


Opakovani: Helikalni parametry

Twist = 33°
Rise = 2.56 A
Roll = 6°
Inclin. = 21°
x-Dis. =-4.5 A
P-Tw =-7.5°

Twist = 36°
Rise = 3.38 A
Roll = 0°
Inclin. = -6.0°
x-Dis. =0.23 A
P-Tw =-4.4°

<Twist> = -30°

r <Rise>=3.7 A
<Roll> =0°
<Inclin.>=-6.2°
<x-Dis.>=3.0 A
<P-Tw>=-4.4°




g rotacnich helikalnich parametru
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g tranlacnich helikalnich parametru
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Helikalni osa

(a) B-DNA (b) —Slide (c) +Roll (d) —Slide, +Roll (‘A-DNA’)  (e) —Slide, —Roll (f) +Slide, —Roll (g) +Slide, +Roll



Prehled zakladnich strukturnich

motivu NK

IEE

Double-stranded Bulge Internal loop (if i = j, symmetric Hairpin
segment (dsRNA) internal loop; if i # |, asymmetric  (stem-loop)
internal loop)

o

Two-stem junction Pseudoknot Kissing hairpins
(coaxial stack)



Prehled zakladnich strukturnich
motivu NK

Duplex DNA Three-way DNA junction

i-motif

G-quadruplex DNA Four-way DNA junction



Prehled metod strukturni analyzy

Nizké rozliseni
(strukturni vlastnosti)

Vysoké rozliseni
(atomarni struktura)

Difrakce:

a) Elektronova
b) Neutronova
c) Roentgenova

Spektroskopie:

a) Cirkularni dichroismus

b) Fluorescencni (FRET)

c) Elektronova
paramagneticka resonance

d) Hmotnostni spektrometrie

(?)

Elektronova microskopie
IC/Ramanova spektroskopie

Nuklearni magneticka
resonance



Metody vysokeho rozliseni: statistika

Exp.Method Proteins Nucleic Acids Protein/NA Complexes Other
X-RAY 77603 1481 4072 3
NMR 8861 1046 193 7
ELECTRON MICROSCOPY 471 45 129 0
HYBRID 52 3 2 1
other 151 B 6 13
Total 87138 2579 4402 24




Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni — protoze vyuziva vlastnosti atomovych jader nékterych
izotopU majicich nenulovy rotacni moment (spin) a s nim spojeny
magneticky moment.

Magneticka — protoze magnetické momenty téchto jader zaujmou
v homogenim magnetickém poli 21+1 orientaci liSici se svoji energii.
Pricemz magneticky moment vykonava kolem sméru mg. pole
precesni pohyb.

Rezonancni — protoze jadra na nizsi energetické hladiné jsou
schopna absorbova energy z vysokofrekvencniho pole, jestlize
frekvence precesniho pohybu jejich mg. momentu a kruhova
frekvence pole je stejna.



Stern-Gerlachuv experiment
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Kvantove cislo jaderneho spinu |
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Podminka resonance
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Citlivost NMR

Zvysujici se rozdil v populacich obou spinovych stavu a
a f pro jadro H vlivem vyssiho externiho magnetického
pole.

Je-li stav B obsazen 10% spinu, stav a obsahuje10f+pfebytek.

2114 T
900 MHz

940T
400 MHz

238 T Typicky biomolekularni NMR vzorek:
100 MHz a) Koncetrace — 250 uM -3 mM

b) Vodny roztok

c) pH=5-38,iontova sila 25—-300 mM
d) Teplota 1-35°C

16 spinu

135 spinu




Charakteristiky NMR spekter

/ CH,

I T 1 ! 1 . 1
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Charakteristiky NMR spekter

1) Pocet signalli - pocet strukturné neekvivalentnich atomti
sledovaného isotopu v molekule

2) Poloha signalt - odrazi vliv elektronického okoli zkoumaného jadra

3) Intenzita signall - odrazi relativni zastoupeni magneticky
ekvivalentnich atomu
4) Stepeni signald- charakterizuje ovlivnéni lokalniho magnetického
pole pusobici na studované jadro magnetickymi
momentyjader vazanych v okoli



Pocet signalu— symetricka

(ne)ekvivalence

Ad 1) Pocet signall ve spektru = poctu symetricky neekvivalentnich
atomul daného isotopu ve zkoumané molekule

H

H |
P B e CH,
P CHCH,CH,HC

P H,C CH,
H

1 signal 3 signaly (6:2:1)

Symetricky ekvivalentni jadra/skupiny = jadra/skupiny zaménitelné
libovolnou operaci symetrie.



Pocet signalu— symetricka

(ne)ekvivalence

Vzorovy priklad ke zkousce:

Jakou strukturu ma sloucenina vzorce C3H80, sestava-li jeji
vodikové NMR spektrum ze tfi signdli s pomérem intenzit 1:1:6?



Pocet signalu a prochiralita

Je vyznacena CH, prochiralni? Pokud ano, je tato skupina
enantiotopni nebo diastereotopni?

