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* Kémiai eltolédas, 1D-s spektrumok
* Vonalszélesség €s jeleloszlas
— denaturalt vagy feltekeredett
— aggregacio és flexibilitas
» lzotépos jelblés, tobb dimenziés
spektroszkopia
— fehérje ,,ujjlenyomatok”
— ligandumkotés, ,,SAR by NMR”
— konformacié nagy fehérjékre
— szerkezet kis fehérjékre

A fehérjék fontos vonasa a dinamikus
térszerkezet

Kémiai eltolédas

Egy fehérjében még az egyforma atommagoknak sem lesz

egyforma a rezonancia frekvenciaja! Ennek oka az arnyékolas.

*A magot koriilvevé elektronok a By térrel ellentétes mezét generalnak - az
g csokkent ma teret érez.

*Az arnyékolas nagysaga az atommagot kériilvevé elektronfelhd
slirliségétol fliggden valtozik.
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Az NMR  spektroszkopia a
technikai fejlédés eredményeként mara a
fehérje biokémia fontos és madassal nem
potolhatd eszkdze lett. Alkalmas szerkezet
meghatarozasra, a konformaciés dinamika
koleson-

leképezésére, fehérje-fehérje

hatasok leirdsara, kotohelyek sztereo-
kémiai szintli feltérképezésére egyebek

kozott.

Kiilonos jelentdésége van az NMR
moédszernek a  fehérjék konformacios

flexibilitdsaval  Osszefliggd jelenségek
vizsgélatanal, mivel - szemben a rontgen
diffrakcios

technika altal szolgaltatott

statikus képpel - az NMR tiikr6zi az atomi
kicserélodési

szinti ~ mozgasokat ¢és

folyamatokat.

A kémiai  eltolodads  tulaj-
donképpen egy-egy atommag kozvetlen
kornyezetét tiikrozi (arnyékolas), igy nagy
informaciot

felbontasu szerkezeti

tartalmaz.



Denaturalt és ,.feltekeredett” fehérjék

A természetes térszerkezettel (B) rendelkezé fehérjékben
mas a protonok kérnyezete, mint denaturalt vagy
»random coil” (A) szerkezetekben.

Kitekeredett fehérjékben Feltekeredett fehérjékben egy
egy adott proton eltolédasa adott proton eltolédasat

a sokféle szerkezetben befolyasoljak a térben kézeli
tapasztalt érték atlaganak  csoportok, a fehérjevaz

felel meg konformacidja, stb.

Az effektusok nem
atlagolodnak ki, mert altalaban
egy hatarozott szerkezet
létezik.

Tehat néhany proton
“kiilonleges”
kornyezetben lehet, és
7 ehhez mérten eltolédasa
tavol lehet az atlagtol!

Denaturalt és feltekeredett fehérjék
proton NMR spektruma
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Jelkiszélesedés 1D-s spektrumokban:
aggregacm és konformacms flexibilitas

*A jelszélességeknek
altalaban meg kell felelnie
a vart méreti fehérjének.

*A vartnal nagyobb
félértékszélesség
aggregaciora utalhat.

Hill és DeGrado (2000) Structure 8: 471-9

*Azt is jelentheti, hogy tobb
Hill és DeGrado metilcsoportok kissé eltéré konformer van
hidrogénatomjainak jeleloszlasat je|en )

és kiszélesedésiiket mérte 1D-s 'H

NMR spekt 6l. Ebbél kdvet-

keztettek : a,D fehérjék

flexibilitasara.

*A konformaciés flexibilitas
szlKkiti a jelek eloszlasat is.

Alkalmazasi lehetdség rendezett és
rendezetlen fehérjék kozotti kiilonbségtétel.
A rendezetlen fehérjékben az atomok
eltolodasa egy atlagos értékhez kozelit,
mig rendezett esetben egyes eltolodasok
igen tavol eshetnek az atlagtol.

Példa az eldbbire: denaturalt és
természetes ubiquitin 1D 'H NMR
spektruma. A denaturalt fehérje spektruma
lathatdlag jelszegényebb, és a jelek
csoportokba rendezhetdk. A természetes
fehérje spektruma sokkal valtozatosabbnak
tetszik, a jelek nem asszignalhatok
egyértelmiien. Figyelemre méltoak a
negativ tartomanyban levd protonjelek,
amelyek  csakis  rendezett  fehérjék
spektrumaiban fordulnak el6. Mindez az
egyes magok kornyezetének egyedi
voltabol kovetkezik — vagyis a rendezett
térszerkezetbdl.

