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Interakce jaderného spinového momentu - kontext

Doplňte k zadaným interakčńım mechanismům symbolické znázorněńı a p̌ŕıslušný
Hamiltonián:

Dipol-dipolová interakce
Chemický posun
Nep̌ŕımá spin-spinová interakce

Ĥi = −µ.Bind ∝ γi Îz .σ.B0 Ĥij ∝
γiγj (3cos2ϕ−1)

r3 Îi .Îj Ĥij ∝ 2πJ.Îi .Îj
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Úlohy na rozjezd - rozhodněte o pravdivosti následuj́ıćıch
tvrzeńı

1 Metodou NMR strukturńı analýzy se rutinně studuj́ı biosystémy o velikosti do
10 kDa.

2 Nukleárńı Overhauser̊uv efekt umožňuje korelovat NMR aktivńı jádra pouze v
rámci jednoho spinového systému.

3 V NMR pevné fáze jsou spektra ovlivněna anizotropíı chemického st́ıněńı a
p̌ŕımou dipól-dipólovou interakćı

4 Rozlǐseńı signál̊u v NMR spektru roste s velikost́ı exterńıho magnetického
pole, protože rezonančńı frekvence je úměrná B0.

5 Rezonančńı signál ovlivněný pomalou výměnou vzhledem k NMR časové škále
se projevuje ve spektru rozš́ı̌reńım a polohou rezonančńı linie odpov́ıdaj́ıćı
váženému pr̊uměru chemických posunů limitńıch stav̊u.

6 NMR spektrum proteinu s malým stupněm strukturovanosti(foldu) se
vyznačuje úzkými signály o malé disperźı.

J. Novotný November 18, 2019 3 / 16
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6 NMR spektrum proteinu s malým stupněm strukturovanosti(foldu) se
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Úloha 1: Chemický posun - identifikace aminokyselin

Pro daná 13C NMR spektra určete, jaké aromatické aminokyselině nálež́ı a proč.
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Úloha 2: Chemický posun - rozlǐseńı

Pro dané systémy, rozhodněte, který z dvojice označených atomů bude ḿıt vyš̌śı
hodnotou chemického posunu:
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Úloha 3: J-coupling a konformace vazby, Karplusova
rovnice

Pro určeńı torzńıho úhlu v kovalentńıch strukturách slouž́ı analýza vicinálńıch
spin-spinových konstant (tzv. 3J-coupling).

Kvalitativńı pohled : Na základě srovnáńı orbitálńıho p̌rekryvu rozhodněte, v jaké
konfiguraci nabývá 3J věťśı hodnoty.

Kvantitativńı pohled : K určeńı konformace cukr-fosfátové pátěre nukleových kyselin
se použ́ıvá Karplusova rovnice parametrizovaná mj. pro interakci H5’ a P:
3JHCOP = 15.3cos2ϕ− 6.2cosϕ+ 1.5.
Vypočtěte hodnotu konstanty pro znázorněné konformery a charakterizujte je
pomoćı velikosti úhlu β :

P

C4'

H5'' H5'

P

C4'

H5'' H5'

β = -60°
gauche-

β = 180°
anti

3J = 23 Ηz

φ = 180°
          

φ = 60°
          

3J = 2 Ηz
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Úloha 3: J-coupling a konformace vazby

Pomoćı p̌riloženého 1D 1H NMR spektra odhadněte poměr α a β izomeru v roztoku
D-glukopyranozy namě̌reném v D2O.
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Úloha 4: Př́ıklady biochemických aplikaćı

K uvedeným problémům strukturńı analýzy p̌rǐraďte odpov́ıdaj́ıćı techniku:

Potlačeńı dipol-dipolové relaxace u proteinu

Rozlǐseńı intra- a intermolekulárńıch kontakt̊u v
komplexu ligand-receptor

Odstraněńı signál̊u labilńıch proton̊u v molekule
nukleové kyseliny

Přǐrazeńı málo rozlǐsených signál̊u v
nestrukturované části proteinu

Mapováńı rezidúı smě̌ruj́ıćıch k povrchu proteinu

Převedeńı vzorku do D2O
13C editované NOESY spektrum

Exprese proteinu v deuterovaném médiu

Aplikace paramagnetických sond

Multidimenzionálńı inverzńı experimenty (4D, 5D)

J. Novotný November 18, 2019 8 / 16
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Přǐrazeńı málo rozlǐsených signál̊u v
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Úloha 5: Protein vs. Nukleové kyseliny: NMR aspekty

