosphat-
puffer und MgCl,). In Abbildung 1b sind die Signale von
freiem AMP-PNP in der fliissigen Phase der HpDnaB:Mg-
Cl,:AMP-PNP Probe zu sehen, wohingegen Abbildung 1c
das CP-Spektrum von gebundenem AMP-PNP darstellt,
wodurch belegt wird, dass das ATP-Analogon fest in dessen
urspriinglicher, nicht-hydrolysierter Form an die Helikase
gebunden wird.

Die fiir an HpDnaB gebundenes AMP-PNP beobachteten
Resonanzen sind leicht verbreitert und dispergiert, was auf
einen gewissen Freiraum in der Konformation von AMP-PNP
bei Bindung an die Helikase hindeutet. Das *'P-*'P-2D-Kor-
relationsspektrum in Abbildung S1 (siehe Hintergrundinfor-
mationen) belegt die Resonanzzuordnung und zeigt, dass
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mindestens drei verschiedene Spinsysteme fiir gebundenes
AMP-PNP vorliegen. Dies kann vermutlich auf die zwei
leicht verschiedenen Bindungsstellen in dem 3-fach symme-
trischen Hexamer zurtickgefiihrt werden und moglicherweise
eine Konsequenz von strukturellen Unterschieden zwischen
den zwei Hexameren sein, die das Dodekamer bilden.

Die Konformationsdnderungen im Protein durch AMP-
PNP-Bindung konnen im "“C-DARR-Spektrum in Abbil-
dung2a,b und Abbildung S2 beobachtet werden. “N,"C-
NCA-Spektren sind in Abbildung S3 gegeben. Die *C-Lini-
enbreite betrigt ca. 0.5 ppm fiir freies sowie fiir AMP-PNP-
gebundenes Protein, was auf eine wohlgeordnete molekulare
Konformation hindeutet. Eine teilweise, sequentielle Reso-
nanzzuordnung von HpDnaB wurde auf Basis der Zuordnung
der N-terminalen Domine (NTD)®! und durch 3D-Experi-
mente erzielt, wie in den Hintergrundinformationen be-
schrieben (Abbildung $4).72%! 25% der Atome des Riick-
grates konnten zugeordnet werden, vgl. Tabelle S1.

