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Physics 1952
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FELIXBLOCH

The principle of nuclear mduction

Nobel Lecture, December 11, 1952

It is a tribute to the inherent harmony and the organic growth of our branch
of science that every advance in physics is largely due to the developments
that preceded it. The discovery for which Purcell and I have received the
honor of the Nobel Prize award for the year 1952 is a typical example of
this situation, and before describing the principle I shall therefore present
an cutline of its long and distinguished background.

Both the method and the object go back ultimately to spectrescopy, a
tield to which modern physics owes so much in other respects. Among the
various aspects of this field there are two which are of particular importance
here: the Zeeman effect for introducing magnetic fields as an essential el-
ement of spectroscopy, and the hyperfine structure of spectral lines for re-
vealing the existence of nuclear moments. The correct interpretation of
hyperfine structures was first given in 1924 by Pauli|, who proposed that
atomic nuclei may peossess an intrinsic angular momentum (spin) and, par-
allel to its orientation, a magnetic moment. The energy of interaction of this
magnetic moment with the magnetic field H (o) produced by the atomic elec-
trons at the position of the nucleus, depends upon the angle between them
and leads thus to the observed small splitting of the energy levels. Converse-
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Feherjek oldatban: NMR-spektroszkopia
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Mieért az NMR?

Powerful modern structural tools for looking at complexes

Crystallography ~
45,000 structures

Molecular modelling

Nuclear Magnetic
Resonance ~7,500

- can also give K,
and k




Az NMR-spektroszkopia szitkséges feltétele a nullatél kiilonbozé magspin (|#—'O) / .
1) 1= 0, ha mind a protonok mind a neutronok szama paros: (1°C, 1%0) -

2) 1= 1/2, ha tomegszama paratlan (*H, 3H, 3C, 1°N, 1°F, 57Fe, 113Cd) ’T:E \}
vagy a protonok, vagy a neutronok szama paratlan. / / / / '

3) I= k (k=1,2,..) mind a protonok mind a neutronok szama paratlan (?H, 14Nlb 7/ ”‘"

o gﬁ

KEKluts ondxagssesesétch diissyabion d exnigidls és
spinjpirecostentteniigakinak



A

Feles spin esetén az impulzusmomentum (perdiilet) z-komponensének operatora: 1,
- két sajatfiggvénye: /.., és y/ _,,
- két sajatértéke van: +72h és —2h
A megfeleld két sajatérték egyenlet: iz w.,=+tshy,, é iz w.,=+trhy.,
vagy roviden izl//m: Mmhy ahol m £%.

A feles-spin Hamilton-operatoranak sajatértékei:
Az impulzusmomentum z-komponense (I,) és a B, indukciéju magneses tér (By|z)
kolcsonhatasat egyetlen spin esetében leird H-operator:

Hegy spin = Y BOI ( ahol y = giromagneses egylitthato)
ay,, ésy , fuggvényeka H,,, ., —nekK is sajatfiiggvényei
(hiszen IZ —t61 csak a —yB, konstansban tér el. ).

Az egyik (m= +'%) sajatérték egyenlet tehat : Hone spin W= VBO[IZ Wi
- _’YBO[-I_%Fl l//+1/2]
=—72h VBO Y.y,
Tehat H . egyik sajatfiiggvénye a v, , melyhez tartozo sajatértek a—'2 h yB,,

egy-spin
mig a masik sajatfliggvénye a v ,, , melyhez tartozo sajatérték a +'% h yB,,. 8



Az egy-spin spektruma:

Spin 'z esetén tehat 2 energiaszint van: E_ =-m hyB, ahol m £%.
Tehat E,,, =% hyB, (E, vagy spin up),

illetve E_,, =+ hyB,,. (E; vagy spin down)

A kivalasztasi szabaly értelmében (mivel m = +1 vagy -1)
aAm, 4 = (-'2) — (+/2) = 1, tehat az az a-bol B-ba valo atmenet megengedett.

E; AE, 5 =Ez-E, =+ hyB, — (- yBy) = hyB,

a—f
= yBy/2n JL hv, = (V2m)7B,

v Vg~ —Vo= YBo/2m ami a Larmor-frekvencia

Pl. Ha B;=9,4T és
vy=2,67522.108 rad s1 T*!
B (protonra) akkor a Larmor-
0 frekvencia = 4,00229. 108 Hz
~ 400MHz
E 9




Keét csatolt spin spektruma:
Ha az egy-spin: Hegy spin= Vol,, akkor
két csatolatlan spin esetében: ert spin, csatolatlan™ Vo 111Z + g, = 0,1, + VS, illetve

két csatolt spin esetében: ert spin, csatolat = VU L +veS, +Jp,1, SZ ,
ahol J,, a skalaris csatola51 allando spinl és spin2 kozott.

