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A fehérjék szerkezetének és miikodésének megértése alapvetd fontossagi a bioldgia és az orvostudomany
szaméara. Az NMR spektroszképia (Fiiggelék A) azon ritka kisérleti mddszerek egyike, mely a molekularis
kolcsonhatasoknak mind a szerkezeti, mind a dinamikai aspektusat képes megvilagitani. A mddszer tovabbi
elénye, hogy az igy nyert atomi szint{i informacié makroszkopikusan mérhet§ termodinamikai és kinetikai
paraméterekkel hozhat6 Osszefiiggésbe. Az alabbiakban attekintjiik az NMR spektroszkdpia azon alkalmazasi
lehetSségeit, melyek napjainkban segitségiinkre vannak a biomolekuldk vizsgélatdban. Osszefoglalénk sordn
elsGsorban az oldatfazisi vizsgélatokra Osszpontositunk (I-IV.), de roviden bepillantdst nydjtunk az Olvasé
szdmdara azokba a szilard fazisi NMR technikdkba is (V.), melyek lehet6vé teszik a rosszul old6dd, nehezen
kristalyosithaté molekularis rendszerek (pl. membranpeptidek) vizsgélatat.

I. Szerkezetmeghatarozas

Fehérjék oldatfazisi NMR szerkezetvizsgélata soran a cél az aminosavszekvencia ismeretében a molekula harom
dimenzids térbeli szerkezetének a felderitése. Kismolekuldk NMR vizsgilatihoz hasonléan a
szerkezetmeghatarozas 1épései harom fG fazisra tagolédnak: a) jelhozzarendelés, b) 'H-'H tavolsagkényszerek
felallitasa és c) szerkezetszamolds. Mivel fehérjék esetében igen nagy szamu rezonanciajellel allunk szemben,
elengedhetetlen a nagyterti, nagyfelbontdsti szupravezet§ magnesek (= 500 MHz) haszndlata, valamint a
molekulamérettdl fiiggden izotdpjelzés (Fiiggelék B) alkalmazasa. Az erre vonatkozé iranyelveket az 1. tdblazat
mutatja.

Molekulatomeg Stratégia
izotopjelzés nem sziikséges
<8kDa (2D 'H-'H homokorrelci6s mérések)
teljes "N-izot6pjelzés

S12kba (3D "N-editilt "H-'H korreldcis mérések)
teljes °C, PN izotépjelzés

1225 kDa (3D, 4D harmasrezonancia mérések)

> 25 kDa teljes °H, °C, N izot6pjelzés

(3D, 4D négyesrezonancia mérések)

1. tabazat Izotopjelzés teljes szerkezetmeghatdrozas céljabol torténd NMR vizsgéalatokhoz

Mig a “C és N izotdpjelzés hirom vagy négy dimenziés spektrumokban sziiréként mikodve noveli a
felbontast (1. dbra), a “H izotép alkalmazdsa csokkenti azokat a nagy molekulatomegi fehériékben el6térbe
keriil§ relaxaciés folyamatokat, melyek jelszélesedéshez és ezaltal intenzitascsokkenéshez vezetnek. Mivel a
*H-jelzés a szerkezetmeghatdrozasban nem jatszik kozvetlen szerepet, a tovdbbiakban vele nem foglalkozunk.
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1. abra (A) ErGs étfedés a rezonanciajelek kozott a lizozim fehérje (10 kDa) 2D homonukledris NOESY spektrumdban. (B) A PN-editalt
3D NOESY-HSQC spektrum sematikus képe. A 2D spektrumban atfeds rezonanciajelek a "N kémiai eltoléddsuknak megfelelGen
szétvalnak.



Jelhozzdrendelés. Mig peptidek, kisebb fehérjék rezonanciajeleinek asszignacidjat 2D homonukledris mérések
kombindcidjaval nyerjiik, nagyobb fehérjék esetén harmasrezonancia mérésekre (‘H, "°C, '°N) van sziikség (1.
tablazat). Mindkét esetben a magok kozott az elektronok kozvetitésével mikods (tehat kémiai kotések mentén
hat6) J-csatoldsok segitségével teremtiink korrelacidt az egyes atomok kozott. Mig homonukledris mérésekben
ez két egymassal kotésben levé (jelzetlen) heteroatomhoz kot6dé 'H-"H magpar kozotti *Jyy (1-10 Hz) csatoldst
jelent, harmasrezonancia mérésekben kozvetleniil az egymdssal kémiai kotésben levé 'H, °C, és °N magok
kozott “lépkediink” (J~10-130 Hz) (2. dbra). Az egykotéses erdsebb csatolds hatékonyabb maégnesezettség
transzfert eredményez, ami a felbontds novelésén til, az izotopjelzés masik nagy elénye. A jelhozzarendelés
stratégiajat jelzetlen és jelzett fehérjékben a 3. és 5. abra szemlélteti.

