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NMR



Trocha historie nikoho nezablje s,

* 30. léta 20. stoleti — Isidor Isaac Rabi — prvni NMR experimenty v
molekularnim paprsku

e 1944 — Nobelova cena

* Po valce — Felix Bloch a Edward Purcell — nezavisle na sobé vylepsuji
Rabiho pristroj

* 1949 — chemicky posun

e 1975 — Richard Ernst zavadi frekvencni a fazové kédovani a Fourierovu
transformaci pro analyzu signalu

* 1991 Nobelova cena



Nuklearni magneticka rezonance — neni
to nebezpecne?

* Nukledrni — mérime jadra stabilnich prvk
* Magneticka — mame velky magnet
* Rezonance — mérime frekvence jader



Jak NMR funguje?

* Méritelna jadra maiji urcCity magneticky moment
* Mimo magnetické pole — celkovy nulovy magneticky moment
* V magnetickém poli — zvyhodnéni urcitého sméru

* Excitace - sklopeni vektoru o 90° - vypnuti excitacniho zareni -
sbér signalu



Jak NMR funguje?




Daji se merit vsechna jadra”

* Ne, jen jadra s nenulovym magnetickym spinem
 1H, 31P — bézné a méritelné izotopy
* 12C, 14N — bézné, ale nemeéritelné — co s tim?
 13C, 15N — velmi vzacné
 Mériseijina jadra?
* 19F



Jak pripravit vzorek”?

 1H
* V proteinech pfirozene, meri se ale ve spektrech od 2D vyse

* 31P

 Staci nafosforylovat

* 13C, 15N

* Vzacné
* Exprese v minimalnim médiu s 13C glukdzou a 15N chloridem amonnym

* Koncentrace 0,05—-1 mM
* Vhodny pufr — 20 mM NaPi, pH 6
* Objem kyvety 300 — 500 pl



Hroznowvy cukr - glukéza 1 kg
59,00 K&t

- PRIDAT DO KOSIKU

Hroznowy cukr - glukdza 3 kg
159,00 K&

- PRIDAT DO KOSIKU

Hroznowvy cukr - glukdza 1,8 kg
99,00 K&

- PRIDAT DO KOSIKU

Hroznowy cukr - glukdza 500 g
39,00 Ké

- PRIDAT DO KOSIKU

Hroznovy cukr - glukdza 25 kg
999,00 KE

k4 PRIDAT DO KOSIKU

Hroznowy cukr - glukdza 6 kg
269,00 KE

- PRIDAT DO KOSIKU

389374 ¥ Sigma-Aldrich.

D-Glucose-13Cgq

299 atom % 13C, 299% (CP)

Synomyms):

D-Glucose-ul-13C, Labeled Glucose, Dextrose-13C,

Empirical Formula {Hill Notation):

13CeH1206
CAS Number:

PubChem Substance ID:

SKU
389374-100MG

389374-250MG

389374-1G

389374-2G

389374-3G

389374-10G

389374-25G

110187-42-3 Molecular Weight: 186.11
24864278
Pack Size Availability
100 MG @ Estimated to ship on December 16, 2021 - FROM
250MG @ Estimated to shipon December 16,2021 - FROM
16 Estimated to ship on Movember 02,2021 - FROM
26G @ Estimated to shipon December 16,2021 - FROM
3G @ Estimated to shipon December 16,2021 - FROM
106 @ Estimated to ship on December 16, 2021 - FROM
25G (]

Estimated to ship on December 16, 2021 - FROM

MDL number: MFCD00037544

Price Quantity

CZK 2,980.00

CZK 3,360.00

CZK7,700.00

CZK 15,300.00

CZK 22,200.00

CZK 80,000.00

CZK 188,500.00

Request a Bulk Order




Chlorid amonny NHACI / salmiak, 0,8 kg Chlorid amonny NHACI / salmiak, 4 kg Chlorid amonny NHACI / salmiak, 400 g
79,00 Kt 325,00 K&t 59,00 K&

- PRIDAT DO KOSIKU - PRIDAT DO KOSIKU k4 PRIDAT DO KOSIKU

Chlorid amonny NH4CI / salmiak, 8 kg
569,00 K&

- PRIDAT DO KOSIKU

299251 W Sigma-Aldrich.

Ammonium-15N chloride
=98 atom % 15N, 299% (CP)

Synonym(s):

15N Labeled ammonium chloride

Linear Formula:

5NH4CI

‘CAS Number: 39466-62-1 Molecular Weight: 5448
PubChem Substance ID: 24858029

SKU Pack Size Availability

299251-250MG 250 MG @ Estimated to shipon November 02, 2021 - FROM

299251-1G 1G @ Estimated to shipon November 02,2021 - FROM
299251-10G 106G @ Estimated to ship on November 02, 2021 - FROM
299251-20G 206G @ Estimated to ship on November 02, 2021 - FROM
299251-50G 50G @ Estimated to shipon November 02,2021 - FROM
299251-100G 100G @ Estimated to ship on November 02, 2021 - FROM

MDL number:

