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WSTEP

Pierwszy, poSredni pomiar momentu ma-
gnetycznego jader wodoru w fazie gazowej w
doswiadczeniu Sterna-Gerlacha mial miejsce w
1933 r. Jednak bezposrednia rejestracja sy-
gnalu magnetycznego rezonansu jadrowego w
fazie skondensowanej zostala wykonana do-
piero w roku 1945 przez F. Blocha, W. W. Han-
sena i M. Packarda oraz, niezaleznie, przez E. R.
Purcella, H. C. TorreyaiR. V. Pounda. DoSwiad-
czenie to byto poczatkowo uwazane za jedna z
wielu pojawiajacych si¢ wowczas ciekawostek
ze Swiata fizyki atomowej i zainteresowalo je-
dynie nielicznych fizykow. Dopiero odkrycie
przesuniec¢ chemicznych w 1950 r. oraz sprze-
zefi spinowo-spinowych rok pozniej uswiado-
milo Srodowisku naukowemu olbrzymie po-
tencjalne znaczenie spektroskopii magnetycz-
nego rezonansu jadrowego (NMR) dla badan
struktury czasteczek. W kolejnych dziesi¢ciole-
ciach nastapit burzliwy jej rozwoj, stymulowa-
ny z jednej strony réznorodnoscia zastosowan

tego typu badan, a z drugiej — stalym postepem
technicznym, stwarzajacym coraz Szersze mo-
zliwosci badawcze (BECKER i wspotaut. 1996).
Dzieki temu spektroskopia NMR stata si¢ obec-
nie metoda, ktora umozliwia otrzymanie infor-
magcji o strukturze czasteczkowej na poziomie
atomowym i moze odgrywac¢ wazng role w pro-
teomice strukturalnej. Tym zagadnieniom zo-
stal poswiecony niniejszy artykut.

Docenienie ogromnego znaczenia prac
opartych na spektroskopii NMR dla postepu
wielu kierunkow badan naukowych znalazto
miedzy innymi SwoOj wyraz w przyznaniu szere-
gu nagrod Nobla badaczom, ktorzy najbardziej
przyczynili si¢ do jej rozwoju (Felix Bloch i
Edward R. Purcell — fizyka 1952, Richard Ernst
- chemia 1991, Kurt Wiithrich — chemia 2002,
Paul C. Lauterbur i Peter Mansfield — medycy-
na 2003; patrz art. W. FRONCISZA w tym zeszy-
cie KOSMOSU).

SPEKTROSKOPIA NMR W BADANIU BIALEK — UWAGI WSTEPNE

Jadra izotopow wickszoSci waznych biolo-
gicznie pierwiastkow, jak wegiel, azot, wodor
czy fosfor, charakteryzuja si¢ waskimi sy-
gnatami w widmach NMR. Oddziatywania mig¢-
dzyjadrowe, ktore sa czute nawet na mate zmia-
ny struktury i konformacji czasteczki,
wplywaja na potozenia, ksztalty i intensywno-
sci sygnatow (FRIEBOLIN 1999). Ponadto spek-

troskopia NMR stwarza mozliwoSci otrzyma-
nia struktur o duzej doktadnoSci w roztworach,
co pozwala na porownywanie struktur biatek
otrzymanych w krysztale i roztworze lub na ba-
dania takich biatek, ktore nie krystalizuja.

Te ogromne mozliwosci badawcze spektro-
skopii NMR na razie nie znajduja odbicia w licz-
bie struktur dostepnych w bazach danych;
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mniej niz 14% struktur biatlek zdeponowanych
w Protein Data Bank (http://www.rscb.org/
pdb) zostato wyznaczonych w oparciu o dane
NMR. Szereg przyczyn spowodowal taki stan
rzeczy i warto wymienic¢ podstawowe powody,
ktore hamowaty dotychczas szerokie wykorzy-
stanie NMR w wyznaczaniu przestrzennych
struktur biatek (ZHUKOV i EJCHART 2003).