Jelzetlen fehérjékben a 'H rezonanciajelek asszigniciéjat 2D COSY, TOCSY és NOESY homonukledris
korrelacios mérések kombindcidjaval nyerjiik (3. dbra). A COSY (“correlation spectroscopy”) és TOCSY (“total
correlation spectroscopy”) spektrumok segitségével spinrendszereket azonosithatunk, melyek a rezonanciajelek
kémiai eltolédasai és korrelaciés mintazatai (4. dbra) alapjan megfeleltethet6k egy-egy aminosavtipusnak. A
NOESY (“nuclear Overhauser effect spectroscopy”) mérés szolgéltatta 'H-'H térkozelségekbdl pedig — az
aminosavszekvencia ismeretében — kdvetkeztethetiink az i-i+1 konnektivitdsra. A hdrom mérés kombinacidjaval
a 'H rezonanciajelek egy az egyben a peptidldnchoz rendelhetdk.

Hatvan-hetven aminosavnal hosszabb peptidlancok esetében, azaz kb. 8 kDa-os molekulatomeg felett célszeri a
'"H-'H homonukledris méréseket '’N-editlt hirom dimenzids spektrumokkal kiegésziteni. A 2D spektrumokban
4tfedS rezonanciejelek a 3D "N-TOCSY-HSQC és 3D '"N-NOESY-HSQC spektrumokban a "N kémiai
eltolédasuk alapjan egyértelmten asszignalhatok.

Még nagyobb fehérjék esetén (kb. 10-12 kDa felett) a jelhozzarendelés mar csak harom vagy négy dimenzids
harmasrezonancia kisérletek kombinaciéjaval oldhat6 meg.  Ezek kozil néhany mérés Kkorrelacios
szabélyszerliségeit a 6. dbra mutatja. A peptidgerinc asszignicidjanak alappillére a HNCACB és a
CBCACONNH mérés (5. abra). Mig a HNCACB pulzusszekvencia az i-dik aminosavegység amidprotonjat a
sajat (i-dik) és 6t a szekvencidban eggyel megel6z6 (i-1-dik) aminosavegység alfa és béta szénatomjaval
korrelalja, a CBCACONNH mérés az i-dik aminosavegység amidprotonja és az i-1-dik aminosavegység alfa és
béta szénatomja kozott teremt korrelaciét. A két spektrum parhuzamos értékelésével a rezonanciajelek
dominészertien az aminosavszekvencidhoz rendelhet6k. A peptidgerinc fennmaradé karbonil szénatomjat és alfa
hidrogénatomjat a HNCO és a CBCACOCAHA mérések segitségével asszignalhatjuk. A peptidgerinc
asszignaciojat koveti az oldallancok jelhozzarendelése, melyet TOCSY-tipusi mérések segitségével nyerhetiink.
Az asszignicié végeztével rendelkezésiinkre 4ll a fehérjemolekula - szerencsés esetben - valamennyi 'H, °C és
N atomjénak a kémiai eltoléddsa. Ezek koziil az 'H,, “C,, "Cp és “C=0 eltolédasok jelentSs eltéréseket
mutatnak “random coil”, a-hélix és B-redd esetén, igy a masodlagos szerkezeti elemek feltérképezése sordn
diagnosztikusnak tekinthetSk.
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2. abra (A) A peptidgerinc asszigniciéja sordn alkalmazott 'H-BC-"N harmasrezonancia-spektrumokat olyan 3D téglatestként kell
elképzelniink, ahol az egyik dimenzié az amidproton, a masik dimenzi6 a szén, a harmadik dimenzi6 pedig a nitrogén kémiai eltoléddsa. Az
adatfeldolgozés sordn az egyes N-eltoléddsoknak megfeleld sikok kozott lépkediink a téglatestben. (B) A magnesezettség pardnyi
szallitéedénykéiként miikods skaldris (J) csatoldsok a '*C, "N-jelzett peptidlancban.
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3. abra Jelzetlen fehérjék asszignacidja 2D homonukledris korreldcios mérések kombinacidjaval. Az aminosavak tipusat kémiai eltolédasuk
és a keresztcsticsok mintdzata alapjan COSY és TOCSY mérések segitségével azonositjuk. Az alsé sorban az egyik valin aminosav
asszigniciéja lathaté a rubredoxin fehérjében (5 kDa). A NOESY 'H-'H tivolsigkényszerekb6l meghatirozhaté az egyes
aminosavegységeknek megfeleld rezonanciajelek i-i+1 konnektivitdsa a peptidldncban, valamint a teljes hAromdimenzids szerkezet.