MFCD00075417

Price Quantity

CZK 2,610.00

CZK 2,890.00

CZK 21,100.00

CZK 37,200.00

CZK 82,400.00

CZK150,100.00

Request a Bulk Order
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A co 19F7?

e 19F znacené aminokyseliny

* \/ pripadeé vazby na uhlik 19F = 1H
* Exprese v auxotrofnich bakteriich
 Cell-free protein synthesis



Spektra

1D
 1H — nepouzitelné
e 31P —studium kinetiky
* 13C, 15N — nedélaji se

\aA'a 4

* 2D a vyssi

* Korelace jader
* Homonuklearni (1H) — COSY, TOCSY, INADEQUATE
* Heteronuklearni (1H, 13C, 15N) — HSQC, CON, CAN
* Pres vazby
* Pres prostor — NOESY
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CON

e Optimalizovany pro IDP a velké
proteiny

W, - N (ppm
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NOESY

* Nuclear Overhauser Effect spectroscopy
* Méri se vzdalenosti mezi jadry



Shrnuti

Vyhody

* Nativni stav

* Rychlost pripravy

* Nulové poskozeni vzorku
* Lze zde studovat i IDP

* Neni limitované velikosti
proteinu

* Pouzitelné nejenom pro studium
struktury, ale i pro interakce

Nevyhody

e Cena chemikalii pro znaceni

* Casova naro&nost pfifazeni
signalu

* Nizka senzitivita

* Chemicky posun zalezi na pH a
slozeni pufru



CryoEM



Co je CryoEM?

* Kryogenni elektronova mikroskopie - vykonna technika ve strukturalni
biologii, ktera je schopna poskytovat mapy hustoty
makromolekularnich struktur s vysokym rozlisenim (1,5 A)

* Jedna se o TEM, ktera je navrzena pro udrzovani kryogennich teplot v
komore

* Dosazeni téchto teplot je velice rychlé, aby se zabranilo krystalizaci
molekul vody — protein ma pak prirozenou strukturu

* Cryo-EM se stal oblibenou metodou pro védce po celém svéte



Historie

* Poprvé objevena v roce 1968 (TEM)

* Pro snizeni radiacniho poskozeni byla v roce 1974 vytvorena
kryogenni elektronova mikroskopie.

 V poslednich letech udélala technologie Cryo-EM revolucni pokrok,
zejmeéna v analyze jednotlivych castic.

* Od roku 2012 - obrovsky pokrok v elektronovém detektoru a
zpracovani obrazu - rozliseni Cryo-EM je nyni srovnatelné s
rentgenovou difrakci jediného krystalu.



* Od 2013 se stala hlavni technikou pro urcovani proteinové struktury a
jeji pouziti se dramaticky zvysilo.

* VVroce 2017 byla za Cryo-EM udélena Nobelova cena
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Cryo-Electron Microscopy: From Sample to Structure.



Jak to funguje?

* Elektronovy mikroskop
vystreli elektrony rychlosti
svéetla na vzorek, poté
kamery zaznamenavaji
paprsky elektront (200 kV
nebo 300 kV)

a urci kombinaci
promitanych obrazl do
3D struktury daného
proteinu

= ; Ice-embedded proteins Py :
< G . - GG - G

Incident electron beam

Particle picking
Data processing
3D reconstruction

https://ccemmp.org/research/what-is-cryo-em/ 21



e Kazdy snimek je zasSumény a neuplny - desitky nebo stovky tisic
snimkU ¢astic jsou zarovnany a zprimerovany.

* Kvalita konecné mapy molekuly zavisi na presnosti, s jakou lze obrazy
castic zarovnat - |épe pro vétsi castice
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Zmrazovani vzorku

VIV

* Nosna mrizka (1-2 um)

* \Vzorek 3-5 ul

e Odsati filtracnim papirem

* Tloustka ledu hraje velkou roli

* Rychly ponor do tekutého etanu -
zabrani tvorbé krystall ledu -
vitrifikovany led

* Teplota musi zUstat pri teploté
kapalného dusiku (-196 C)

Apply Blotting Plunge-
Sample Freezing

Sample solution
Tweezers || with biomolecules

) ..:-:.-I-:._.:.-.._. -1: .\:..

Holey carbon i Filter paper
EM grid ]
Vitrified Specimen

HEECe 56 N «
Eﬁgﬁ%’h Biomolecules Arncflrphcrus
film Ice fi m

|
Hole in carbon film

Kazuyoshi Murata, Matthias Wolf, Cryo-electron microscopy for structural analysis of dynamic biological macromolecules
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Jak odlisit dobry a Spatny vzorek?