Jedna z nich jest niska czulos¢ spektrosko-
pii NMR. Obecnie typowa ilo$¢ biatka potrzeb-
na do badan NMR wynosi okoto 0,5 uM czyli o
kilka rzedow wielkosci wiecej niz iloS¢ po-
trzebna do pomiarow optycznych czy w spek-
trometrii masowej. Ponadto biatko nie powin-
no agregowac przy stezeniach rzedu 1 mM/1.

Pomiary NMR sa czasochtonne. Biatko musi
by¢ wiec stabilne w roztworze w temperaturze
pokojowej co najmniej przez kilkanascie dni.

Sygnaty w widmach biatek poszczegolnych
izotopow sg silnie ponaktadane. Na przyktad w
biatku sktadajacym si¢ z 200 reszt aminokwaso-
wych nalezy oczekiwac okoto 1200 sygnatow
izotopu 'H, 1000 sygnatéw izotopu BCi ponad
200 sygnaléw izotopu N wystepujacych w
waskich przedzialach czestoSci.

Bardzo silny sygnal rozpuszczalnika jakim
jest dla biatek woda utrudnia obserwacje widm
'"H NMR, zwlaszcza waznego diagnostycznie
obszaru sygnalow H,,.

W duzych biatkach sygnaly ulegaja posze-
rzeniu tracac strukture subtelng ze wzgledu na
wolniejsza reorientacje dyfuzyjna.

Wiezy strukturalne otrzymane z widm
NMR zazwyczaj sa niejednoznaczne, Co pozo-
stawia pewna dowolnos¢ wich interpretacji.

Obecnie wigkszos¢ tych niekorzystnych
wilasciwosci widm NMR zostalo przezwycie-
zonych dzieki ogromnemu postepowi jaki do-
konat sic w budowie spektrometrow, zastoso-
waniu nowych technik pomiarowych, znako-
waniu izotopowym oraz procedurach kompu-
terowych stuzacych do otrzymania wiezow
strukturalnych i wykorzystaniu ich w oblicze-
niach strukturalnych. Dzi¢ki temu liczba depo-
nowanych w PDB struktur biatek otrzymanych
w oparciu o dane NMR w ostatnich latach ro-
$nie lawinowo.

PODSTAWY SPEKTROSKOPII NMR

Izotopy posiadajace jadra obdarzone spi-
nami i zwiazanymi z nimi momentami magnet-
ycznymi sa magnetycznie czynne i moga byc¢
obserwowane w spektroskopii NMR. Jadra,
ktorych spiny sa rowne 1/2, maja jedynie mo-
menty magnetyczne i ich sygnaty sa waskie. Na-
tomiast jadra, ktorych spiny sa wi¢ksze od 1/2
maja rowniez momenty kwadrupolowe, ktore
oddziatujac silnie z lokalnymi gradientami pola
elektrycznego powoduja silne poszerzenia sy-
gnatlow. Dlatego, o ile dany pierwiastek po-
siada kilka magnetycznie czynnych izotopow,
do badan NMR wybiera si¢ izotop o spinie 1/2,
nawet jesSli jego zawartoS¢ w naturalnym
sktadzie izotopowym jest mata. Jako przyktad
moze stuzy¢ azot. Pomimo tego, ze w przyrod-
zie dominuje izotop YN o spinie 1 (ponad
99%), to w spektroskopii NMR powszechnie
wykorzystuje si¢ izotop N o spinie 1/2, kt6-
rego naturalna zawartoS¢ wznosi zaledwie
0,37%. CzestosSC rezonansowa jader umiesz-
czonych w statym, silnym, jednorodnym polu
magnetycznym B, jest dana wyrazeniem (VAN
DE VEN 1995):

S =vB(1 - 0)/2n

W wyrazeniu tym y jest stosunkiem magne-
togirycznym charakteryzujacym dany izotop,
za$ o jest stala ekranowania, silnie zalezna od
rozktadu gestosci elektronowej w poblizu
jadra, a wiec zaleza od lokalnej struktury
czasteczki; zwykle jest ona rzedu 10%-10°. W
praktyce zamiast staltych ekranowania uzywa
si¢ latwiejsze do wyznaczenia przesuniecia
chemiczne 6, ktore sa réznicami pomiedzy sy-
gnalami interesujacych jader a jadrami umow-
nego wzorca, wyrazonymi w postaci bezwy-
miarowych wielkoSci:

6 _ 106(f~_ﬁef)/ﬁefz 106(Oref_ 0)

Czynnik 10° jest wprowadzony dla wygody
i dlatego przesuniccia chemiczne sa wyrazone
w czeSciach na milion - ppm. Czestosci rezon-
ansowe jader w NMR dla dostepnych obecnie
warto$ci pol magnetycznych (4,7-21,1 T) sa
rzedu MHz. Na przykiad, dla pola B, = 11,7 T
wartosci te wynosza: ('"H) =~ 500 MHz,
f(*C) ~ 125,7 MHz i f("°N) ~ 50,7 MHz.

Czulo$¢ pomiaru NMR wyrazona jako sto-
sunek sygnatu do szumow S/N jest dana przez:

SIN = viva*BN"/T
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gdziey;iy,saodpowiednio stosunkami magne-
togirycznymi jader pobudzonych poczatkowo
i jader podlegajacych detekgji, o ile sa one roz-
ne. Dlatego pomiary zaczynajace si¢ i konczace
na jadrach o najwiekszej wartoSci y (zazwyczaj
sa to jadra 'H) charakteryzuja si¢ najwicksza
czuloScia. N jest liczba spojnie dodanych iden-
tycznych rejestracji, z czego wynika, ze n-kro-
tne zwieckszenie S/N wymaga wydluzenia
catkowitego czasu pomiaru 7n° razy. Zwicksze-
nie pola magnetycznego i obnizenie tempera-
tury rOwniez poprawia czulo$S¢ pomiaru (VAN
DE VEN 1995).

Istnieja dwa typy oddzialywan pomiedzy
spinami jadrowymi: przez wiazania chemiczne
i przez przestrzen. Oddzialtywanie przenoszo-
ne przez wiazania chemiczne, zwane od-
dzialywaniem lub sprzezeniem spinowo-spino-
wym, przewaznie ma zasi¢g nie przekraczajacy
czterech wiazan. Prowadzi ono do pojawienia
si¢ rozszczepien sygnalow sprzezonych jader.
Jego wartoS¢, zwana stala sprzezenia J, zalezy
od rodzaju pierwiastkOw i wiazan chemicz-
nych znajdujacych si¢ na drodze sprzezenia
oraz ich wzajemnej orientacji co powoduje, ze
stale sprzezenia zawieraja informacje stereo-
chemiczne (EJCHART 1999). Wicynalne state
sprzezenia przez trzy wiazania, °J, sa szczegol-
nie wazne, gdyz ich wartoSci zaleza od kata
dwusciennego jaki tworza te wiazania (Ryc. 1).
Poza informacjami strukturalnymi, sprz¢zenia

3(HH,,) [Hz]

0 T T T T T
-180 -120 -60 0 60 120 180

¢ [deg]

Ryc. 1. Zalezno$¢ wicynalnej stalej sprz¢zenia
spinowo-spinowego pomi¢dzy protonami ami-
dowymi Hy i protonami H, w biatkach od kata
dwusciennego ¢ utworzonego przez wiazania
Hy - N - C, - H, po uwzglednieniu jego relacji w
stosunku do kata (¢ = ¢-60°) — jednego z katow
okreslajacych konformacje szkieletu polipepty-
dowego. ZaleznoSc¢ ta jest opisana krzywa Kar-
plusa: ?’](HN,H(Z) = Acosqu + Bcosg + C, dla ktorej
w tym przypadku 4 = +7,0 Hz, B = -1,4 Hz oraz
C = +1,7 Hz.

spinowo-spinowe s3 wykorzystywane do prze-
niesienia polaryzacji — techniki pozwalajacej
na zwigkszenie czuloSci pomiaru NMR. Do
tego celu najbardziej przydatne sa sprz¢zenia
heterojadrowe charakteryzujace sie duzymi
wartosciami bezwzglednymi ‘J('H,'°C) > 120
Hz i 'J('H,"°N) < -90 Hz.