Az egyszerli 1D-s protonspektrum
jeleinek félérték szélessége is hasznos
informaciot hordoz. Ha a jelek
sz¢élesebbek a vartnal, altalaban agg-
regaciot jelent, de a fehérje megndvekedett
flexibilitasara is utalhat.

Vizsgaltdk  példaul az oD
mesterséges fehérjét €és pontmutansait.
Bizonyos  mutdnsok  proton = NMR
spektruma - amely mutansok nem
aggregalodtak (ultracentrifugéval ellend-
rizhetd) és masodlagos szerkezetiik sem
valtozott meg (CD spektroszkopiaval
ellendrizhetd) — markans eltérést mutattak
a kiindulédsi fehérjéhez képest. Ebbdl a
fehérjék megnovekedett konformécios
flexibilitasara kovetkeztethetiink.



Az egy dimenziés NMR spektrumok korlatai

Altalaban az 1D-s NMR spektrumok csak kvalitativ
informaciot adnak fehérjékrél, azaz...

*Van-e allando, meghatarozott szerkezete az NMR
mérés korilményei kdzott?
*Aggregalodott-e?

Az igen kicsinek szamito, 6 000 molekulatomegii
fehérjéknek is igen bonyolult 1D-s spektrumuk
van, szerves kismolekulakéval 6sszehasonlitva!

Dimenziék hozzaadasa:
izotopos jelolés
*Nagyon sok atfedd jel van a fehérjék 1D-s spektrumaban.

*Egy modszer az atfedés csokkentésére a fehérjék nitrogén és/vagy
szén jelolésén alapszik.

« Osszefliggést keresnek a 15N és/vagy '3C jelek és az olyan protonok
jelei kozott, amelyek kozvetlenll kapcsolddnak a szébanforgd

atomokhoz.
15N - 1H 13C -1H
J=~89-95 Hz J=~110-160 Hz

1SN-"H HSQC spektrum: fehérjék ujjlenyomata

Heteronuclear Single Quantum Coherence
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Egy fehérje HSQC spektruma ligandum

j été (fekete), és li nélkiil
(vilagos). Néhany csucs elmozdul, a tobbi
nem - specifikus adszorpcio!

ID-s 'H NMR spektrumok

felvétele altalaban nem itkozik
nehézségekbe, hiszen a mintdk nem
igényelnek kiilonleges elokészitést és a
spektrumuk is egyszeri. Szamos hasznos
informaci6  nyerhetd  beldlik, de
kvantitativ szerkezeti informacié nem
kaphato beldlik még igen kicsinek
szamitd fehérjék esetén sem, mivel tobb
szdz vagy ezer atfedd jel varhaté egy sziik
jeltartoményba!
Megoldast az  atfedd  jelek
szétvalasztasa jelenti. A N ¢és °C
atommagokkal ,,jelolt” fehérjék eldallitasa
koriilményesebb, viszont az eddig 1
dimenzidés spektrum tobb dimenzidba

keriil, az atfedd jelek szétvalnak. Ezen tal

Osszefiiggést  kaphatunk az  atomok
kozvetlen  kapcsolatardl,  vagyis a
szerkezetrol.

Példaul N-'H HSQC

(Heteronuclear Single Quantum Coherence)
spektrumban ott kapunk jelet, ahol

kapcsold6 atomok eltolodasai metszik
egymast. Az egy dimenzids spektrumban
levo, egymast fedo jeleket
megkiilonboztethetjiik aszerint, hogy mely

atomokhoz kapcsolodnak.



A HSQC spektrum valtozasaibol
szerkezeti informaciét nyerni

*HSQC spektrumokat rutinszeriien hasznalnak ligandkotés detektalasara.
*Ez az alapja a “SAR by NMR” médszernek. SAR = ,,structure-activity
relationships”.

*Ha tudni akarjuk, hogy a ligand hova kotédik, ,,mindéssze” azokat a
jeleket kell azonositani, amelyek elmozdultak.
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»Discovering high-affinity ligands for proteins: SAR by NMR”
Shuker et al. Science (1996) 274: 1531-4

Az SH2 domén szerkezete

*Szamos fehérjében
megtalalhaté — sejten beliili
jelatvitel (Src tirozin kinaz).

*Megkozelitéleg 100
aminosav hosszu.

~Glu=Gli
- Tyr RSN,
| ] lle
Src-SH2

SH2 domén

A foszfotirozin peptid kotédése az SH2
doménhez
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Példa: egy fehérje "N-'H HSQC
spektruma  ligandum jelenlétében és
anélkiil. Bizonyos jelek megvaltoztak a
ligandumkotés hatasara, a tobbsége nem:
ez specifikus, adott helyhez vald ktddést
jelez! Ez az alapja a “SAR by NMR”
modszernek, mivel detektalhatok a
fiiggetleniil k6t6do ligandumok, amelyeket
végiil kovalensen 0Osszekapcsolva még
erdsebben kotddd ligandumok allithatok

74

elo.