Két-spin rendszer ener%iadiag ramja, a megengedett Atmenetek ¢s a spektrum:

™m =—1 4 Atmenet spin allapotok frekvencia

” 12 oo —af —Vg—Y2d15

o 0/
P 2 3 b 13 ao—Pa —v, —%4J 5

>m =0

12 13 24 af—pBp v, 5,

1 13 24 12
Zm :+1 o A n n
—|| Iy, [—— —|| Jpp |—
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déli palus

egvensilyl mignesezetiség

Kiilsd B, indukcidju
magneses térben a
makroszkopikus
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A Vektor modell és a Bloch-egyenletek

Z-iranyu magnesezettség 1dObeni alakulasa:
dM,/dt=—-(M_—M )T, M., (t)=M(1-exp(-t/T,)

az X,y-sikban zajl6 csillapitott amplitiddja precesszio alakulasa:

dM,/dt=" (0,~0)M~M,/T,

dM,/dt= (o ;~0)M,~M,/T,

Csatolt differencial-egyenletrendszer megoldasaként a kovetkezdt kapjuk:
M,.(t)=M _exp(-t/T,)sin(w,—m)
M,,(t)=M,exp(-t/T,)cos(w,—w),

ahol (w,~w) a forgo referencia rendszerben a precesszid szogsebessége.

A nagy felbontasu NMR-spektrumok ot jellemzo paramétere:

csatolasi allando félértékszélesség

(J &rték multiplicitas
esté

1
’ | N
’ N
4 N
4 A
’ N
4 A
’ N
’ A
v Y
’

/,teri]let

kémiai eltolodas 5=[(u,, -ug)/ LR]10°
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The radio frequency excitation

pulse and resulting NMR signals T
are sent through cables between P’
the probe coils in the magnet and ]’—'
the computer.

Radio frequency (Rf)
generator and computer
operating console

Sample tube spins within the Fourier transformation of the signal
probe coils in the hollow bore from the time domain to the frequency
at the center of the magnet. domain occurs at the computer console.

Cogyright 2000 John Wiley and Sons, Inc




spinrendszerek azonositasa

IH-spektrum
9p%,

I, sin(Q;t,)
és
S,sin(Qgty)

|Zés SZ

RN

Qg

F1(ppm)
14

A spektrumban a J,5 okozta modulaciotol eltekintiink



spinrendszerek azonositasa

Egy ~17 kDa globularis fehérje

IH-spektruma

H,0/D,0 9/1, T=300K, c=1mM

amid

arol

nas

alifas

1’570

N

( nnm)




1. spinrendszerek
azonositasa

]

2. spinrendszerek
szekvencialis
rendezése

! |

3. kényszerfeltételek
alapjan

szerkezetszamolas
16




Homonuklearis elj Aras (homonuklearis 3), M<8kDa)
(1H-'H COSY, 'H-1H RELAY, 'H-'H TOCSY)

H eteronu kl e{l I | S elj Z’II'Z’IS (heteronuklearis 1J, 2J, 3J)

N-szerkesztés (M <15kDa)
(1H-N TOCSY-HSQC, tH-N NOESY-HSQC)

5N, 13C-szerkesztés (M <20kDa)
(HNCA, HNCOCA, ...))

5N, 13C-szerkesztés (°H) (M <30kDa) 17



spinrendszerek azonositasa

Peptidekben ¢és a fehérjékben az aminosavak
hidrogénatomjai elkiloniilo spinrendszereket alkotnak




A Vektor modell és a Bloch-egyenletek helyett
a szorzatoperator-elmélet

Alapfogalmak:

magspin-operator vagy impulzusnyomaték-operator: i i=1, iy, i,
az 1dotol fiiggd spinstiriiség-operator o(t)

az 1dotol fiiggd Hamilton-operator H(t)

az 1dotol fiiggd, normalizalt allapotfiiggvény wy(t)

Az alapegyenlet: do(t)/dt = —izL[H(t),o(t)]  Liouville- von Neumann-egyenlet

Mi keriil a Hamilton-operatorba?

Az | és S spinek (AX spinrendszer) esetén, oldatfazisban:
Zeeman-effektust + a skalaris csatolast + a radidéfrekvencias gerjesztést leir6 harom tag.