Oddziatywanie dwoch spinéw jadrowych
przez przestrzen, to oddziatywanie dwoch di-
poli magnetycznych. Statla sprzezenia dipol-
owego, D, zalezy od odleglosci pomiedzy od-
dzialujacymi jadrami oraz od ich stosunkow
magnetogirycznych: D, ~ y,.yjr,.j'3. Typowe war-
tosci statych sprzezenia dipolowego, lezacych
blisko w przestrzeni jader, moga by¢ o kilka
rzedow wielkoSci wicksze niz state sprzezenia
spin-spin. Na  przyktad, w  biatkach
D(C,H,) ~ -24 kHz lub D(N,Hy) ~ 11,5 kHz.
Jednak w odroznieniu od sprzezen spi-
nowo-spinowych, sprzezenia dipolowe, ktory-
ch efektywne wartoSci zaleza od orientacji
wektora r; wzgledem kierunku pola B, w izo-
tropowych roztworach zostaja uSrednione do
zera i nie powoduja rozszczepien sygnalow w
widmach NMR. Pomimo tego, oddzialywania
dipolowe w roztworach izotropowych sa od-
powiedzialne za powstanie jadrowego efektu
Overhausera (NOE). NOE przejawia si¢ w wid-
mie jako zmiana intensywnoSci sygnatu po-
chodzacego od jadra sprzezonego dipolowo z
jadrem, ktorego stan ro6wnowagi termodyna-
micznej zostal zaklocony; wielkoSc tego efektu
jest proporcjonalna do D?, czyli do . Zatem
szybko malejacy, ze wzrostem r, NOE zawiera
informacje o odlegtosciach miedzyjadrowych
(NEUHAUS i WILLIAMSON 1989).

Sprzezenia dipolowe mozna czeSciowo za-
chowa¢ w widmach NMR bialek rozpuszczo-
nych w roztworach anizotropowych. Ich
obserwowane wartosci (tak zwane resztkowe
sprzezenia dipolowe), ktore zaleza od stopnia
orientacji czasteczek biatka przez czynnik ani-
zotropowy, maja wartoSci znacznie mniejsze
od maksymalnych. WartoSci te, jak wspom-
niano wczesniej, zaleza od orientacji wektora
r; wzgledem kierunku pola B, i stanowia
nowy, cenny rodzaj wiezow strukturalnych
(EJCHART i GRYFF-KELLER 2000).

W standardowym impulsowym ekspery-
mencie NMR, po wytworzeniu nierownowago-
wego stanu ukladu spinowego (przygotowa-
nie) moze nastepowal przekazanie od-
dzialywania pomiedzy roznymi spinami (mie-
szanie), po ktorym ma miejsce rejestracja sy-
gnatlu stanowiacego odpowiedz uktadu spino-
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Ryc. 2. Sygnal zaniku swobodnej precesji jader
'H probki zawierajacej roztwor octanu etyluy,
CH;COOCH,CH; (A) oraz otrzymane Z niego
przez transformacje fourierowska widmo NMR
®).

Potozenia, struktura subtelna (rozszczepienia) oraz
wzgledne intensywnosci sygnalow charakteryzuja jed-
noznacznie poszczegolne grupy jader. Sygnal octano-
wej grupy metylowej jest singletem (brak sprzezen z
innymi, odleglymi jadrami H w czasteczce) o wzgled-
nej intensywnosci 3. Sygnaty grup CH, i CHj etylu es-
trowego o wzglednych intensywnoSciach 2 i 3 sa roz-
szczepione przez wicynalne sprzezenie spinowo-spi-
nowe.