Diskutujte o následuj́ıćıch praktických okolnost́ı NMR experiment̊u p̌ri srovnáńı protein a
DNA/RNA:

Proteiny NA

Syntéza vzorku

Izotopické značeńı

Hustota 1H

Sekvenčńı p̌rǐrazeńı

Restrainy pro určeńı struktury
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DNA/RNA:

Proteiny NA

Syntéza vzorku in vivo chemickou cestou

Izotopické značeńı snadné nákladné

Hustota 1H rel. vysoká nižš́ı

Sekvenčńı p̌rǐrazeńı through bond J-
coupling

through space NOE

Restrainy pro určeńı struktury δ: alfa vs. beta, NOE,
RDC
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Úloha 6: Sekvenčńı p̌rǐrazeńı peptidu pomoćı J-korelace

Pomoćı fiktivńıch výsledk̊u (strip-plotu) 3D NMR experiment̊u (HNCA, HN(CO)CA)
určete N→C sekvenci hypotetického peptidu:

C

O

N

H

Cα

R

Cα

R

(i-1) (i)

L QS TN
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Úloha 7: Časová škála interakce ligand-receptor

Charakterizujte p̌riložená 15N-1H HSQC spektra zobrazuj́ıćı titračńı experiment pomoćı
pojmů: rychlá, sťredńı a pomalá výměna:

200 µM protein
+100 µM ligand (1:2)
+300 µM ligand (3:2)
+900 µM ligand (9:2)

200 µM protein
+100 µM ligand (1:2)
+300 µM ligand (3:2)
+900 µM ligand (9:2)
+2700 µM ligand (27:2)
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Úloha 8: Populace jaderného spinu

Vypočtěte rozd́ıl v populaci izolovaných jaderných spin̊u α - β pro atom 1H
(magnetogyrická konstanta γ = 2.68.108T−1s−1) v magnetickém poli 11.7
T a teplotě 298 K.

Řešeńı
∆E = Eβ − Eα = ~ω = ~γB0

Nβ

Nα
= e−

(Eβ−Eα)

kT = e−
~γB0
kT = 0.999919 ≈ 100000

100008
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Úloha 9: Nukleárńı Overhauser̊uv efekt

Uvažujme zjednodušený NOE experiment provedený na malém proteinu. Krátkým
ozǎrováńım o délce 25 ms saturujeme populaci spinu Hβ a okamžitě mě̌ŕıme
signál bĺızkého spinu Hγ v leucinu - za podḿınky aproximace počátečńıho stavu
(t → 0). Ukažte, jak se za těchto podḿınek zjednoduš́ı kinetická rovnice prvńıho
řádu popisuj́ıćı časový vývoj magnetizace spinu Hγ v závislosti na auto-relaxaci
(rychlostńı konstanta ρ) a cross-relaxaci (σ):

dIγ
dt = −ρ[Iγ − Iγ(0)]− σ[Iβ − Iβ(0)]

Jaká je p̌ribližná vzdálenost atomů Hβ a Hγ, jestliže jsme p̌ri tomto experimentu
pozorovali změnu signálu v důsledku NOE o velikosti -0.04 a pro referenčńı
vzdálenost atomů Hβ1 - Hβ2 1.75Å bylo namě̌reno NOE -0.3?

Řešeńı
dIγ
dt |t→0 = −ρ[Iγ(0)− Iγ(0)] + σIβ(0) = σIβ(0)⇒ Iγ = σIβ(0)t

NOEγ−β

NOEβ1−β2
=

r6
β1−β2

r6
γ−β

⇒ r6
γ−β = 1.756 −0.3

−0.04 = 2.44Å
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Úloha 10: Určováńı vazebné konstanty

Pomoćı NMR titrace lze určit vazebnou konstantu nap̌r. interakce enzym-inhibitor:
E + I � EI , Ki = [EI ]

[E ][I ]

V p̌ŕıpadě rychlé výměny pozorujeme posun zpr̊uměrovaného signálu inhibitoru v
závislosti na poměru volné a vázané formy inhibitoru(fI , fEI ). Ukažte, čemu se rovná
směrnice a pr̊useč́ık lineárńı závislosti počátečńı koncentrace inhibitoru na změně
chemického posunu [I ]0 ∝ δI − δI (0), pokud je počátečńı koncentrace inhibitoru mnohem
věťśı než koncentrace enzymu.

δI

δEI
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Př́ı̌stě: Biosenzory a jejich aplikace
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