Signifikante CSPs von > 0.3 ppm und bis zu 1 ppm werden
bei Bildung des HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP-Komplexes be-
obachtet und sind in dem 2D-DARR-Spektrum in Abbil-
dung 2 durch rote und orangene Pfeile fiir zugeordnete bzw.
nicht zugeordnete Resonanzen hervorgehoben. CSPs in
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Abbildung 1. Bindung von Nukleotiden und ssDNA an HpDnaB: a) *'P-Fliissig-NMR-Spektrum einer Lésung von 5 mm AMP-PNP und 5 mm
MgCl, in Phosphatpuffer als Referenz. b,c) *'P-Fliissig-NMR- (b) und 'H-*'P-CPMAS-Spektren (c) des HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP-Komplexes. d) *'P-
Fliissig-NMR-Spektrum einer 0.5 mm (dT),,-Lésung in Phosphatpuffer als Referenz. e,f) *'P-Flussig-NMR- (e) und "H-*'"P-CPMAS-Spektren (f) des
HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP:ssDNA-Komplexes. Das Spektrum in (b) weist einen Satz von Resonanzen bei —1.5, —6.5 und —10.3 ppm (zugeordnet
zu AMP-PNP:Mg?") auf, sowie ein weniger intensives Dublett bei —1.1 und —11.0 ppm (J(*'P-O-*'P) 220 Hz, zugeordnet zu hydrolysiertem AMP-
PNP, AMP-PN). Die drei Phosphatgruppen von AMP-PNP kénnen anhand ihrer chemischen Verschiebungen unterschieden werden.?" Das Du-
blett in (a) bei —10.1 ppm (J(*'P-O-*'P) ~18 Hz) wird dem a-Phosphat und das Dublett bei —1.0 ppm (J(*'P-N-*'P) ~8 Hz) dem y-Phosphat von
AMP-PNP zugeordnet. Die Nummerierung der Phosphatgruppen wird oben gezeigt. Die 3-Phosphate sind aufgrund chemischen Austausches
nicht sichtbar, kénnen aber in der Abwesenheit von Mg®" beobachtet werden (vgl. Abbildung S9).
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Abbildung 2. CSPs spiegeln Konformationsinderungen in der Helikase durch AMP-PNP-Bindung wider. a) Vergleich von 20 ms "*C-">C-DARR-Spek-
tren von isoliertem HpDnaB (graue Konturen) und vom HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP-Komplex (cyanfarbige Konturen). Verschiebende Peaks im
HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP-Spektrum sind durch rote und orangene Pfeile fiir zugeordnete bzw. nicht zugeordnete Resonanzen markiert. Vergrofe-
rungen in die durch einen schwarzen Rahmen hervorgehobenen Regionen sind in (b) fiir die Alanin-Region und in Abbildung S2 fiir die Threonin-
Region dargestellt. c) Vergleich von 20 ms ">C-"*C-2D-DARR-Spektren von HpDnaB (graue Konturen) und HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP:ssDNA
(griine Konturen). Rote und cyanfarbige Pfeile markieren verschiebende Resonanzen durch AMP-PNP und durch ssDNA-Bindung, violette Pfeile
heben neu erscheinende Resonanzen im Spektrum von HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP:ssDNA hervor. d) Vergleich von 20 ms "*C-">C-2D-DARR-Spek-
tren von isoliertem HpDnaB (graue Konturen) und HpDnaB:MgCl,:ssDNA (rote Konturen). Es sind keine detektierbaren spektralen Veranderun-
gen sichtbar, was auf ein nur sehr schwaches Binden von ssDNA an die Helikase in Abwesenheit von AMP-PNP hindeutet.

dieser GroBenordnung implizieren lokale, strukturelle An-
passungen des Proteins, wobei grof3ere strukturelle Reorien-
tierungen (z.B. [-Faltblatt nach a-Helix-Umordnungen)
ausgeschlossen werden konnen. Die Residuen-spezifische
Analyse der “C-CSPs wurde mithilfe von 3D-Spektren
durchgefiihrt (Abbildung S5). Abbildung 3a fasst die zuge-
ordneten CSPs zusammen, welche in Tabelle S2 aufgelistet
sind. Die CSPs fiir die meisten Residuen der NTD sind un-
terhalb des Schwellenwertes von 0.15 ppm, den wir als nicht
signifikant betrachten (und auf experimentelle Unsicherhei-
ten zuriickfithren). Dies impliziert die strukturelle Beibehal-
tung dieser Doméne bei AMP-PNP-Bindung. Im Gegensatz
dazu weist die CTD signifikante CSPs auf (welche wir aller-
dings nur fiir die zugeordneten Resonanzen quantifizieren
konnen), wobei sich viele um die Residuen 432 bis 455 hidufen
(Residuen 437, 438, 441, 443, 448, 449, 450, 454 und 455 be-
sitzen CSPs > 0.3 ppm), was auf AMP-PNP-Helikase-Wech-
selwirkungen, sowie allosterische Konformationsénderungen
in der Helikase hinweist.
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Die Verwendung eines 18-fachen Uberschusses von
AMP-PNP garantiert eine Besetzung samtlicher zwolf Nu-
kleotidbindungsstellen eines Dodekamers, was durch die
vollstandige Verschiebung der Resonanzen zu ihrer neuen
chemischen Verschiebungsposition zum Ausdruck gebracht
wird (Abbildungen S6 und S7). Eine Ausnahme findet sich fiir
die Residuen 449A und 450T, fiir welche ein Doppeln der
Resonanzen (ungefdhr 1:1, siche auch Abbildungen S7 und
S8) beobachtet wurde, wobei jeweils eine Komponente an der
urspriinglichen Position verbleibt. Aufgrund der C3-Symme-
trie wiirde man eigentlich ein Doppeln aller Resonanzen in
einem Hexamer erwarten, allerdings scheinen fiir die anderen
Residuen diese strukturellen Unterschiede so klein zu sein,
dass sie nicht detektiert werden konnen, was in enger Uber-
einstimmung mit unseren vorhergehenden Ergebnissen fiir
HpDnaB steht.