OH

|
H3C—CH @CH 3

Pokud existuje pomysina rovina pulici uhel 3-C-3, ktera je zaroven
rovinou symetrie celé molekuly je prochiralni centrum enantiotopni.
Pokud tomu tak neni, klasifikujeme prochiralni skupinu jako

diastereotopni.

a prochiral carbon center



Pocet signalu- prochiralita

Kolik signalli Ize ocekavat v NMR spektru?

OH

H3C—CH @CH 3 Diastereotopni, 2 signaly (1:1)

Pokud je prochiralni centrum enantiotopni => chemicky stejné
substituenty davaji pouze jeden signal ve spektru.
Pokud je prochiralni centrum diastereotopni => chemicky stejné

substituenty davaji dva signaly ve spektru.

Pomiucka: prochiralni substituenty v chiralni (dissymetrické) molekule
Jsou vzdy diastereotopni.



Pocet signalu— prochiralita

Vzorovy priklad ke zkousce:

Najdéte prochiralni centra v molekule a urcete mozny pocet signalu
v 'H NMR spektru.



Pocet signalu— prochiralita

Vzorovy priklad ke zkousce:

Najdéte prochiralni centra v molekule a urcete mozny pocet signalu
v 'H NMR spektru. Stanovte relativni pomér jejich intezit.

1 2

HsC/Q\O 0 @ >CH,

H3C/‘\o @ o o/O\CHe.

1 1



Poloha signalu - chemicke stineni

Elektrony v okoli sledovaného jadra vytvareji pod vlivem vlozeného
magnetického pole B, sekundarni magnetické pole (B_).

2777V=VBeﬁf Beﬁ‘=BOO(1_G)

Stinici konstanta (o) charakterizuje polohu jadra v molekule (odrazi
jeho chemické okoli).



Poloha signalu - chemicky posun

Chemicky posun — ustaleny zplsob zapisu polohy signalu ve NMR
spektrech. Jednotky ppm.

Rezonancni frekvence
referencni sloucCeniny.

Pracovni frekvence spektrometru



Chemicky posun — zavislost na

chemickem okoli
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Hyper-jemna struktura NMR spekter:

Skalarni interakcni konstanta

Neprima spin-spinova interakce magnetickych momentt jader
prostrednictvim polarizace orbitalnich pohybu valencénich elektront

(J [Hz]).
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Strukturniinterpretace J

Zpusob zapisu: "), napf. 3),,.4 = Spin-spinova interakéni konstanta
popisujici interakci mezi dvéma atomy vodiku vzdalenych jeden od
druhého pres tri kovalentni vazby.

’ 12

H, Hj -
|

| 61HZ
Cl—C—C—H, —
| N
Cl Cl =6
JAB:6-1 HZ _;:-4
| g-—f-—p R 9 B .9
3.96 ppm 0 20 40 60 804100120140 160 180

Karplusova rovnice:
kvantitativni popis vztahu mezi torznim uhlem a J.




Nuklearni Overhauseruv efekt (NOE)

Porucha energetického stavu jednoho z jader mtize zplisobit zvyseni intenzit signal
jader stejného druhu, které jsou prostorové blizko. NOE zavisi na prostorové blizkosti
mezi jadry (nejcastéji vodik).

e

Jedinecny zdroj informace o meziprotonovych vzdalenostech ( < 6 A). Jeden z hlavnich
zdroju strukturni informace v biomolekularni NMR.



NMR v biomolekularni strukturni

analyze

Strukturni analyza pomoci NMR = konformacni analyza
(NMR neposkytuje zadnou informaci o vazebnych delkach
a vazebnych uhlech).

Experimentalni data NMR (mezi-protonové vzdalenosti, torzni uhly,
relativni orientace vazebnych vektord, ...)
+

Externi informace o topologii studované molekuly, idealizovanych
vazebnych délkach a vazebnych uhlech.



NMR v biomolekularni strukturni
analyze: procedura




NMR v biomolekularni strukturni

analyze: procedura

V prostoru torznich uhlia, ktery je omezen experimentalnimi daty,




NMR v biomolekularni strukturni

analyze

Etotal= bond+ Eangle+ Edihedr+ EvdW+ Ecou/omb+ ENMR

Exur = Escaiar ¥ Enoe ¥ Erpc
4 uy2 g u
— : [ u
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Energeticky degenerovane stavy na

PES

Obecné muze existovat nékolik rozdilnych struktur se stejnou
nebo velmi podobnou energii (kompatibilnich stejnym zplsobem s
experimentalnimi daty).




Prezentace struktur z NMR:
strukturni soubor

RMSD: Mira primérnych vzdalenosti mezi odpovidajicimi si atomy v
superponovanych strukturach. Mira podobnosti uvnitr souboru
struktur. Kvantitativni mira presnosti v biomolekularni NMR.



Publikacni format



Spravnost vs presnost,



Zdroje strukturnich artefaktu v NMR