Val YeHs, Ile
YCH3
By aminosav oH BH tobbi
: valin (Val) 4.18 2.13 vy CH3 0.97, 0.94
AR el v CH, 1.48, 1.19
4 < izoleucin (Ile) 4.23 1.90 vy CH; 0.95
eu r . 6 CH;0.89
. CH 1.64
1 L 4. 1.65, 1. i
eucin (Leu) 38 65, 1.65 5 CH, 0.94, 0.90
o treonin (Thr) 4.35 4.22 vy CH; 1.23
aH, ad = _L

4. abra Néhany aminosav COSY korreldciés mintizata és 'H kémiai eltolédésa.
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6. abra Néhany H-~"C-°N harmasrezonancia mérés korrelacids szabdlyszertiségei. Az egyes mérések az azonos szinnel

bekeretezett atomok kozott teremtenek korrelaciot.

CBCACONNHE 5 HNCACB | ¢
347 = : Fé
7 ppm . - :
Val,p, Gy @ o . - - FE Fg
- o° © _i ° :
s @ " M - M
e o S £ 58.1 ppm 5.~ = o
@ - Ser... C @ ¢ 8
62.2 ppm o gt Y # 3
- EFs o o Fs
VG, =~ =@ m s s = e s T e - e ®
s 65.8 ppm Fs
A Fe Ser o, Cﬁ A F
Ser,p3 HN:9.55 ppm 15N: 123.0 ppm [ & Ser;,; HN:9.55 ppm 15N: 123.0 ppm |
105 100 a5 y 50 75 7o 0s 100 a5 90 o5 75 7o
D1_H1(ppm)  D3_N15=123.46 D1i_H1(ppm) D3 N15=123.16
THN ppm THN ppm
e o I
HNCOJ ) CBCACOCAHA | ;
° FE i
FE ° o F
172.2 ppm F8 . Es
val,,,co @ 0 t: E - S © 34.7ppm |[°
5 o F1- -~ Val;p, Gy | 8
Co 2 To o %
& o :E O = o F3
¢ T °. < 3
g8 ~ N < g
£ ® o > 62.2ppm |3
Serizg : - T b J Vali,C, | g
HN: 9.55 ppm Fe ® -
H 4.91 ppm Fe
T T - " 15N: 123'9 ppm Val;p H, - 13C0:172.2ppm | &
10s 100 0 : e s 0 o5 ) s 0 a5 4o 35 w0 25
D1_H1(ppm)  D3_N15=123.07 D1_H1(ppm)  D3_C13=172.08
1 1
HN ppm H, ppm
CC-TOCSY-NNH| ¢
21.3 ppm He HCCH-TOCSY|:
22.5 ppm _ N o H Es
ValziCHEs = = & :
122 Y41, %52 - Eg P
34.7 ppm = - ‘,— % 2
- e = i o S
& ¥ = ) L3
45 = ! g E
62.2 ppm L2 g O--------- = S o = B = E
Valyy, C,~ — % < s 2 - i ‘ e
< [ 5 2.20 ppm | 0.89 ppm Es
ﬁ k. Valipp Hy | Vali Hy | 13¢ : 62.2 ppm} 2
Seryy; HN:9.55 ppm 15N: 123.0 ppm Eg ) oo “DLH:slppmisu Da}:ikm.ig o
e e D:;M (ppm) D3_N15=123.28 * " ” 1 H ppm
THN ppm
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Tavolsdagkényszerek. A rezonanciajelek asszignacidjanak birtokdban a szerkezetmeghatarozas kovetkezd 1€pése
a 'H-"H tavolsagkényszerek feldllitisa. A jelhozzirendeléshez hasonléan ez is tobbdimenzids, leggyakrabban
PC- vagy ""N-editalt NOESY mérésekkel torténik (1b. dbra). Ezen mérések sordn szénnel vagy nitrogénnel
kémiai kotésben lev H-atomok korrelacidjat detektaljuk mads, vele térkozelségben (<6 A) levé H-atomokkal.
Egy jol definialt szerkezet eléréséhez aminosavanként atlagosan 15-20 kényszerfeltételre van sziikség, ami egy
15-20 kDa-os fehérje esetén 3-4 ezer tavolsagkényszert jelent.