Um das Binden von DNA zu untersuchen, wurde der
HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP-Komplex mit ssDNA umgesetzt.
Biochemische Studien haben gezeigt, dass das polyT 20Mer in
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Abbildung 3. Residuen-spezifische >C CSPs (berechnet gemaR CSP = \/% (AS(3C)2 + AS(3CP)?), auRer fiir Glycine, fiir welche die Formel

CSP = /A6(1*C*)* verwendet wurde) bestimmt mithilfe von 3D-Experimenten fiir a) HpDnaB:MgCl,:AMP-PNP, b) HpDnaB:MgCl,:AMP-
PNP:ssDNA und c) HpDnaB:MgCl,:ssDNA. Die Fehlerbalken beruhen auf Unterschieden in sieben experimentellen Spektren und werden zu
0.06 ppm fiir Ca. und CP abgeschitzt. Sekundarstrukturelemente, die den pdb-Dateien 3GXV (NTD)®? und 4A1F (CTD)® entnommen wurden,
sind oben gezeigt. *: Residuum besitzt mehr als eine Resonanz und die Resonanz mit dem gréfiten CSP-Wert ist angegeben.

Gegenwart von AMP-PNP mit 3 nm Affinitét an die Helikase
bindet.”) Die *'P-Spektren einer HpDnaB-Probe, in welcher
ssDNA gebunden ist, sind in Abbildung 1e,f dargestellt. Aus
technischer Sicht wurden diese Experimente wie zuvor fiir
AMP-PNP beschrieben durchgefiihrt. Das Spektrum der
mobilen, fliissigen Phase des Sedimentes (Abbildung 1e)
weist Resonanzen des Phosphatpuffers, von ungebundenem
(dT),, sowie von AMP-PN, der hydrolysierten Spezies von
AMP-PNP, auf. Das Spektrum in Abbildung 1e wurde direkt
nach der Sedimentation aufgenommen und zeigt, dass samt-
liches AMP-PNP innerhalb weniger Stunden nach ssDNA-
Zugabe zu der Helikase zu AMP-PN hydrolysiert wurde (in
Losung ohne Protein ist AMP-PNP noch nach einer Woche
nachweisbar, siche Abbildung S9). Die Bindung von ssDNA
an das Protein kann aus dem *'P-CP-Spektrum in Abbil-
dung 1 f geschlussfolgert werden. Die Resonanzen zwischen 0
und 1 ppm représentieren gebundenes (dT),,. Die geringfii-
gige Verteilung der Resonanzen konnte erneut auf kleine
konformationelle Heterogenitdten der gebundenen ssDNA
hinweisen, was nicht weiter verwunderlich ist, da sich die
Enden von (dT),, aus chemischer Sicht von den mittleren
Nukleotiden unterscheiden. Besonders hervorzuheben ist,
dass das Spektrum nicht langer einen Hinweis auf gebundenes
AMP-PNP an die Helikase liefert, was andeutet, dass AMP-
PNP vollstindig nach Zugabe von ssDNA in seiner hydroly-
sierten Form freigesetzt wurde. Das *'P-Spektrum von
HpDnaB nach Zugabe von ssDNA, jedoch in der Abwesen-
heit von AMP-PNP (Abbildung S10), weist nur sehr schwa-
che Resonanzen von gebundener ssDNA auf, was die Be-
deutung von AMP-PNP fiir effiziente Bindung von ssDNA
hervorhebt.