wego na zaklocenie (detekcja). Tak otrzymany
sygnal nosi nazwe sygnalu zaniku swobodnej
precesji (FID) i jest funkcja czasu. Operacja
transformacji Fouriera zamienia ten sygnal na
rownowazna mu funkcje czestosci, czyli wid-
mo NMR, ktére w takim przypadku jest nazy-
wane widmem jednowymiarowym — 1D
(Ryc. 2). W widmach 1D kazde jadro jest scha-
rakteryzowane przez polozenie sygnatu dane
jego czestoScia lub przesuni¢ciem chemicz-
nym. W przypadku identycznych wartoSci
przesunie¢ chemicznych kilku sygnatow, co
czesto ma miejsce w widmach liczacych setki
sygnalow, ich jednoznaczne przypisanie po-
szczegolnym jadrom zazwyczaj nie jest mozli-
we. Takie niejednoznacznoSci moga by¢ cze-

Sciowo lub calkowicie usuni¢te przez zastoso-
wanie technik wielowymiarowych.

W widmach dwuwymiarowych (2D), po
okresie przygotowania, zaktécone spiny sa po-

M

Ryc. 3. W pomiarze widma dwuwymiarowego
otrzymuje si¢ zbior sygnatow FID tworzacych ma-
cierz danych w dziedzinie czasu (¢, t,).

Ewolucja powoduje modulacje sygnatu FID rejes-
trowanego w czasie f, czestoSciami wystepujacymi
podczas ¢;. Efektem jest zmiennoSc intensywnosci i faz
sygnatow pojawiajacych si¢ w widmach NMR po serii
transformacji fourierowskich wzgledem #,. Dane znaj-
duja si¢ teraz w mieszanej dziedzinie (Z;, v,). Zbior
i-tych punktow widm otrzymanych dla systematycznie
rosnacych wartosci #; () tworzy interferogram (anal-
ogiczny do sygnatu FID) zawierajacy informacje o cze¢-
stoSciach ewoluujacych podczas ;. Seria transformacji
fourierowskich wzgledem #; wykonanych kolejno dla
wszystkich punktow widma w dziedzinie v, prowadzi
do powstania widma dwuwymiarowego w dziedzinie
czestosci (vq, v,), w ktorym kazdy sygnat jest scharakte-
ryzowany przez dwie czestoSci.

zostawione na pewien czas, w ktorym ewoluuja
z charakterystycznymi dla siebie czestoSciami
(ewolucja - t;). W czasie mieszania cz¢stosci te
moga modulowac oscylacje innych spinow re-
jestrowane podczas detekcji—£,. ROwnomierne
zwiekszanie czasu ewolucji prowadzi do zbioru
widm 1D o réznych fazach modulacji wyste-
pujacych w nich oscylacji, w ktorych pojawia
si¢ druga zaleznosS¢ od czasu — czasu ewolugji
(oprocz wystepujacej takze zaleznosSci od czasu
detekcji). Dwie kolejne transformacje Fouriera
prowadza w takim przypadku do widma, w kt6-
rym kazdy punkt jest scharakteryzowany przez
dwie czestosci (Ryc. 3). Jezeli spiny podlegajace
ewolugji i detekcji naleza do tego samego izo-
topu, to widmo nosi nazwe¢ widma homojadro-
wego i zawiera dwa rodzaje sygnalow: znaj-
dujace si¢ na przekatnej sygnaly diagonalne
(f; =1>), odpowiadajace sygnatom pojawiajacym
sic w widmie 1D, oraz pojawiajace si¢ poza
przekatna  sygnaly  korelacyjne, ktorych
wspotrzedne f; # f, odpowiadaja czestoSciom
oddziatujacych spinéw jadrowych. Charakter
oddzialywania (spinowo-spinowe lub dipo-
lowe) jest wybierany przez odpowiednia kon-
strukcje okresu mieszania. Jezeli spiny podle-
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gajace ewolugji i detekcji naleza do roznych izo-
topow, to widmo nosi nazwe widma hetero-
jadrowego i zawiera jedynie sygnaly korelacyj-
ne. Takie postepowanie mozna uogolni¢ na
trzeci i dalsze wymiary przez dodanie do se-
kwencji pomiarowej dodatkowych czasow
ewolucji i mieszania. W widmach wielowymia-
rowych kazdy sygnat korelacyjny jest scharakt-
eryzowany przez dwie lub wiecej czestosci, co
najczesciej pozwala usunac niejednoznacznosci
wystepujace w odpowiednich widmach jed-
nowymiarowych (VAN DE VEN 1995). Nalezy