Masik példa: az SH2 fehérje csalad
tagjai a sejten beliili jelatvitelért feleldsek.
A fehérjek foszforilalt tirozin
aminosavtartalmia  molekuldkat kotnek
meg. "°"N-"H HSQC spektrumbél sikeriilt

azonositani a kotOhelyet és a jelatvitelért

felelds szerkezeti elemeket.



Szerpinek: valtozatos konformaciok, a
feltételezett mechanizmus

I* = hasitott
\ szerpin |

*Feltételezés: | ~ El és I* ~ E-I*, de... I)(I*!

E = aktiv | = aktiv
proteéz szerpin

EI = Michaelis-
komplex

Szerpin fehérje modosulatok
TH->N HSQC NMR spektrumai

c Szelektiven °N-Ala
% aminosavval jellt
0 ! .
‘“ 8 g00 |™ szerpin médosulatok.
Vo I

125 A = aktiv szerpin
B =A+C

C = Michaelis komplex

D = hasitott szerpin
E =D+F

F = kovalens komplex

¢ m ¢ Az NMR spektrum

igazolja a feltételezett

H ppm gatlasi mechanizmust!
Dobé J. JBC (2004) 279: 9264-9
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C1r és rokonai: molekulakomplexek és
moduljaik
C1r és a rokonai: C1s, MASP-1,-2,-3

Modularis szerkezetiik egyforma...

cuBt EGF cuB2 CCP1 coPz s
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Gyakorlatilag minden
szerkezetvizsgalo
modszer szamara tual
nagy és bonyolult a
komplex!

... a komplex, amiben a
proteazok részt vesznek...

A szerpinek  szerin  protedz
inhibitor fehérjék. Az alabbi
reakciomechanizmus 4altaldnosan elfoga-
dott, de igazolasara ezidaig csak kozvetett
moédon  keriilt sor. A szerpinek speci-
fikusan, protedzok alszubsztratjaként mii-
kodnek, a protedz egy felszinen 1év6 hurok
régioba (Reactive Center Loop, RCL)
tamad. Ezutdn a szerpinmolekula RCL
régidja elhasad és beékelddik a szerpin
kiterjedt [p-réteg struktirdjaba. Ennek
sordn megsériill a protedz katalitikus
harmasanak  szerkezete, a  proteaz
inaktivalodik. Ha a reakcié sikeres, a
proteaz kovalensen a szerpinhez kotve
marad, egyébként a szerpin hasadt
formaban keletkezik.

A szerpin ~ minden  alanin
aminosavat - és csak azokat - specifikusan
jeloljik. Felveheté a  szerpin-enzim
reakcio intermedierjeinek szamitd szerpin
modosulatok "N-"H HSQC spektruma.
Kideriilt, hogy a szerpinmolekulanak
onmagaban hasonld a spektruma, mint a
nemkovalens szerpin-enzim inter-
mediernek. Hasonlonak bizonyult az
elhasitott szerpinmolekula spektruma a
kovalens szerpin-enzim végtermékhez is.
Viszont a hasitott  szerpinmolekula
spektruma egyaltalan nem egyezett az
aktiv szerpinével, de ami fontosabb, a

Michaelis komplexével sem! Ebbdl
kideriilt, hogy a feltételezett mecha-
nizmus valoban megfelel a korabbi
hipotéziseknek.

A Clr és rokon protedzai az
immunrendszer aktivalasdban vesznek
részt. Nagyméretii, modularis szerkezetiik-
ben egyforma proteazok, osszetett moleku-
laris komplex alkotdelemei. Megfeleld
részletességli szerkezeti informacié egyik
ismert szerkezetvizsgaldé modszerrel sem
nyerheto.



A modulok szerkezetvizsgalata NMR Megoldas: az egyedi  fehérje-

technikaval régiok  szerkezete fiziologias  koriil-
mények kozott informaciot adhat legalabb
a régiok orientacigjardl és flexibilitasarol a
komplexben. Az NMR technika erre a

célra kiilonosen alkalmas lehet.

NMR  relaxacios  folyamatok

idéallandoja sok tényezo6tdl fiigg, tobbek

kozott a molekuldk mozgékonysagatol is.

Ezért jol hasznalhato a fehérjén beliili

NMR relaxacio mozgasok jellemzésére.

