A BioNMR
spektroszkopia alapjai



Az NMR-spektroszkopia sziikséges feltétele

a nullatél kiilonbozé magspin (120)

1) 1=0, ha mind a protonok mind a neutronok szama
paros: (*°C, 1%0)

2) 1=1/2, ha tomegszama paratlan (*H, 3H, 13C, 1N,

[ Y

19F, 57Fe, 113Cd) vagy a protonok, vagy a neutronok  [EEEEEEE

szama paratlan. VAGY-VAGY
3) 1=k (k=1,2,..) mind a protonok mind a neutronok

szama paratlan (°H, 1*N)

klasszikus modell:
atommag — egy toltéssel rendelkezo részecske,
— mely tovabba egy adott tengely mentén forog.

Toltéssel rendelkez6 mag + forgas = koraram 1étesitese =
koraram = magneses momentum (u).

“Bio-NMR”: “Feles” spin kvantumszamu (1=1/2) magok, ahol a p
egy magneses dipolmomentum vektorral (ridmagnessel)
modellezhetd. A magneses dipolmomentum (u) aranyos a
sz0gimpulzus-momentum vektorral (1). Giromagneses allandoé ()

egy, az atommagra jellemz0 mennyiség: p=yl
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Kiils0 magneses tér hianyaban a magok
spinjei rendezetleniil allnak

kérdés: Egy ilyen elemi dipolmomentum vektor (u) a kiilso ter-
eronek (B,) megfelelden, azzal parhuzamos iranyba rendezddik-e?

valasz: Nem!

magyarazat: Az emlitett atommagokhoz
magnese tulajdonsaga mellett forgo
mozgast is rendeltiink, ezért az elemi
magneses dipéolmomentum vektorok (u) a
kiilsd sztatikus magneses térre (B,)
meroleges sik szerinti forgd mozgast,
ugynevezett precessziot fognak vegezni.




magok

Kiils60 magneses tér hatasara rendezddott

110 spine
(kozo]grglglegsglz)%lo I%azoliva)




B, ¢s B; utan a helyzet:

EI:I
N
dp’
dp” = —
LA _— E r /4 [
dt y B AR X (bligécsiga modell)
Impulzusmomentum
Forgasirany
Forgo korong impulzusmomentuma

o, szOgsebesség nagysaga aranyos a kiilso statikus térerd
nagysagaval: o, =7vB,.
Az o, sz0gsebességgel aranyos v, (Larmor-frekvencia): v, = o,/2x.

A magneses dipolmomentum vektor (u) idébeli valtozasat
a kovetkez0 vektorialis szorzat irja le:

dw/dt=-yB,® u



A makroszkopikus-, globalis- vagy
mérhetd-magnesezettség (M), a megfeleld elemi

vagy mikroszkopikus mennyiség additiv 0sszege: M =2 1!

Ennek segitségevel a Larmor-precesszio atirhato
“makroszkopikus” alakba: dM/dt=-yB,® M

A u; vektoroknak kizarolag a B, -al parhuzamos, szokasosan “z”
iranyunak nevezett komponensei adodnak konstruktivan ossze. A
termikus egyensuly allapotaban tehat, a

M; =X (Jv_l z)i
Ha tehat | =1/2 (pl. H, 13C, stb.) akkor a (2I+1)=2 , azaz két
allapot; N o
két kvantumallapotot o> és B> + ‘
két energia (E, és Ep) e
két betoltottségek (N, €s Np) l

Ng /Ny =exp (-AE/KT).  Np
Az egy atmenet (Zeeman-atmenet)
energiakiilonbsége (AE): AE=hyB_ /2w
»l gsmnmme

AE _______.»-—-“'—'—--_
/ SAE S AE

'&Smname
B, =7.04 tesla

(a) (b) (c)