ﬁ — _a)lix —GJZSX + JiZSZ _Qliz _‘QSSZ

19



Cél a mérhetdé makroszkopikus magnesezettség-vektor (M)
nagysaganak ¢s modulaltsaganak meghatarozasa:

A megfigyelhet6 makroszkopikus magnesezettseg pl. M, Osszetevije a

kovetkez:
My(t) = Nyh Tr[zkllkyg(t)] ahol y és 7 mellett, N az egységnyi

térfogatban vett spinek darabszama.

A feladat: A magspin operator (I) valamint a spinstriség-operator {o(t)}

cr 7

meghataroznunk!

A nagy kérdés: mi legyen az alkalmas bazis?
Mi legyen az s elembdl all6 baziskészletet (B;) ? o(t) =X b,(t)B,
S

A megoldas: a B baziskészlet legyen a spin impulzusmomentum-operator. Sorensen korabbi
javaslata értelmében a Descartes-tipusu I, bazisoperatorok hasznalata az alabbiak szerint
felettébb eredményes:

B, =217 H (Ly)™
Pl 20



Az | és S spinek (AX spinrendszer) 16 bazisoperatort tablazatos alakban:

B, elemeihez milyen fizikai kép rendelhetd?

magnesezettseg (populacio, NOE)

E|E S,

«—91 _ , .
Ix Ix = szin-fazisu egyszeres kvantumkoherenciaik.
|1, 21,8, 21,8,

S spinen lokalizalhato ellentétesfazisu

Iz |Z 2|ZSX 2|zSy 2|zSz koherenciak

I spinhez tartozo ellentétesfazisi koherenciak

magnetization in the spin density in the
Cartesian space Coherence space
z
M d
b
X

3- dimensions e.g. 1b- dimensions



Tipikus transzformaciok a 16 Cz
bazisoperator altal kifeszitett ,, o T {} ’
koherencia-térben:
21,3, C; 21,8, ly CL ly
G(t:O) = hBO (Ylly + YSSz)/(SnkT) #z5 o 225
H - QIIZ + QSSZ _TC\]|SIZSZ J szerinti csatolas
G(t:O) I N . G(t:O) G(t)
S,[Qt] lf fesriilizég
If (¥}
IZ[g2|t] / .y
- idd
Ly cos(@t) - 1, sin(Qyt) l, )

21,8,(Jjsnt)
+ 1, cos(Qt)cos(J;gnt) )
- 21, S, cos(€t) sin(J,smt)




+ 1, cos(Q2t)cos(J smt):
cos(A)cos(B) = 1/2[cos(A+B)+cos(A-B)]

kovetkezGen a spektrum alakja:  +1/21[ +cos{(C2+m)5)t} + cos{(C2—m) g)t} ]
|, [ +a, +a] Q, kémiai eltolodasertéknél

memo: az spektrum a Bloch-egyenlet alapjan: S(t) = C*exp(-t/T,)cos(Qt).

tH-spektrum

gp"
|Z €s SZ %
\I to
l, & >
J4 -Iy
S
-S, |
I, sin(Q;t,)
es
| S,sin(Qgty)
Q, Q.
F1(ppm)

A spektrumban a J,5 okozta modulaciotol eltekintlink

23



spinrendszerek azonositasa I1H-I1H COSY
(homonuklearis korrelacids spektrum)

—21,5,sIn(Cty)

g

|
y :
O ® | S,sIn(€2, t;)cos(Qgty)
_— 21,5,sIn(€ty)
7
o o Yo}

QI QS 24



spinrendszerek azonositasa

'H-'H COSY

Hr2
Em'o ‘

00.
)
3
O
NH
O O |
Q| Qs F,(ppm) 25

A spektrumban a J,5 okozta modulaciotol eltekintiink



spinrendszerek azonositasa

Fehérje modul *H-tH COSY spektruma

S lw)}




spinrendszerek azonositasa 1H-1H TOCSY
protonok teljes korrelacigjat 1étrehozo spektrum
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‘ diagonalis y H o o oo

jelek

diagonalison
o ki\%ﬁli jelek Bog = dﬁg(ﬂ@ﬁ@én kiviili intenzit&ok

A spektrumban a J,5 okozta modulaciotol eltekintiink



spinrendszerek azonositasa

Fehérje modul 'H-tH TOCSY spektruma
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Heteronuklearis egyszeres-kvantum koherencia spektrum
HSQC = Heteronuclear Single-Quantum Coherence
90% 180% 900 180% 1EI]x

wwr L1 B LR
I

7 o
’.’, ; 180% 905 90¢, 1

e § Ifl
i

-2H,N
“+3H Ny cos(Qty)
H, cos(C2ty)
O |, H, cos(Qt;)cos(Qt,)