jednak uswiadomic sobie powazny mankament
widm wielowymiarowych. Aby zapewnic¢ do-
statecznie dobra rozdzielczoS¢ w kazdym z wy-
miaréw, odpowiadajace im czasy ewolugji
musza by¢ dostatecznie dlugie. Poniewaz catko-
wita liczba pojedynczych pomiarOw jest rowna
iloczynowi liczb inkrementéw podczas kaz-
dego czasu ewolucji, wiec catkowity czas po-
miaru rosnie potegowo z liczba wymiaréw wid-
ma, czesto przekraczajac granice stabilnosci
czasowej spektrometru.

METODY WYZNACZANIA BUDOWY PRZESTRZENNE]J BIALEK OPARTE NA SPEKTROSKOPII
NMR

Wyznaczenie  struktury  przestrzennej
czasteczki biatka z wykorzystaniem spektro-
skopii NMR sktada si¢ z trzech etapow. W
pierwszym etapie dokonuje si¢ przypisan mo-
zliwie najwickszej liczby sygnatlow w widmie
lub widmach magnetycznie czynnych izoto-
pOw. Oznacza to, ze sygnaly sa jednoznacznie
identyfikowane z jadrami atomoéw o znanej lo-
kalizacji w strukturze pierwszorzedowej. Na-
stepnie wykonuje si¢ pomiary dostarczajace in-
formacje o wiezach strukturalnych: od-
legtoSciach miedzyjadrowych (NOE) i katach
dwusciennych (sprzezenia spinowo-spinowe).
Ostatnim etapem jest obliczenie takiej struktu-
ry przestrzennej czasteczki, w ktorej spetnione
sa otrzymane doSwiadczalnie wiezy struktural-
ne (DYSON i WRIGHT 1994). Metody stosowane

]
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w pierwszych dwoch etapach sa determinowa-
ne wielkoScia badanej czasteczki, podczas gdy
obliczenia struktury zaleza od rodzaju, liczby i
doktadnosci wiezow strukturalnych.

Do badania malych bialek, o masach
czasteczkowych nie przekraczajacych 10 kDa,
najczesciej wystarczajace jest wykorzystanie
informacji zawartych w dwuwymiarowych
widmach '"H NMR (WUTHRICH 1986). W iden-
tyfikacji sygnalow nalezacych do protonow
znajdujacych sie w resztach aminokwasowych,
posiadajacych uktady spinowe o okreslonej to-
pologii, wykorzystuje si¢ sprzezenia spi-
nowo-spinowe (Ryc. 4). Natomiast sekwen-
cyjne przypisanie uktadow spinowych —
oparte na wystepowaniu NOE pomiedzy pa-
rami protonéw znajdujacych si¢ w sasia-

Ryc. 4. Fragment dwuwymiarowego widma 'H
NMR wykonanego dla wodnego roztworu heksa-
dekapeptydu, w ktorym sygnaly korelacyjne poja-
wiaja si¢ przy przesunieciach chemicznych
wszystkich jader tworzacych uktad spinowy; wid-
mo takie nosi nazwe TOCSY (ang. total correla-
tion spectroscopy).

Jest to technika najczeSciej stosowana do identyfikacji
i grupowania sygnatow nalezacych do poszczegolnych
reszt aminokwasowych. Na osi odcietych odczytywa-
ne s3 przesuniecia chemiczne protonow Hy, a na osi
rzednych — przesunigcia chemiczne pozostatych pro-
tonow w danej reszcie aminokwasowej. Liniami prze-
rywanymi zaznaczono korelacje dla kilku przyktado-
wych reszt. Liczba i potozenia sygnalow korelacyjnych
charakteryzuja budowe danej reszty aminokwasowej.
Np. dla alaniny (Ala) przy przesunieciu chemicznym
O0(Hy) = 7,58 wida¢ kolejno korelacje z H, (0 = 4,28)
oraz Hg © = 1,49).
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Ryc. 5. Fragment dwuwymiarowego widma 'H
NMR, w ktorym sygnaly korelacyjne pojawiaja
sie przy przesuni¢ciach chemicznych par jader
oddzialujacych dipolowo; widmo takie nosi na-
zwe NOESY (ang. nuclear overhauser effect
spectroscopy).

