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Interakce jaderného spinového momentu - kontext

Doplrite k zadanym interak&nim mechanismim symbolické zndzornéni a pFislusny
Hamiltonidn:

Dipol-dipolova interakce
Chemicky posun
Nep¥ima spin-spinova interakce
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Ulohy na rozjezd - rozhodnéte o pravdivosti ndsledujicich
tvrzeni

@ Metodou NMR strukturni analyzy se rutinné studuji biosystémy o velikosti do
10 kDa.
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Rezonanéni signal ovlivnény pomalou vyménou vzhledem k NMR ¢asové Skale
se projevuje ve spektru rozsitenim a polohou rezonanéni linie odpovidajici
vazenému priméru chemickych posunt limitnich stavd.

@ NMR spektrum proteinu s malym stupn&m strukturovanosti(foldu) se
vyznaluje lzkymi signaly o malé disperzi.
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Uloha 1: Chemicky posun - identifikace aminokyselin

Pro dand 3C NMR spektra urlete, jaké aromatické aminokyselin& ndleZ/ a pro&.

HO  H  NH,
° CHz@

phenylalanine
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Uloha 2: Chemicky posun - rozliseni

Pro dané systémy, rozhodnéte, ktery z dvojice oznalenych atomi bude mit vyssi
hodnotou chemického posunu:
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Uloha 3: J-coupling a konformace vazby, Karplusova
rovnice

Pro uréeni torzniho thlu v kovalentnich strukturach slouZi analyza vicindlnich
spin-spinovych konstant (tzv. 3J-coupling).
@ Kvalitativni pohled: Na zaklad& srovnani orbitalniho p¥ekryvu rozhodnéte, v jaké
konfiguraci nabyva 3J v&t& hodnoty.

M oH H
H
@ Kvantitativni pohled: K urleni konformace cukr-fosfatové patefe nukleovych kyselin
se pouZivd Karplusova rovnice parametrizovand mj. pro interakci H5' a P:
3JH(_‘OP = 15.3005230 — 6.2cosyp + 1.5.

Vypo&téte hodnotu konstanty pro zndzorn&né konformery a charakterizujte je
pomoci velikosti thlu 8 :

c4' c4'
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Uloha 3: J-coupling a konformace vazby

Pomoci p¥ilozeného 1D 'H NMR spektra odhadnéte pom&r o a 3 izomeru v roztoku
D-glukopyranozy namé&feném v D,O.
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Uloha 4: Pt¥iklady biochemickych aplikaci

K uvedenym problémim strukturni analyzy ptiradte odpovidajici techniku:

Potlageni dipol-dipolové relaxace u proteinu

Rozliseni intra- a intermolekularnich kontakti v
komplexu ligand-receptor

Odstranéni signalu labilnich protond v molekule
nukleové kyseliny

P¥ifazeni malo rozlienych signalu v
nestrukturované &asti proteinu

Mapovani rezidui smé&fujicich k povrchu proteinu

P¥evedeni vzorku do D,O
13C editované NOESY spektrum
Exprese proteinu v deuterovaném médiu
Aplikace paramagnetickych sond
Multidimenzionalni inverzni experimenty (4D, 5D)
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K uvedenym problémim strukturni analyzy ptiradte odpovidajici techniku:

Potlageni dipol-dipolové relaxace u proteinu
exprese proteinu v deuterovaném médiu

Rozliseni intra- a intermolekularnich kontakti v
komplexu ligand-receptor 13C editované NOESY spektrum

Odstranéni signala labilnich protonii v molekule
nukleové kyseliny prevedeni vzorku do D,O

P¥ifazeni malo rozlisenych signali v
nestrukturované &asti proteinu multidimenziondlni inverzni experimenty (4D, 5D)

Mapovani rezidui smé&fujicich k povrchu proteinu
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Uloha 5: Protein vs. Nukleové kyseliny: NMR aspekty

Diskutujte o nasledujicich praktickych okolnosti NMR experiment( p¥i srovnani protein a
DNA/RNA:

Proteiny NA

Syntéza vzorku
lzotopické znakeni
Hustota 'H
Sekvenéni ptifazeni

Restrainy pro urteni struktury
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Uloha 5: Protein vs. Nukleové kyseliny: NMR aspekty