Die C 20ms DARR-Spektren™! des HpDnaB:Mg-
Cl,:AMP-PNP:ssDNA-Komplexes sowie des isolierten Pro-
teins sind in Abbildung S11 dargestellt, ein charakteristischer
Ausschnitt der Alanin-Region ist in Abbildung 2¢ (griine
Konturen) gezeigt. Die meisten bei Zugabe von AMP-PNP
beobachteten CSPs sind nach Zugabe von ssDNA nicht mehr
zu beobachten (wie durch rote und cyanfarbige Pfeile ange-
deutet), obwohl kleine, spektrale Unterschiede zum Spek-
trum des isolierten HpDnaB bestehen bleiben. Fiir die ge-
zeigte spektrale Region ist eine Verschiebung von 310A und
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351A festzustellen und neue, schwache Alaninresonanzen
werden detektiert (alle Anderungen sind durch violette Pfeile
in Abbildung 2¢ markiert). 3D-NCACB-Spektren ermogli-
chen eine Residuum-spezifische Bestimmung von CSPs in
Bezug auf das isolierte Protein und zeigen, dass eine Vielzahl
von bei Bindung von AMP-PNP beobachteten CSPs (vgl.
Abbildung 3a) riickgédngig gemacht werden, sobald ssDNA
hinzugegeben wird (siche Abbildung 3b), wohingegen einige
neue Anderungen sichtbar werden. Abbildung 2d zeigt ein
Kontrollexperiment, in welchem HpDnaB mit MgCl, und
(dT),, in der Abwesenheit von AMP-PNP umgesetzt wurde,
und welches belegt, dass AMP-PNP zur effizienten Bindung
von ssDNA benotigt wird (fiir die CSPs siche Abbildung 3c¢).

Abbildung 4 fasst die Ergebnisse unserer Untersuchun-
gen zusammen. Um die CSPs aus struktureller Sicht zu in-
terpretieren, wurde ein Homologiemodell basierend auf der
einzig verfiigbaren Kristallstruktur einer bakteriellen DnaB-
Helikase mit einem ATP-Analogon (die Helikase von Aqui-
fex aeolicus gebunden an ADP-Mg>")™¥ erstellt und die hier
gemessenen “C-CSP auf diesem Modell eingezeichnet. Nicht
zugeordnete Residuen sind in weifl und grau fiir die zwei
Monomere dargestellt. Die grofiten CSPs (> 0.3 ppm) lassen
sich fiir Residuen an der Grenzfliche zweier benachbarter
HpDnaB-Monomere finden (siche Abbildung 4a), sowohl
innerhalb (z.B. 202G, 203A, 351A, 449A), als auch entfernt
von der Nukleotidbindungsstelle (z.B. 386L, 437E, 438A,
4411, 455T). Nahezu samtliche identifizierten CSPs grofer als
0.3 ppm (vgl. Tabelle S4) befinden sich in den fiinf mitein-
ander verbundenen Stridngen des achtstrdngigen Halbbeta-
fasses oberhalb dessen sich die Bindungsstelle befindet. Diese
Strénge verlaufen zwischen den beiden Nukleotidbindungs-
stellen (Abbildung 4b) und konnten durch Einlagerung von
Nukleotiden leicht verdrillt werden und somit moglicher-
weise als Ausgangspunkt fiir die groferen strukturellen An-
derungen, wie Ringoffnung/Ringschluss durch Bindung von
Nukleotiden, fungieren.®!

