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Odhad citlivosti NMR
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Aky je podiel protonov ktorych spiny smeruju nahor (smer B,) vs. nadol
v magnetickom poli 22.3 T (950MHz)?



No/Ng  =exp(AE/KT)
= exp((22.3T * 26.75*107 T1s1* 1.05*1034Js)/(1.38*10723 J.K'1 * 297K)
= exp(0.000153)
= 1.000153

Pre celkovy pocet proténov 2000153 ich bude smerovat
nahor: 1000153
nadol: 1000000

Citlivost NMR metédy je omnoho nizsia v porovnani s napr. optickymi metédami



Princip NMR pulznych merani
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Schéma NMR spektrometra
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The chemical shift

V praxi sa namiesto rezonancnej frekvencie urcitého atomu
pouziva chemicky posun, ktory je definovany ako:

v(vzorka) — v(referencia)

O(ppm) = 106 »
frekvencia NMR spektrometra
Vyhody:
e  kompaktnejSi zapis
e nezavislost’ na poli NMR spektrometra

Typicky rozsah 'H chemickych posunov: 0-10 ppm

Chemicky posun atomu zavisi na:
e type atomu (HN, alifaticky, aromaticky vodik, ...)
e type aminokyseliny (Ala, Phe, ...)

. chemické okolie atomu



Praktické aspekty NMR proteinov

Potrebné znacné mnozstvo proteinu v optimalnej
concentracii > 1ImM. V mnohych pripadoch
ootrebné izotopické znacenie

Poskytuje informaciu o jednotlivych
aminokyselindch/atémoch

Urcenie 3D strukury je casovo aj financne
relativne narocné

NMR umoznuje dat aj ¢iastocnejsiu odpoved’
pouzitim jednoduchsich/rychlejsich experimentov



Typické 'H 1D spektrum peptidu
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1D *H NMR spektrum ubiquitinu

i ol oa U denaturovaného ubiquitinu su
acid-unfol bifjuitin . ey L
acid-u ded ubifjuit peaky SirSie a v oblasti amidickych
l vodikov su rozprestrené v podstatne
uzsej oblasti ako je tomu u zbaleného

ubiquitinu (~6-10 ppm)
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Korelacna spektroskopia

prenos magnetizacie z jedneho jadra (zdroja) na iné jadro
(prijemca)

H 3C CH3 transfer magnetizacie cez priestor (NOE)

transfer magnetizacie cez kovalentné
chemické vazby (J-couplings)
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Charakteristické HSQC pre zbaleny a
rozbaleny protein

Rozbaleny
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Je potrebna >N izotopicky
znacena vzorka

Oproti 1D 'H spektru omnoho

vyssSie rozlisenie, jeden peak

zodpoveda jednej amidickej

skupine.

Castokrat oznadované aj ako

protein

“finger-print” experiment

Hlavné rozdiely pre zbaleny vs.
nezbaleny protin v disperzii a
Sirke peakov



Problémy NMR vacsich proteinov

ubiquitin (76 amino acids, 8.5 kDa) AlgH (189 amino acids, 20.2 kDa) EPSP synthase (427 amino acids, 46.2 kDa)
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U vacsich proteinov zvacSujuca sa Sirka peakov z dévodu vacsieho rotacného korelacného casu
Vacsia Sirka peakov spolu s ich vysSim poctom vedie k prekryvu peakov a problémom s ich
rozliSenim.



Vplyv vyssieho magnetického pola
na rozlisenie spektra
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3D NMR spektroskopia

Priklad zvyseného rozlisenia na 3D HNCA NMR experimente

2D HNCA projection 3D HNCA

v
C —
CERA
8.24 e
g
R o,
v— S /o
a > =}
b ® 1228 s £
® 1238 771 Z
8.40 4 o
o3
] 1 |
8.5 8.0 75



>N (ppm)

Priradenie peakov v HSQC jednotlivym

aminokyseliném pomocou HNCA

V HNCA experimente su korelované

chemické posuny HN, 1N, 13C% a

G a b
IHN. 824 7.71 8.40
ION;  117.1 122.8 123.8
13C%; 68.43 61.32 58.52
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Priradenie peakov v HSQC jednotlivym
aminokyselinam pomocou HNCA
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Pri vacsSich proteinoch problém s rozliSenim
silnejSich a slabsich signalov, prekryv ....



Priradenie kostry va

resrdue j=1 residue i
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Velke Puzzle

15N-HSQC
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Sekvencné priradenie
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ASCa (ppm)

ASCPH (ppm)

ASCO (ppm) AGCot- \cj’Cl'ﬁ (ppm)
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Predikcia sekundarnej struktury
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Ca, CBb a CO chemické posuny relativne
k hodnotdm pre ndhodny retazec maju
vyraznu korelaciu s torznymi uhlami
kostry proteinu ¢ a (.