Figure 9.9 The energy difference between the two spin states of a proton depends on the strength of

the applied external magnetic field, By. (a) If there is no applied field (B = 0), there is no energy difference
between the two states. (b) If Bg = 1.41 tesla, the energy difference corresponds to that of electromagnetic
radiation of 60 x 108 Hz (60 MHz). (c) In a magnetic field of approximately 7.04 tesla, the energy difference
corresponds to electromagnetic radiation of 300 x 10% Hz (300 MHz). Instruments are available that operate
at these and even higher frequencies {as high as 800 MHz to 1 gigahertz).
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A BLOCH-egyenletek

Z-iranyu magnesezettseg idobeni alakulasa:
dM_/dt=—(M,—M)/T,
Az egyszerl differencial-egyenletet megoldasaként a kovetkezd
fuggvényt kapjuk:

M..(t)=M,(1-exp(-t/T,)

az X,y-sikban zajlo csillapitott amplitudoju precesszid alakulasa:
dM,/dt=(w,~0)M;~M, /T,
dM,/dt=—(® ;~®)M,~M/T,

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

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

Frd

By
M M?I
. . '
y/fh'lﬂ
Mo
=

M




Ennek a fliggvény a Fourier-transzformaltja az NMR-spektrum.
s

S(1) = exp(UT)
FT[H)
t e— . freq.
0
St
S[t] = exp[H4T ) exp2Tivd]
FTIH)
— . freq.
Va

Superconducting magnet Precessing Free induction

(cooled by liquid helium) nucleus decay Fourier
f 'w transform
7 Rf Time Frequency
Pulse g§omain domain

The radio frequency excitation

pulse and resulting NMR signals T

are sent through cables between P’

the probe coils in the magnet and m

the computer. \ | . omm—

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.
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Figure 9.11 Shielding by o electrons causes 'H NMR absorptions
to be shifted to higher external magnetic field strengths.

Cogyright 2000 John Wiley and Sons, Inc.



A nagy felbontasu NMR-spektrumok
ot jellemzo paramétere:

csatolasi allando fé|értékszé|eSSég
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Figure 9.14 The 300 MHz 'H NMR spectrum of methoxyacetonitrile.
The signal of the enantiotopic protons (b) is not split.
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Spin-spin csatolas (a szinkep finomszerkezete)

A es B magok indirekt modon
a és b elektronokon keresztiil csatoltak.

A jelenseg a spin-spin felhasadas,
l a skalaris csatolas vagy

a J-csatolas

dublet mintazat



triplet mintazat
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lll” 'll a Signal from the
. proton of H, in
| | the absence of
Hy,
(a) / Y

Two magnetic

' Magnetic moments of H,,
. split the signal from H,,

orientations of H |<J +{ into two peaks of equal
b ey mtensnty, a 1:1 doublet.

Applied field, By

(,)) ’I \‘I

Figure 9.15 Signal splitting arising from spin-spin

coupling with one nonequivalent proton of a neighboring
hydrogen atom, A theoretical analysis is shown in (a)

and the actual appearance of the spectrum in (b). The
distance between the centers of the peaks of the doublet
is called the coupling constant, J,,. The term Jg, is
expressed in hertz. The magnitudes of coupling constants
are not dependent on the magnitude of the applied field
and their values (in Hz) are the same, regardless of the

operating frequency of the spectrometer.
Copyright 2000 John Wiley and Sens, Inc.
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Figure 9.16 Two equivalent protons (Hy) on an adjacent
carbon atom split the signal from H, into a 1:2:1 triplet.
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Figure 9.17 The 300 MHz TH NMR spectrum of 1,1,2,3,3-pentachloropropane.
Expansions of the signals are shown in the offset plots,

