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Praktické aspekty NMR proteinov

Potrebné znacné mnozstvo protéinu 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



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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2D H, >N korelacné NMR spektra
(HSQC)

ubiquitin (76 amino acuds, 8.5 kDa)

Je potrebnd N izotopicky znacena vzorka
Oproti 1D 'H spektru omnoho vyssie
rozlisSenie, jeden peak zodpoveda jedne;j
amidickej skupine.

Castokrat ozna¢ované aj ako protein
“finger-print” experiment



Charakteristické HSQC pre zbaleny a
rozbaleny protein
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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
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>N (ppm)

Priradenie peakov v HSQC jednotlivym

aminokyseliném pomocou HNCA

V HNCA experimente su korelované

chemické posuny HN, 1N, 13C% a

G a b
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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)

CSlI

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)



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

Lo

vymeny
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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
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1st HSQC after D,0O

Po vymene H za D mizne signal v HSQC. UmozZnuje to
urcit povrchové verzus vnorené rezidua, ktoré sa len

zriedkavo dostavaju do kontaktu s D,0O, kde by mohlo
dojst k vymene.
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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