Wishart, D.S. and B.D. Sykes. The 13C chemical
shift index. A simple method for the identification

of protein secondary structure using 13C chemica
shift data. J. Biomol. NMR 4:171-180 (1994)



0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

A 2D plane of a 3D NMR spectrum (NOESY)
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Urcenie Struktury proteinu pomocou NMR

Cielom je ndjst taka 3D strukturu proteinu, ktora ma ¢o najlepsiu zhodu s:

- nameranou sadou NOE proton-proton parov

- torzné uhly dané 3J coupling prostrednictvom Karplusovej rovnice:
3J=A*cos(¢)>+Bcos(¢p)+C

- predpovedou sekundarnych struktur pre jednotlive aminokyseliny

- RDCs (residual dipolar couplings)

- PRE data

Jednou z moZnosti najdenia rozumnych proteinovych struktur je pouzit
optimalizacnu techniku simulovaného zihania kde v ramci molekulej dynamiky su
zavedené jednotlivé geometrické obmedzenia spolu so standardnymi
parametrali silového pola. Pre NOE:

4 N

— * 2

Enoe = Knoe ™ ( Tealc = Mmax ) Pre reaie > Mmax

ENOE = 0 pre r'max > r'calc > r.min
— * 2

ENOE = KNOE ( Fiin = Fealc ) Pre reaic < Fimin







Pozor: Proteiny su flexibilnel

T13 NOE distance 1

A

C
NOE distance 2

J. Mal. Hisl. (1990} 214, 223235

Time-averaged Nuclear Overhauser Effect Distance
Restraints Applied to Tendamistat

Andrew E. Torda, Ruud M. Scheek and Wilfred F. van Gunsteren



Efekt mutacie/fosforylacie
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Titracné merania
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IH-1>N HSQC titracia v rezime rychlej

Lo

vymeny

13
EPY) -
-t - e 108
war O aces cice
o= TSo = [-] L.}
a\ (2]
3
vSS — 110
1*4
2 Z2a - P
A‘S‘. L4 o - s 3 = : -9
& ToEer v (=
o — 112
ST
Qas— °
O’cgn @‘—%ﬂ
a2 }@&#ﬁ
&£ H13
2
5a & e g o MNST ‘ 114
L - >
. rza
Tar po
- o oas 116
vol ©
Sie® =10
L 118
oS pESS
=37 o
o TO ¥ e 2
’as-lb ‘é’
N 2, — 120
E2s R A
& sz “EST 4GB {;;Fse
- it S50 0 §wac.
ESw e e — 122
o /?‘ g% “ %l D22 i
o ’ i
Lane ams OKET |
P ‘= =29
YiSgn. . ~
. » Noa ~— 123
D o F5i
D20 g KAz a~wxoh FS6 |
N |
=3 |
> ? GO
) i [ 126
Laa e fnages
F o, ® 11 o« |
L1z - e anz i
£ ¢ @ .
1 T 1 I T 1 T T
s Q.0 x.5 K0 s 7.0 6a.s &S0

AB, (ppm)

MozZnost sledovat viazanie

ligandu simultanne do viacerych

vazobnych miest

[idd] N,

molar ratio

2
—f’— N
- L71
‘ 113
1 1 = 1
| 3 1



NMR titracie ako nastroj pre filtrovanie
suboru vazobnych konformacii ligandu
generovaneho molekulovym dokovanim
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Byeon I-J. , Ahn J., Mitra M., Byeon C-H., Hercik K., Hritz J., Charlton L., Levin J.,
Gronenborn A.M. NMR structure of human restriction factor APOBEC3A reveals
substrate binding and enzyme specificity. Nature Commun. 2013, 4, 1890



EPR (Electron paramagnetic resonance)

Iz
- tieZ nazyvana: Electron Spin Resonance (ESR) A
EPR aktivne molekuly obsahuju nesparovany elektrén, I// q \) i
t.j. maju nenulovy spin-angular moment N _

T—— — e

Porovnanie magnetickych dipdlovych monetov:
- proténu: ~14x102%7 ).T1
- elektrénu: ~-9285x102%7 J.T!

Zemanove stiepenie energetickych hladin elektronu: AE = g, pz By= hv
B,-externé magnetické pole

g.- tzv. g-faktor, ktory zavisi od typu molekuly (typické hodnoty: 1-10)
Hg- Bohrov magnetron

Typical frequency range of EPR: ~10 GHz



Dipol-dipolova interakcia ~ p,p,/r?

linterpretacia flexibilnych paramagnetickych znaciek

V stéasnosti priblizny mozny rozsah vzdialenosti urcitelnymi EPR spektroskopiou: 15-100 A



NMR spektroskopia biomaktromolekuly
obsahujucej paramagneticku znacku

Paramagnetic relaxation enhancements (PRE), efektivne do priblizne 20 A.
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Zaver

Nizka citlivost NMR podmienuje vysoku koncentraciu meranych proteinov

BioNMR umozniuje sledovat Strukturdlne zmeny na urovni jednotlivych aminokyselin
a to pre Strukturované ako aj tvz. nestrukturované proteiny (IDP)

NMR vadsich proteinov vyZzaduje okrem izotopického znacenia >N, 13C aj ich
deuteraciu a NMR spektrometer s vysokym magnetickym polom (>7OO MHz). Dal$ou

mozZnostou je ich selektivne znacenie.

Uréenie Struktury proteinov na zaklade stanovenych geometrickych obmedzeni
(vzdialenostnych, uhlovych)

NMR umoznuje urcit aj znacne komplexny vdazobny mechanizmus, kde dochadza k
interakcii viacerych vazobnych miest.

EPR signal od molekul obsahujucich nesparované elektrony. Moznost merat
vzdialenosti medzi paramagnetickymi znac¢kami v rozmedzi 15-100 A

PRE efekt umoZniuje pouZivat paramagnetickd znacku ako majak na rezidua vo
vzdialenosti do 20 A