Widmo wykonano dla heksadekapeptydu, ktérego
widmo TOCSY przedstawiono na ryc. 4. Oprocz sy-
gnatow diagonalnych lezacych na przekatnej widma,
widoczne s sygnaly korelacyjne Hy(?)/Hy(i+1) po-
zwalajace okresli¢ potozenie danej reszty aminokwa-
sowej w sekwencji. Liniami przerywanymi zaznaczo-
no dwa fragmenty przypisan sekwencyjnych.

dujacych resztach aminokwasowych, najczes-
ciej Hy(¥)/ Hy(G+1) i H ({)/Hy(@+1) — koficzy
przypisania sygnatéw 'H (Ryc. 5). Do-
Swiadczalne wiezy strukturalne otrzymuje si¢ z
obserwacji NOE pomiedzy protonami znaj-
dujacymi si¢ w bardziej odleglych resztach
aminokwasowych oraz wicynalnych sprz¢zen
spinowo-spinowych ](HN,H ). Intensywnosci
sygnalow korelacyjnych NOE sa przeliczane na
odlegtosci miedzyjadrowe, zas wartoSci statych
sprzezenia spinowo-spinowego — na katy dwu-
scienne ¢.

W widmach 'H NMR biatek o masach
czasteczkowych wiekszych niz 10 kDa nasilaja
sie dwa efekty; liczba sygnalow zwicksza sie¢, a
ich szerokoSci rosna na skutek coraz wolniej-
szej dyfuzji rotacyjnej czasteczek. W rezultacie
sygnaly w dwuwymiarowych widmach 'H
NMR sa zbyt silnie ponakladane, by mozna je
bylo zidentyfikowac i przypisa¢. W przypadku
bialek o masach czasteczkowych do 30 kDa
rozwiazaniem jest jednorodne, podwojne zna-
kowanie izotopowe ’N/'*C. Pozwala to na wy-
korzystanie w widmach dwu i tréjwymiaro-

Hy  Hp
H\/

() R
40\ /35
/N\CO;}E_\:N/C N
7
\ 192 H
Cp

Ryc. 6. Sie¢ heterojadrowych sprzezen spino-
wo-spinowych, ktore sa wykorzystywane w po-
miarach w1dm 2Di 1 SD do pelnego przypisania sy-
gnatow 'H, "N i “C w blalkach znakowanych
jednorodnie izotopami ®Ni Pc.

Na schemacie podano wartoSci bezwzgledne statych
sprzezenia w hertzach.

wych, heterojadrowych sprze¢zef spinowo-spi-
nowych przez jedno lub dwa wiazania do
identyfikacji i przypisan sekwencyjnych sy-
gnatow 'H, "N i ’C jader atomow tworzacych
szkielet biatkowy (Ryc. 6). Przyklad jednego z
najczeSciej stosowanych  heterojadrowych
widm 2D korelujacych przesuni¢cia che-
miczne 'H i >N w grupach amidowych bialek
jest przedstawiony na Ryc. 7 (ZHUKOV 2001).
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- © ° e o
114.0- ° e b
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- e .
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i . ° oo,
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i © e o
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105 100 95 90 85 80 75 70 65
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Ryc. 7. Wldmo 2D korelujace przesumc;Cla che-
miczne jader 'H (oS odcietych) i BN (o$ rzed-
nych) grup amidowych przez stala sprzezenia
Spinowo-spinowego 1](N,H), ktoére wykonano
dla podwojnie znakowanego homodimeryczne-
go biatka S100A1 zawierajacego 93 reszty amino-
kwasowe w podjednostce. Kazda grupa amidowa
jest na widmie reprezentowana przez jeden sy-
gnal korelacyjny.