Cogyright 2000 John Wiley and Sons, Inc
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Figure 9.19 The 300 MHz TH NMR spectrum of ethyl bromide.
Expansions of the signals are shown in the offset plots
Cogyright 2000 John Wiley and Sons, Inc
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Figure 9.18 Three equivalent protons (Hp) on an adjacent
carbon split the signal from H into a 1:3:3:1 quartet.
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Figure 9.20 The 300 MHz "H NMR spectra for Problem 9.8.
Expansions are shown in the offset plots.
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Figure 9.24 The 300 MHz TH NMR spectrum of 1-nitropropane.
Expansions of the signals are shown in the offset plots,

Cogyright 2000 John Wiley and Sons, Inc
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Figure 9.27 The broadband proton-decoupled '3C NMR spectrum of methyl methacrylate.
Information from the DEPT 13C NMR spectra is given above the peaks.
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Figure 9.28 The broadband proton-decoupled 13C NMR spectra
of compounds A, B, and C, Problem 9.11. Information from the

DEPT '3C NMR spectra is given above the peaks.
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Solvent dependence of chemical shifts

Ethancl - CDCl;

CH;
CH, DHm
I
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*chemical shift changes with solvent used*



pH dependence
of chemical shifts

13C-NMR spectra of wild type BCX
(xylanase from Bacillus circulans)
recorded as function of pH at 25C.
Peaks corresponding to E78 and E172 ¢
highlighted black to emphasize the t#frai
residues.

Mcintosh, L.P. et al. Biogh€mistry 35 (1996) 9958.
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pH dependence
of chemical shifts

13C-NMR spectra of wild E172Q
BCX recorded as function of pH at 25C
The peak corresponding to E78 is
highlighted in black.

Mclntosh, L.P. et al. Biochemistfy 35 (1996) 9958.
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Temperature dependence
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Peptid és fehérje
NMR-spektroszkopia
alapjelenseg

d—9 > eltéro kémiai
&K kornyezet

Y eltéro rezonancia
frekvencia

NH  a-H B-H y-H



Peptid és fehérje
NMR-spektroszkopia
1. jelhozzdrendelés

. ' a jelhozzarendeles
4v‘x vagy spektrum asszignacio

_zo.f‘ ez elébbi megfigyelésen

alapszik

eltéro rezonancia frekvencia

eltéré kémiai kornyezet

NH a-H B-H vy-H




Homonuklearis NMR-spektroszkopia
egy dimenzioban
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Homo- vagy Heteronuklearis
NMR-spektroszkopia
két dimenzioban
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DQF-COSY = Double-Quantum Filtered-
COrrelated SpectroscopY

(902 902) o 902

I 5

TOCSY =TOtal-Correlated SpectroscopY
903

I 8| [spin lock].. o
I, 5

NOESY = Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
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Homonuklearis NMR-spektroszkopia
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Peptid és fehérje
NMR-spektroszkopia
2. szerkezetmeghatarozas

Tavolsag jellegli
adatok

(NOE)
U

3D-szerkezet



ad Nl S W

’ s

. & @ gw
Yo né B ]'., u " .? §
1; 2 E B o wo L ooi »
| 4 gy ﬂ% a weg, g’ 0 g
° e © %




Schistocerca gregaria
kimotripszin inhibitor
(SGCI)
hidrofob magja




Makromolekulak
3D szerkezetének
meghatarozasa

NMR adatok
alapjan

NMR spektrumok
¥

NMR jelhozarendeles
tavolsag jellegli kényszerfeltételek

torzioszog tipusu kényszerfeltetelek

v

Kezdetli

| distance geometry
szerkezet

restrained dynamics

simulated annealing
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Restrained dynamics
Restrained minimization
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Egy helikalis fragmens szerkezetének
finomitasa




Makromolekulak 3D szerkezetének
Meghatarozasa NMR adatok alapjan




Miért NMR?
Powerful modern structural tools
for looking at complexes

Crystallography ~
45 000 structures

Modelling

Nuclear Magnetic
Resonance ~7,500

- can also give K,
and k




Heteronuklearis egyszeres-kvantum
koherencia spektrum
HSQC = Heteronuclear Single-Quantum Coherence
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2D és 3D NMR-spektrumok osszevetése
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A proteomika és genomika korat eljuk
tobb mint 800 organizmus teljes genom ismert
az emberi genom ~ 30 000 gén = fehérje