29



A kalmodulin
IH-15N HSQC

spektruma
@ fppml
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?‘%g > B ? 5
— 104
A kalmodulin

'H spektrumanak 112
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spinrendszerek azonositasa

I5N-szerkesztéssel 3D-TOCSY-HSQC —1, Bog Singglts))
COS t
—2 IzBod COS(QKtl) Cos(QEti)
—21,c08(2t)) —l, BodCOS(L2t1)COS(Ct5)

I
I

I

[ tE

I _2 u decouple

o4 = Off diagonalis intenz3s
A J\« okozta modulaciotdl eltekintiink



spinrendszerek azonositasa 15N-szerkesztett TOCSY spektrum
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(AMX) Ser

1. spinrendszerek
azonositasa

(AsX) Ala (A,M,X) Glu l

2. spinrendszerek
szekvencialis
rendezeése

! |

3. kényszerfeltételek
alapjan

szerkezetszamolas
34




A szekvencialis hozzarendelés és a
szerkezetszamolas alapja
a nuklaris Overhauser- effektus (NOE)

Tavolsag jellegli adatok

35



spinrendszerek azonositasa

Fehérje modul *H-'H NOESY spektruma
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spinrendszerek szekvencialis rendezése

A spinrendszerek szekvencialis rendezését
biZtOSit() H(li_l_HNHi NOE'k

— Ala - Ser - Glu - Gly - Phe - Cys-—



spinrendszerek szekvencialis rendezése

J Ala

Ser A szekvencialis
hozzarendelés

S

Ala Ser Glu Gly Phe Cys

38



(AMX) Ser

- Ala - Ser - Glu -

1. spinrendszerek
azonositasa

(A,M,X) Glu l

Gly -

2. spinrendszerek
szekvencialis
rendezese

]

3. kényszerfeltételek

alapjan
szerkezetszamolas

39




% pdblakB (795 x 523 )

Egy fehérje modul *H-'H NOESY spektruma
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Feheérjék NMR-szerkezetvizsgalata

Kurt Wiithrich
(ETH, Ziirich)

space

periplasm

OmpX bakterialis Mozgéekony
membranfeherje szekvenciarésszel
térszerkezete rendelkezd prion fehérje

41



Biomolekulak dinamikai vizsgalata

=2 A A AT B D e v oo [] sam
GON4/DNA Complex

GCN4 éleszto

transzkripcios faktor
gerinc-dinamikajanak

vizsgalata
10 20
MKDPAALKRARNTEAARRSRARKLQRMKQ

%0 ﬁO ﬁo
LEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVGER

Lo
Arthur G. Palmer Il
(Columbia University)

10 20 30 40 50 60
Sequence

12




Bx

Fehérje feltekeredés vizsgalatok
(ns és ms idoskalan)

Alan Fersht
(Cambridge University)
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Calmodulin v& ﬁ\‘b‘“\”

Ovadi Judit Vel Y% ;‘1 hibitors
7~ Laszl6 Graf

6a TFP klasszikus antagonista



' A "kulcs & zar”

modell
(Emil Fischer)

Minél tobbet meg kell tudnunk a
fehérjék dinamikus téralkatardl!



» A kalmodulin reorientacioja
célfehérje vagy antagonista hatasara

O

e a molekula ,,0sszecsuklik™,
®- az N- ¢s C-terminalis kozel keriil egymashoz,
e- am a D ¢s az E a-hélixeket 0sszekotd részrol
az alacsony elektronsiirliség miatt
nincs krisztallografiai informacio

egyuttmikddésben Ovadi Judittal és
munkatarsaival
(MTA SZBK Enzimologiai Intézet)




« Vinca alkaloidok (biszindol) mint CaM antagonistak

Catharantus (Vinca) roseus alkaloidjai (vinblasztin, vinkrisztin)

- sejtosztodasgatlo hatas (kemoterapia)

- célpontjuk a sejt mikrotubularis
halozata
- jelentos mellékhatasok (neurotoxicitas)

- In vivo Kkisérletekben ugyanolyan
hatékonynak bizonyult, mint a
természetes vinca alkaloidok

- Mellékhatasa joval kisebb

Orosz és mts. British J.Pharmacol. 1997, 121, 947
° Orosz és mts. British J.Pharmacol. 1997, 127, 955
Orosz és mts. British J.Cancer 1999, 79, 1356

KAR-2 } N




A kalmodulin
IH-15N HSQC

spektruma
@ fppml
® - 96
) g
LA
— 104
A kalmodulin

'H spektrumanak 112
amid NH és aromas tartoma
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Wh +136
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A kalmodulin KAR2 — vel valé titralasa soran
kapott tH-PN HSQC spektrumok ésszevetése

