NMR a peptid- és fehérje-kutatasban



A PDB adatbazisban megtalalhato
NMR alapu fehérjeszerkezetek szamanak alakulasa
az elmult évek soran
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PDB = protein data bank



Kémiai Nobel-dij 2002

Kurt Wiithrich

""for the development of
methods for identification and
structure analyses of biological
macromolecules"
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1. spinrendszerek
azonositasa

]

2. spinrendszerek
szekvencialis
rendezése

! ]

3. kényszerfeltételek
alapjan
szerkezetszamolas




spinrendszerek azonositésa

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

Hete rOnUkle{lriS elj aras (heteronuklearis 1J, 2J, 8J)

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

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

5N, 13C-szerkesztés (°H) (M <30kDa)



spinrendszerek azonositdsa

Peptidekben és a fehérjékben az aminosavak
hidrogénatomjai elkiiloniilé spinrendszereket alkotnak




spinrendszerek azonositdsa

IH-spektrum
9p%,

I, sin(Q, t,)
es
S,sin(Qg t))

QI QS F1(ppm)

A spektrumban a J,5 okozta modulaciotol eltekintiink



pinrendszerek azonositasa

(72
[

@

Egy ~17 kDa globularis fehérje

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

AMAN A A\ )




spinrendszerek azonositasa 1H-1H TOCSY
protonok teljes korrelacigjat 1étrehozo spektrum
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A spektrumban a J,5 okozta modulaciotol eltekintiink



spinrendszerek azonositésa

Fehérje modul H-tH TOCSY spektruma
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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

| 12

| 2 decouple

Boq = Off diagonalis intenzitas
A J,x okozta modulaciotol eltekintiink



spinrendszerek azonositésa 15N-szerkesztett TOCSY spektrum
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Homonuklearis 2D TOCSY



spinrendszerek azonositésa

15N-szerkesztett 2D TOCSY *H
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3D-HNCA

15N, 13C-szerkesztéssel

—H, cos(Qyt;)
" " " ] ] t COS(QCG(th)
u l I I ¥ / cos(Qt)
T T H'3
T - T t t cs
¥ X —H, cos(Qyt;)
y 0 decouple | COS(QQC i b))
s g cos(Q,ts)
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A skalaris csatolas okozta modulacioktol eltekintunk




(AMX) Ser

1. spinrendszerek
azonositasa

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

2. spinrendszerek
szekvencialis
rendezése

! ]

3. kényszerfeltételek
alapjan
szerkezetszamolas



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

Tavolsag jellegli adatok



spinrendszerek szekvencidlis rendezése

A spinrendszerek szekvencidlis rendezését
biztosité H*, ,-H"H, NOE-k

— Ala - Ser - Glu - Gly - Phe - Cys-



spinrendszerek szekvencialis rendezése

1 Ala

L

"ger A szekvencialis
hozzarendelés

Ala Ser Glu Gly Phe Cys



(AMX) Ser

1. spinrendszerek
azonositasa

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

2. spinrendszerek
szekvencialis
rendezése

]

- Ala — Ser — Glu - Gly -

3. kényszerfeltételek
alapjan
szerkezetszamolas




szerkezetszamolas

Fehérje modul *H-'H NOESY spektruma

[Siw)




Feheérjék NMR-szerkezetvizsgalata

Kurt Wiithrich
(ETH, Ziirich)

space

periplasm

OmpX bakterialis Mozgekony
membranfeherje szekvenciarésszel
térszerkezete rendelkezd prion fehérje



Biomolekulak dinamikai vizsgalata

@ 7 R | A IS 5‘\‘ .-\' r"=:‘>' = TAv T || A
GCN4/DNA Complex

GCN4 éleszto

transzkripcios faktor
gerinc-dinamikajanak

vizsgalata
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Fehérje feltekeredés vizsgalatok
(ns és ms idoskalan)

Bx

Alan Fersht
(Cambridge University)




A proteomika és a szerkezeti genomika koraba
a

rOnQ- JusghsAtela digyelmukat’

»Es ha nem lathatunk mar tébbet, szélljon tovabb a képzeletiink.
Képzeletlink elfaradt, de a természet kimerithetetleniil gazdag marad...”
PASCAL: Gondolatok






A részletesebb és a csatolasi tényezot is
tartalmazo képek
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pinrendszerek azonositasa
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Egy ~17 kDa globularis fehérje

IH-spektruma

H,0/D,0 9/1, T=300K, c=1mM
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spinrendszerek azonositésa IH-1H COSY
(homonuklearis korrelacids spektrum)

—21,5,sIn(CQty)
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spinrendszerek azonositésa

IH-1H COSY
HY2
Ell]'o
t
O
5
He El
(o
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o O |
Q Qg F,(ppm)

A spektrumban a J,5 okozta modulaciotol eltekintiink



IH-1H COSY (homonuklearis korrelacids spektrum)
=21,S,sIn(t))sin(md;sty)

905 902
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l, S, sin(Q, t,)sin(
X 14 n‘JIStl)
O ® (O c0S(Qst,)sin(md st,)
_— 21,S,sIn(€2;t;)sin(m;st;)
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—1,a,,cos(€t;) cos(mJ;t;)cos(2t,)

€s

—l,a,,Cc0S(€2t;)cos(md L,

—1,8,KCOS(Qt,)cOS(md ity )COS(Qpt,) Sin(Qt;)cos(md i ts)

cos(Qt,)
~21,cos(t,)cos(nd;t,) 3D-NOESY-HSQC \ /
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spinrendszerdi epereniidlidearis egyszeres-kvantum koherencia spektrum
HSQC = Heteronuclear Single-Quantum Coherence
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2D NOESY
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—Ixa|KCOS(QKt1)COS(QNt2) _IxaIKCOS(QKtl)

sin(€,ty)
21.cos(Qt,) CoS(Ontz)
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—21.a,,,c05(Qt,) —21,N,a,,,cos(€2t;)cos(2t,)

—21,N,a,,,cos(€ty)

A J, okozta modulaciotol eltekintlink
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pinrendszerek azonositdsa —2H N, C,*0-1) cos(Quty)

3D-NHCA —2H N, C.“0 cos(Qyty)

—2H,N cos(QNtl) “H,cos(Qut,)
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A skalaris csatolas okozta modulacioktol eltekintunk