“a gyimolcsok nem maguktol érnek meg
1) kozelitésmod sziikseges:
szerkezeti genomika (structural genomics)

MI a szerkezeti genomikaban aZ NMR szerepe:
14 000 feherje szerkezet taldlhato a PDB, ebbol
17% NMR (2200) ¢és 82% Rontgen
(2001 januar)

célkitiuizeés:
/ \

minden fehérjecsalad egy-egy
reprezentativ elemének
meghatarozasa

(Prestegard et al. Biochem. 2001, 40, 8677-8685



A program:
Nagy mennyisegll feherje expresszalasa

- Europa (Heinemann Nat. Struct. Biol. 2000)
- Japan (Yokoyama et al. Prog. Biophys.Mol.Biol.2000)
- USA (NIH) 7 kiemelt centrum

(Terwillinger Nat. Struct. Biol. 2000)

Legfontosabb eszkozok: - rontgenkrisztallografia

- NMR spektroszkopia
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Az NMR mint szerkezetmeghatarozo eszkoz:

- NOE alapu kozelités (mérethatar <50kDa)
(nem deuteralt de
5N és 13C jelolt minta <25kDa
molikulatémeg

vonalszélesség

U

spektralis felbontas

Kedvezo tény:
feherjek atlagos doménjének mérete:
~ 17kDa (~ 150 aminosav)

Hatékonysag:

csucs: egy 90 aminosav hosszu fehérje esetében

plazmidtol a 3D szerkezetig minddssze 30 nap
(Kozlov et al. J.Biomol.NMR 2000)

stratégia: automatizacio



Az NMR mint ,,rosta” (screening tool):
-az amidok NH frekvencidin keresztiil kiszlrjiik
a fehérje rendezetlen részeit
CLEANEX Hwang et al. J.Am.Soc.Chem. 1997, 119, 6203
- a kémai eltolodasban rejld informaciok kiaknazasa
(*H-N correlation (e.g. HSQC)




The Nobel Prize In
Chemistry 1991

signal intensity

Richard R. Ernst

"for his contributions e
to the development | |" %7
of the methodology — |

of high resolution < ‘
nuclear magnetic - . }

r eS O n an C e (N M R) A pratan NMR spectrum of a solution containing a

simple organic compound, ethyl benzene, Each group
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The Nobel Prize
In Chemistry
2002

Kurt Wiithrich

"for the development
of methods for
Identification and
structure analyses of
biological
macromolecules"




Magnetic Resonance Imaging (MRI)
a gyogyaszatban

elonyok: - nem hasznal ionizal6 sugarzast mint a rontgen
- nem kell festék vagy kontrasztanyagot bevinni
- ,lagy-szovetek™ kontrasztosabbak

kivitelezés: tipikus tH-NMR kisérlet ahol a szoveteket felépitd sejtek
protonjait figyeljiik meg.

képalkotas fiigg: az adott szovetben 1év0 protonok szdmatol,

az adott protonok relaxacids idejétol

(T1 spin-matrix relaxacios ido és

T2 spin-spin relaxacios ido)
felhasznalasi teriilet: tumor sejtek, 0démak,

koros elvaltozasok azonositasa

o._..
-: i o
VLR 6 Qvd

DAY '/
AN

Harry Sieplinga/The Image Bank

3IP-NMR sejt-metabolizmusok kdvetése



”“ﬁ | The Nobel Prize in
| /, 3 ! Physiology or Medicine 2003

Paul C. Lauterbur

The Lancet, 1999 354: 645-646

ohoto University®€ Tlinos

~___ "for their discoveries concerning
magnetic resonance imaging"

Sir Peter Mansfield
stage 29
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RepProgPhys, 2002 65: 1489-1511




