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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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vazenému priiméru chemickych posuni limitnich stavd.
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se projevuje ve spektru rozsitenim a polohou rezonanéni linie odpovidajici
vazenému priiméru chemickych posuni limitnich stavd.

@ NMR spektrum proteinu s malym stupn&m strukturovanosti(foldu) se
vyznaluje Gzkymi signdly a malou disperzi.

@ Pocet signali v uhlikovém 1D NMR spektru uréité molekuly odpovida po&tu
neekvivalentnich atom(i izotopu *3C.
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Uloha 1: Chemicky posun - identifikace aminokyselin

Pro dand 3C NMR spektra urlete, jaké aromatické aminokyselin& ndleZ/ a pro&.
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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 zakladé srovnani orbitalniho pFekryvu rozhodnéte, v jaké
konfiguraci nabyva 3J v&t& hodnoty.

M oH H
H
@ Kvantitativni pohled: K uréeni 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 standartniho dhlu 3 :
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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: Relaxa¢ni mechanismy

Navrat NMR signdlu do rovnovaZného stavu se déje dvéma déji: tzv. spin-mf¥izkovou a
spin-spinovou relaxaci. Na zaklad& p¥iloZeného popisu p¥ifadte odpovidajici k¥ivku
zavislosti relaxa¢niho ¢asu T1, T2 na rychlosti pohybu.

Spin-m¥izkova relaxace odpovidd konverzi o« = [3 stavu vlivem lokalnich fluktuaci magnetického pole o

frekvenci blizké rezonanéni frekvenci. Je charakterizovand kinetickym parametrem T;.

Spin-spinova relaxace odpovidd ztrite koherence excitovaného signadlu (rozfazovani) vlivem lokalnich fluktuaci
magnetického pole. Pomaly pohyb vystavuje spin v molekule nehomogenitdm a vede ke zmé&né& precesni
frekvence, zatimco rychly pohyb priiméruje lokdlni zmény pole a spin-spinovd relaxace je méné (i&innd. Je

charakterizovana kinetickym parametrem T,.
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Uloha 5: Ptiklady strukturné-biologickych aplikaci

K uvedenym problém(im strukturni analyzy p¥ifad'te 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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Uloha 6: Protein vs. Nukleové kyseliny: NMR aspekty

Diskutujte o nasledujicich praktickych okolnostech NMR experiment( pFi srovnani
protein vs. DNA/RNA:

Proteiny NA

Syntéza vzorku
lzotopické znakeni
Hustota 'H
Sekvenéni ptifazeni

Restrainy pro urteni struktury




Uloha 6: Protein vs. Nukleové kyseliny: NMR aspekty

Diskutujte o nasledujicich praktickych okolnostech NMR experiment( pFi srovnani

protein vs. 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

ptes vazby: J-coupling

§: alfa vs. beta, NOE,
RDC

dipdl-dopdlova inter-
akce: NOE

mj. NOE, RDC, J-
coupling(riboza), 3P
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Uloha 7: Sekvenéni pFifazeni peptidu

Pomoci fiktivnich vysledki (strip-plotu) 3D NMR experimentid (HNCA,
uréete N—C sekvenci hypotetického peptidu. Dbejte na spravné poradi od N-konce k
C-konci peptidu.
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Uloha 8: Casova ¥kila interakce ligand-receptor

s

Charakterizujte p¥ilozena 'H-*N HSQC spektra zobrazujici titraéni experiment pomoci
pojmu: rychld, st¥edni a pomald vyména:
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200 uM profé}h

. +100 pM ligand (1:2)

200 uM protein +300 pM ligand (3:2)

+100 uM ligand (1:2) +900 pM ligand (9:2)
+300 uM ligand (3:2) +2700 uM ligand (27:2)

+900 uM ligand (9:2)
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Uloha 9: 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




Uloha 10: 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&chto podminek zjednodusi kinetickd rovnice prvniho
¥adu popisujici ¢asovy vyvoj magnetizace spinu H~ v zavislosti na auto-relaxaci
(rychlostni konstanta p) a cross-relaxaci (rychlostni konstanta 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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G = ol = L(0)] - olls — 15(0)]

Jaka je p¥ibliznd vzdalenost atomi Hf3 a H~, jestlize 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

b o = —plly(0) — ,(0)] + ol5(0) = a15(0) = I, = als(0)t
NOE,.p _ D=2 oy 46 1750203 — 2 44A
NOE31,,32 - r° y—B — *° —0.04 = <
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Uloha 11: Uréovan{ vazebné konstanty

Pomoci NMR titrace Ize uréit disociaéni konstantu nap¥. interakce enzym-inhibitor:

El S E+1, Kp = %

V ptipadé& rychlé vymé&ny pozorujeme posun zpriimé&rovaného signalu inhibitoru v zavislosti na pom&ru volné a
vézané formy inhibitoru (relativni frakce f; = % fer = %) UkaZte, &emu se rovnaji parametry linedrni
z3vislosti potate€ni koncentrace inhibitoru Iy na zmé&né& chemického posunu inhibitoru b&hem titrace

AS; = §; — 8;(0), pokud je potateéni koncentrace inhibitoru mnohem v&tsi nez koncentrace enzymu. V této
z3vislost vystupuji jako parametry interakce: potateéni koncentrace enzymu Ey, disociaéni konstanta inhibice

Kp a rozdil chemického posunu volné a vazané formy inhibitoru g — §;
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A6 = (0 — 01)
_ Byl
[EN] = 2%
I = Eo (e — 5,)%{5, — Kp — smérnice: Ey(dz — d;), prasetik s osou y: —Kp.
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