I5N ‘ ) Ar

ISN

IH



Felllet, nmr szinezés
alapjan (két szin) Ligandkotés azonositasa
( KAR2 yes)

50



Az ERD-14 egy szerkezetnelkuli feheérje:
lombiktol az €10 sejtig

AG

Tompa Pécter
Szalainé Agoston Bianka




Dehidrin = abiotikus stressz (abszcizinsav)
hatasara fejez6dik ki a novényben:

— vizhiany, magas sotartalom (NacCl), hideg
« ERD14 = Early Response to Dehydration-14
« 185 aminosay, 20 kDa

* rendezetlen fehérje

— Sok polaris, toltott aminosav / \

— kevés hidroféb aminosav . s




J~90 Hz

@y - 5N (ppm)

1204

1251

110

115

- -i -
. =
-v_“}-*} :

e A
| =% 10 mM MES |
| _ - pH 6.5
| o, ® 288 K
0~ 85 & 75 70




Az ERD14-nek nincs oldatban

terszerkezete (valdjaban tul sok is van neki)

 Relaxacios mérések:
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Vizes oldat vagy puffer # sejt

« Ez kulonGsen igaz rendezetlen fehérjékre:

A fehérjezsufoltsag /,crowding” a sejten belul
sokat szamithat! >

'

E.coli az NMR
csOben

E16 sejtben kell mérni!
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F108

@ Y 4 rrs ]
NMR él6 E.coli-ban
® .+ incell NMR”
— E.coli
3 — ERD14 kifejeztetés
— S{rd
sejtszuszpenzié az
NMR cs6ben
“ « Pufferben
=« FEl6 sejtekben
500 MHz — Sejtek feliiliszéja
sejtekben lires spektrumot
27K ad 6




@ O =
“Kontroll az in cell NMR-hez

I
w o Dextran:
s — Sejten beluli allapotot
R (fehérjesiriséget és
e viszkozitast) utanoz
. * lttnemtldnnek el a
5—120 jelek
=+ Puffer
'« Puffer + 150g/L
dextran
Z => Amit latunk, tényleges
o kotodés, kolesonhatas!




Szerkezet sejtben = Rendezetlen

« EItino - — Helyukon maradoé csucsok

HetNOE = noe/nonoe

5 régio, amely | 8§
valamihez kot6dik a sejtben RNy




A molekularis mozgas 1doskalai
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masodlagos szerkezeti

elemek 10ns < 1ms

feltekeredés
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Kiss Robert
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hurkok és kanyarok
zarodasa
0.1ms < 10ms

¢

gerinc dinamika

1ps < 10ns

v

oldallanc forgas
0.1ps < 10 ps



V A

A mozgds idoskalai

~ 100 ezer

~ 30 millid



A fehérjek belso dinamikaja

10° 103 100

kotések domeének, nagyobb
mozgasai szerkezeti egysegek
mozgasai

Shifman J M et al. PNAS 2006;103:13968-13973



A fehérjek belso dinamikaja

NMR

1012 10° 10° 103 100  10% sec
pS ns us ms S ~min
— G ——
R,, R,, NOE R.p

CPMG

Line-shape analizis

/Z7- csere
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Feherjek mozgasa; us-ms idéskéla‘<—» —
R,, R,, NOE

Belso dinamikdja ,,lefedi” a kiilonboz0 partnerfehérjékkel P
alkotott komplexeiben €szlelt konformaciods variaciokat.

w8
" \i’»‘
Freg energy

NMR /RDC | X-ray
| Kiilonboz6
partner-

fehérjékkel g\

Free energy

/

Free energy

Free energy

us-ms idoskalaju
mozgasok alapjan Ubiquitin; a ,,halal csokja”
szamolt S? Lange és mts., Science, 2008, 320, 1471



Feheérjek mozgasa; ns-ps idoskala «— —

NMR /NOE + S? X-ray a
MUMO szerkezeti komplexrol
sokasag A
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Az inhibitor belsd dinamikéjaval szamolt térszerkezetek
,Jlefedik” az enzimmel alkotott komplexben (3 eltéro :
komplex) mért rontgen konformereket. Graf Lasz16



Feherjek szerkezete: mit rejt a kristaly?

Fehérje
rontgenkrisztallografia:
kémiai Nobel-dij, 1962

8% Max Perutz, John Kendrew

kristalyban az egyes atomok helye térben jol meghatarozott =
részletgazdag szerkezet 65



spinrendszerek azonositasa —2H N, C,*0-1) cos(Quty)
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A skalaris csatolas okozta modulacioktol eltekintunk