* Nedostatecné rychlé zmrazeni - hexagonialni led (a)
e Zahrivani vzorku - krychlovy led (b)
* Pri vkladani vzorku do TEM je vzorek vystaven vodni pare - namraza

(c)

* Kontaminace uvnitr kolony, nizké vakuum — led z leopardi ktze (d)

24



* Je potreba zajistit spravné nastaveni kontrastu - vyssi
rozostreni zlepsuje kontrast, ale za cenu nizsiho rozliseni (e,f)

* VVzorky jsou nachylné k radiacnimu poskozeni - bublinky plynu (g,h)

Bhella, D. Cryo-electron microscopy: an introduction to the technique, and considerations when working to establish a national
facility. 25



Vyhody vs. nevyhody

Vyhody Nevyhody

* Vzorky ve stavu vodného roztoku — ¢ Nelze dostatecné dobre rozlisit
nejsou naruseny krystalickou nukleové kyseliny a proteiny mensi
strukturou nez 75kDa (kontrast)

 Staci maly objem vzorku * Nizky signal v porovnani se Sumem

* Cryo-EM dokaze rozlisit Sirokou * Narocna manipulace se vzorkem

skalu ruznych vzorku * VVypocetné narocna rekonstrukce

* Oproti TEM negativhimu barveni obrazu - trva to slouho
nevyzaduje kontrastni Cinidlo soli . Draha metoda
tézkych kovu, ktera muaze ovlivnit
slozeni biomolekuly



Zhodnoceni

e | ke
bio
e Sta

vz ma Cryo-EM své problémy, je cennym nastrojem v riznych
ogickych oblastech

e vice se pouziva i v jinych priumyslovych odvétvich, jako je

farmacie, zdravotnictvi a kosmetika

* Protoze dokaze prekonat radu omezeni, kterym celi jiné techniky
umoznil Cryo-EM védcum a technikim pozorovat a studovat Sirokou
skalu molekul a jejich struktur

* Problémy Cryo-EM jsou stale opravovany aby se stal jednim z
nejlepsSich nastroju v biologii, mediciné a vyzkumu pro urcovani
struktur makromolekul.



Krystalografie



Historia

¢80. roky 19. storocia - navrh niekolko krystalickych struktur
¢1914 — Max von Laue — Nobelova cena za difrakciu RTG ziarenia
krystalom

¢1915 - William Lawrence Bragg a William Henry Bragg: Nobelova cena
za prvé pouzitie rentgenovej krystalografie

¢1949- James Batcheller Sumner: Nobelova cena za objav krystalizacie
enzymov



Ako funguje RTG Krystalografia

*RTG ziarenie 0.01 — 10 nm

eNajcastejdie pouzivandA=1A (0.1 nm)

eZiarenie aplikované na krystal proteinu

eVznik difrakéného vzoru

ePodla elektronovej hustoty urcime Strukturu proteinu



Ako funguje RTG Krystalografia

31



Priprava Krystalov

e2 najpouzivanejSie metody tvorby krystalov
-Metdda visiacej kvapky
-Metoda sediacej kvapky

eJeden velky neposkodeny krystal

eBeznd velkost asi 0.1 mm

eKrystalizdcia moze zabrat par dni az 2 roky



Priprava Krystalov




Priprava Krystalov

*Velmi tazké odhadnut dobré podmienky nukledcie a rastu krystalov
eNie vzdy su podmienky nukleacie a rastu krystalov rovnaké
ePrednost sa ddva podmienkam rastu krystalov

e\/ praxi sa vyuziva screening — skusanie sady vzorkov s roznymi
koncentraciami proteinu a soli (NaCl), r6zna teplota, pH...

eDnes je tento krok automatizovany



Meranie dat

eKrystal je namontovany na goniometer a postupne rotovany za
bombardovania RTG ziarenim

-Rotdacia musi dosiahnut 180°
-Pri vysoko symetrickych krystaloch staci 90° alebo 45°

e\/ytvorenie difrakcného vzoru

e|ntenzita zaznamenana fotografickym filmom, plosnym detektorom alebo
obrazovy snimac CCD

ePretvorenie z 2D vzoru do 3D modelu elektronovej hustoty pomocou
Fourierovej transformacie

eNa spravne urcenie struktury elektronovej hustoty potrebujeme intenzitu
difrakénych bodov a ich fazu



Fazovy problem

Fourier amplitudes
and phases

s

-

Observed
amplitudes

i

Circular rainbow scale of
phases

Linear intensity scale
of amplitude size

36



Molekularna nahrada
(Molecular replacement)

eNajdeme podobnu strukturu proteinu, ktora bola uz urcena ( z protein
data bank (PDB) ) — fourierovou transformaciou dostaneme difrakcny
vzor s fazami

eSnazime sa nasmerovat uréeny protein, aby ¢o najviac sedel nasmu
nameranému difrakcnému vzoru

eMatematicky dopocitame faze nasho proteinu

ePomocou nasich vypocitanych faz urcime strukturu elektronovej
hustoty



Dalie riedenia fazového problému

eZakomponovanie tazkych kovov do krystalu (Multiple isomorphous
replacement)

eAb initio phasing/priame metddy — pouzivané na malych proteinoch
eAnomalny RTG rozptyl ( anomalous x-ray scattering)
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Zaver

Vyhody Nevyhody

-Pomerne lacna metdda - Tvorba krystalov

-Pouzitelna pre velké struktury - Fazovy probléem

-Dostaneme 3D Strukturu - Vzorok musi byt krystalizovatelny

-Nelimitovana atomarnou
hmotnostou