Ponadto znakowanie sygnalow korelacyjnych
pochodzacych od oddziatywan dipolowych
"H/'H czestosciami sprzezonych z nimi hetero-
jader N 1ub *Cwwidmach 3D i 4D, zwane re-
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dagowaniem izotopowym, pozwala na usunie-
cie licznych degeneracji sygnatow 'H wy-
stepujacych w widmach 2D (BAX i GRZESIEK
1993, CLORE i GRONENBORN 1998).
Jednorodne znakowanie 15N/ B¢ przestaje
by¢ wystarczajace w biatkach o masach
czasteczkowych przekraczajacych 30 kDa
(KAY 2001). Wtedy pomocne staje si¢ selek-

tywne lub segmentowe znakowanie izotopo-
we i czeSciowe lub calkowite deuterowanie
biatka (LIAN i MIDDLETON 2001). CzeSciowe
znakowanie izotopowe zmniejsza liczbe sy-
gnalobw danego izotopu a deuterowanie
ostabia wewnatrzczasteczkowe oddziatywania
dipolowe powodujac zwezenie sygnatow.

PERSPEKTYWY

Ciagte doskonalenie spektrometrow NMR,
wynikajace z postepu technologicznego w wie-
Iu dziedzinach, zwlaszcza zwiekszenie stoso-
wanych pol magnetycznych dzieki stosowaniu
nowych materialtbw nadprzewodnikowych
oraz polepszenie czultosci i stabilnoSci pomia-
row, bedace konsekwencja nowych rozwiazan
aparaturowych (np. chtodzenie cewki odbior-
czej do temperatury kilkunastu K), stanowi je-
den z waznych powodow, dla ktorych spektro-
skopia NMR pozwala na wyznaczanie struktur
coraz wiekszych biatek i kompleksoOw biatko-
wych. Inne, rownie wazne powody, to nowo-
powstajace techniki pomiarowe, pozwalajace
na coraz lepsza identyfikacje sygnatow w wid-

mach NMR oraz coraz doskonalsze algorytmy
komputerowe stosowane zarOwno do automa-
tycznego lub potautomatycznego przypisywa-
nia sygnatoéw i identyfikacji wiezOw struktural-
nych, jak i obliczen strukturalnych. Nie mozna
tu pominac coraz wydajniejszych metod pod-
stawienia izotopowego, bez ktorego badanie
biatek o duzych masach byloby niemozliwe.
Poniewaz na wszystkich wymienionych po-
lach obserwuje si¢ staly postep, nalezy zatem
oczekiwac, ze w najblizszych latach zarowno
wielkos¢ jak i liczba struktur biatek wyznacza-
nych w oparciu o spektroskopiec NMR beda
szybko rosty.

NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SPECTROSCOPY IN THE DETERMINATION OF PROTEIN
STRUCTURES

Summary

Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR)
is a method well suited to play an important part in
proteomics programs. It provides structural informa-
tion at the atomic resolution. Isotopes of biologically
important elements, 1H, “C, "N, and SlP, display nar-
row resonance lines while the most abundant nitro-
gen (1 N) and carbon (IZC) isotopes are uselessness in
the NMR studies of macromolecules. Internuclear in-
teractions, modulated by even small structural and
conformational changes, influence line shape and in-
tensity of signals in NMR spectra. Last but not least,
NMR provides high resolution structures in solution
allowing to study those proteins that fail to crystallize
or to compare differences between their crystal and
solution structures. The pros and cons of NMR spec-

troscopy as a tool for the protein structure determina-
tion are discussed. Recently, the advance in the NMR
equipment, spectral techniques and isotope labelling
resulted in an enormous growth of the number of
NMR-determined  protein  structures. Modern
NMR-based procedure of structure determination
comprises three stages: assignment of as many signals
as possible in the spectra of NMR-active isotopes, iden-
tification of structural constraints, and calculation of a
family of three-dimensional structures fulfilling exper-
imental constraints. Approaches used at the first two
stages depend on the size of the protein studied
whereas the approach applied at the third stage de-
pends on the type and number of identified con-
straints.
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