Diskutujte o nasledujicich praktickych okolnosti NMR experiment( p¥i srovnani protein a

DNA/RNA:
Proteiny NA
Syntéza vzorku in vivo chemickou cestou
|zotopické znateni snadné ndkladné
Hustota 'H rel. vysoka nizsi

Sekvenéni ptifazeni

Restrainy pro uréeni struktury

through bond  J-
coupling

§: alfa vs. beta, NOE,
RDC

through space NOE

mj. NOE, RDC, J-
coupling(riboza), 3P
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Uloha 6: Sekvenénf pfirazeni peptidu pomoci J-korelace

Pomoci fiktivnich vysledki (strip-plotu) 3D NMR experimentid (HNCA, )
uréete N—C sekvenci hypotetického peptidu:
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Uloha 6: Sekvenénf pfirazeni peptidu pomoci J-korelace

Pomoci fiktivnich vysledki (strip-plotu) 3D NMR experimentd (HNCA, HN(CO)CA)
uréete N—C sekvenci hypotetického peptidu:

0 H
g gr@ C
- G_ = _G_
B
R O R
N T s Q L

i i | i G



Uloha 7: Casov4 ¥kila interakce ligand-receptor

Charakterizujte pfiloZen

a

s

pojmu: rychld, stfedni a pomald vyména:
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I N-'H HSQC spektra zobrazujici titraéni experiment pomoci
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Uloha 8: Populace jaderného spinu

Vypottéte rozdil v populaci izolovanych jadernych spinii o - 3 pro atom 'H
(magnetogyricka konstanta v = 2.68.10 T ~!s~1) v magnetickém poli 11.7
T a teploté 298 K.
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AE =Eg — E, = hw = hyBy

(Eg —Ea) _ hyBy

Ng _ — _ _ ~ 100000
N_a =€ kT =€ i = 0.999919 ~ 100008
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Uloha 9: Nuklearni Overhauseriiv efekt

UvaZujme zjednoduseny NOE experiment provedeny na malém proteinu. Kratkym
ozafovanim o délce 25 ms saturujeme populaci spinu HS a okamZité mé¥ime
signal blizkého spinu H~v v leucinu - za podminky aproximace pocate¢niho stavu
(t — 0). UkaZte, jak se za t&hto podminek zjednodusi kineticka rovnice prvniho
¥adu popisujici ¢asovy vyvoj magnetizace spinu H~ v zavislosti na auto-relaxaci
(rychlostni konstanta p) a cross-relaxaci (o):

1/

G = —plly = 1(0)] = olls — 15(0)]

Jaka je pfiblizna vzdalenost atomi HS a H~, jestliZze jsme p¥i tomto experimentu
pozorovali zménu signdlu v disledku NOE o velikosti -0.04 a pro referenéni
vzdalenost atomii HB3; - HB> 1.75A bylo nam&feno NOE -0.37
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Uloha 10: Uréovani vazebné konstanty

Pomoci NMR titrace Ize ur&it vazebnou konstantu nap¥. interakce enzym-inhibitor:

E+ 1% El Ki = Gl

V ptipadé& rychlé vymé&ny pozorujeme posun zpriimé&rovaného signalu inhibitoru v
z3vislosti na pomé&ru volné a vazané formy inhibitoru(fi, fz). UkaZte, ¢emu se rovna
smérnice a priselik linedrni zavislosti po&ate¢ni koncentrace inhibitoru na zmé&né&
chemického posunu [/]o o d; — 8;(0), pokud je potate¢ni koncentrace inhibitoru mnohem
Vétsi nez koncentrace enzymu.
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PouZita a doporucena literatura

http://bouman.chem.georgetown.edu/nmr/dipolar/dipolar.html
http://groups.chem.ubc.ca/straus/12.pdf
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http://otter.biochem.ubc.ca/publications/BcX_Tyrosine_ JBNMR_2011.pdf
P. Atkins, J. de Paula: Physical Chemistry

i i | ) G



¢

Pristé: Biosenzory a jejich aplikace
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