» A relaxacio révén a magneses gerjesztettség
visszatér az egyensulyba (T,), vagy a spontan
rendezetlenségbe (T,, entrépia).

* A két relaxacios folyamat aranya 0sszefligg a
molekula méretével (rotacio).

* T, nd a biomolekula ndvekvé méretével, mig T,
csOkken azzal.

+ A ,steady-state” 'H-'SN NOE az N-H kétési
vektor mozgasanak valtozasat méri, névekvd
értéke a kotés fokozott merevségét jelzi.

Egy SH2 domén fehérje analizise
relaxacios adatokkal. Az d&bran egyes
aminosavakhoz tartozd relaxacios i1dok
talalhatok, kiilon a természetes, kiilon a
denaturalt fehérjére. A spin-racs relaxacios

folyamatok (T;) nem  kiilonboznek

lényegesen. A spin-spin relaxacids idok

(T,) viszont megndttek a denaturalt fehérje

SH2 domén relaxacios analizise végein. Ez a kiilonbség tiikr6z6dik a NOE

feltekeredett denaturalt

kisérletben is.




Hidrogén-deutérium kicserélédés

A hidrogén-deutérium kicserélédési arany az amid
protonok deutériumra cserélédését méri.

A lassu amid proton kicserél6dés az N-H csoportok
oldészerrel szembeni védelmet mutatja.

A kicserélédés jelentésen lecsokken, ha a
hidrogénatom hidrogénkétésben vesz részt,
kiléndésen akkor, ha a kétés a molekula felszinén van.
A hidrogén-deutérium kicserél6dési arany szamos
tényez6tél figg, mint a pH, a donor csoport pK-ja,
hémérséklet, oldoszer hozzaférhetéség.

h3J.ini korrelacio fehérjékben

_.1SCa_HOL 15N_H

\ /

1SN—H e0e O =13C

VA

130(1

i. aminosav j- aminosav

SH3 fehérje és az RLP2 peptid
kolcsonhatasa

*Kotédés hatasara megvaltoztak az SH3 fehérje hidrogénhidjai.

4= 3y szabad > kitott
-------- W) szabad = kététt p
P € 1y szabad < kotétt

RLP2

¢ THN

F. Cordier et al. J. Mol. Biol. (2000) 304: 497-505

NMR spektroszkopiaval a fehérje
konformécios flexibilitdsa mas uton is
vizsgalhato. Ha a mintdit nehézvizbe
helyezziik, a protonok flexibilitastol fiiggd
sebességgel cserélddnek deutériumra. A
deutérium  eltoloddsa tavol esik a
protonokétdl, igy a cserereakcio sebessége

a jelintenzitas csokkenésébdl kiszamithato.

A fehérjéken beliili hidrogénhidak
detektalasa is lehetséges, mivel olyan
atomok rezgései is csatolodnak, melyek

kozott csak hidrogénkotés van!

Ezt a jelenséget hasznaltdk ki az
SH3 fehérje domén vizsgalatanal. Azt
talaltdk, hogy a ligand (prolin gazdag
RLP2 peptid) kotés hatasara bizonyos
hidrogénhidak megrovidiiltek, masok nem
valtoztak. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a fehérjére mar
ismert  rontgen  szerkezetekkel, és
bizonyitjak, hogy a ligandum ,,induced fit”

mechanizmus szerint fejti ki hatdsat.



Valtozasok a "J.. csatolasokban
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+ Az NMR spektroszkopia egyre alkalmasabba

valik arra, hogy segitségével meghatarozzuk...

— oldott fehérjék térszerkezetét

— képet kapjunk konformacios flexibilitasukrol

— feltérképezziik kotohelyeiket és kdlcsonhatasaikat
— kovessiik miikodésiik kinetikajat akar in vivo

NMR torténelem...

MOBILITY AND SYMMETRY IN THE Fc AND pF¢’
FRAGMENTS AS PROBED BY 'H NMR

1.BOYD. 5. B. EASTERBROOK-SMIT /ODSZKY,

A valtozasokat reprodukalhatéan
lehet mérni, és nagysaguk Osszefliggésbe
hozhat6 a  hidrogénkotések  hossz-

valtozasaval.

Az NMR spektroszkopia kezd a
biokémia nélkiilozhetetlen fegyverévé
valni — ezt azonban ma még hatraltatja az

igen koltségesnek szamito technologia.

Az 0Osszefoglalds utan alljon itt
emlékeztetdiil ez az dbra, amely 1978-ban,
Oxfordban késziilt, amikor fehérje NMR

spektroszkopiaval kezdtem foglalkozni.