Es bleibt festzuhalten, dass die Kristallstruktur eines
BstDnaB:GDP:AIF, :ssDNA-Komplexes publiziert wurde,
in welcher nur 5 von 6 Nukleotidbindungsstellen der Helikase
(die unter diesen Bedingungen eine nicht-planare, spiralfor-
mige Treppenkonformation einnimmt) durch GDP-Molekiile
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Abbildung 4. a) C-CSPs eingezeichnet auf einem Homologiemodell basierend auf der AaDnaB:Mg?":ADP-Kristallstruktur (pdb 4NMN). Residuen
195-488 der CTD von HpDnaB sind fiir zwei Monomere gezeigt, in welchen nicht zugeordnete Residuen in weifd bzw. grau dargestellt sind. ADP
wurde durch AMP-PNP ersetzt und ist als CPK-Modell dargestellt, die Mg®" lonen als gelbe Kugeln. Fiir 449A und 450T sind die CSPs fiir die
verschiebenden Resonanzen eingezeichnet. AMP-PNP bindet in zwei verschiedenen Konformationen an die Helikase, was mit dem beobachteten
Doppeln der Resonanzen von 449A und 450T iibereinstimmt. b) *C-CSPs > 0.3 ppm (Residuen sind als violette van-der-Waals-Kugeln dargestellt)
gezeichnet auf einem vollstindigen Hexamer des Homologiemodells (Residuen 195 bis 488 sind gezeigt). AMP-PNP ist als VDW-Kugeln gezeigt.
c) Schematische Darstellung der AMP-PNP- und DNA-Bindung an HpDnaB. Die HpDnaB-Helikase ist als Hexamer gezeigt, da unsere Experimen-
te es nicht erméglichen, zwischen Hexameren und Dodekameren zu unterscheiden. Die Zugabe eines Uberschusses von AMP-PNP und MgCl,
fiihrt zu einer vollstindigen Besetzung der Bindungsstellen, wohingegen AMP-PNP hydrolysiert und als AMP-PN freigesetzt wird, sobald ssDNA
an die Helikase bindet. In der Abwesenheit von AMP-PNP bindet ssDNA nur sehr schwach an die Helikase.

in Gegenwart von ssDNA besetzt werden. Der zugéingliche
Konformationsraum des ssDNA :Helikase-Komplexes scheint
recht grof} zu sein und inwiefern die beobachteten Unter-
schiede inhdrent mit dem Protein sind oder durch unter-
schiedliche ATP-Analoga induziert werden, muss in weiter-
gehenden Studien beleuchtet werden.

Das Schema in Abbildung 4c fasst unsere Ergebnisse
zusammen: AMP-PNP bindet mit hohen Affinitdten an der
Grenzflache zweier HpDnaB-Monomere. Sdmtliche AMP-
PNP-Bindungsstellen werden unter Verwendung eines 18-
fachen molaren Uberschusses des Nukleotids im Komplex
besetzt. Zwei unterschiedliche Bindungskonformationen
(durch unterschiedliche Firbungen der Ellipsen, welche
Monomere reprisentieren, angedeutet) konnen unterschie-
den werden, die sich durch einen kleinen, allerdings detek-
tierbaren konformationellen Freiraum von AMP-PNP in ge-
bundener Form an die Helikase auszeichnen. Der gebildete
Komplex ist in der Lage, ssDNA zu binden, und wir konnten
in dieser Arbeit zeigen, dass AMP-PN bei Bindung von
ssDNA freigesetzt wird. ssSDNA wird in dem mittleren
Hohlraum der Helikase gebunden.’! Im Gegensatz dazu
wechselwirkt isoliertes HpDnaB in Abwesenheit von AMP-
PMP nur schwach mit ssDNA. Unsere Daten zeigen, dass
durch die Anwesenheit von AMP-PNP eine Konformations-
anderung induziert wird, die Voraussetzung sein konnte, um
DNA an die HpDnaB-Helikase zu binden. AMP-PNP wird
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bei Bindung von ssDNA entgegen seinem Ruf als nicht-hy-
drolysierbares ATP-Analogon hydrolysiert und freigesetzt.
In technischer Hinsicht macht unsere Studie deutlich, dass
die Festkorper-NMR-Spekttroskopie geeignet ist, struktu-
relle Anderungen zu detektieren und nachzuverfolgen, die
durch chemische Reaktionen in einem komplexen, oligomeren
Motorprotein des Replisoms ausgelost werden, wenn es mit
dessen ,, Treibstoff AMP-PMP und in einem zweiten Schritt
der aktivierte HpDnaB:AMP-PNP-Komplex mit ssNDA um-
gesetzt wird. Vergleichbare Experimente konnten eine breite
Anwendung in der Charakterisierung von Protein-Nukleotid-,
Protein-DNA- sowie Protein-RNA-Wechselwirkungen finden.
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