Szerkezetszamolds. A szerkezetmeghatarozas végsG fazisa a szerkezetszamolds.  Ennek soran az
aminosavsorrend ismeretében és a 'H-'H tivolsigkényszerek birtokdban molekuladinamikai mddszerek
alkalmazéaséaval szerkezeteket generdlunk és finomitunk, s a két folyamat kozott addig iterdlunk, mig tovabbi
érdemi javulast mar nem észleliink. A tavolsiagkényszerek mellett a szerkezetszdmoldst segiti a kémiai
eltol6dasbol nyert masodlagos szerkezetre vonatkozé informdacid, valamint - amennyiben rendelkezésre all -
torzids szogek, orienticios kényszerek, ismert H- és diszulfid-kotések pozicidja a molekuldban. A
szerkezetszamolds eredménye egy a kényszerfeltételeknek eleget tevd tipikusan 10 vagy 20 legalacsonyabb
energidju szerkezetbdl all6 sokasdg (7. dbra), valamint az dn. atlagos szerkezet. A szerkezet hatdrozottsagat
jellemz§ paraméter az RMSD (root mean square deviation = eltérések négyzetosszegének gyoke), a sokasdgnak
a fehérje adott tipust atomjaira (pl. C,) vonatkozdan szamitott eltérése az atlagos szerkezettdl.

7. abra Az intesztinélis zsirsavkots fehérje apo formdjanak 20 legalacsonyabb energidju szerkezete az NMR szerkezetszamitas
végén. A C, atomokra szamitott RMSD érték 1.2 A. (Hodsdon & Cistola, Biochemistry 1997, 36, 1450-1460.)

Molekulakomplexek. Vizsgalddasaink soran a fehérjéknek tobbnyire nem pusztan az 6nmagukban allé un. apo
(=kiilon, gorog) formajara vagyunk kivancsiak, hanem valamely ligandummal vagy makromolekulaval (masik
fehérje, DNS) képzett komplexének, az n. holo (=teljes, girdg) formanak a szerkezetére. Konkrétan mire is
keressiik a valaszt ezekben a vizsgalatokban? Tobbek kozott arra, mely aminosavegységek vesznek részt a
kolcsonhatasban, a kolcsonhatd partnerek kozott milyen mésodlagos kotGer6k miikodnek, mi a kodlesonhatds
mechanizmusa és mozgatérugdja.

Az intermolekularis hatarfeliileletek feltérképezésének legegyszeribb médja a kémiai eltolodds valtozdasanak
monitorizdldsa. Kivaléan alkalmasak erre azok a heterokorreldciés tn. "N-HSQC (“heteronuclear single
quantum coherence”) spektrumok, melyekben minden egyes keresztcsics egy-egy NH protonnak, azaz - a
néhany NH protont tartalmazo6 oldallanctél (pl. Asn, Gln) eltekintve - egy-egy aminosavegységnek felel meg a
fehérjében. Ezen mérések sordn tipikusan '°N-jelzett fehérjét komplexalunk jelzetlen partnerével (8. dbra).

Amennyiben nagyobb felbontast, atomi szintd informéciéra van sziikségiink a molekulakomplexek szerkezetét
illetSen, Ggy intermolekuldris tavolsdagkényszerek felallitasa sziikséges. Az intra- és intermolekularis NOE-k
megkiilonboztetése azonban gyakran komoly kihivast jelent. Ennek megolddsaban segitenek az tin. izotopsziirt
NOESY mérések, melyek soran a két kolcsonhaté partner koziil csak az egyiket izotopjelezziik, és specidlis
pulzusszekvencidk alkalmazdsival minden egyes jelzett "NH vagy “CH hidrogénatom szdmira az egyik
molekuldban csak olyan H-atomokat “lattatunk”, amelyek nem jelzett szén- vagy nitrogénatomhoz kotGdnek.
Mivel ennek a feltételnek csak a jelzetlen partner molekula hidrogénatomjai felelnek meg, az izotdpszirt kisérlet
soran kizarélagosan intermolekuldris 'H-'H kontaktusb6l szarmazé rezonanciajelet detektalunk.
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8. dbra (A) A calreticulin (CRT) nevi szénhidratkots fehérje N-HSQC spektruma. Balra: apo forma, jobbra: az ERp57 nevi tiol-diszulfid
oxidoreduktdzzal képzett komplex. A szinessel jelolt rezonanciajelek mutatjdk a legnagyobb kémiai eltoléddsvéltozast. (B) A kémiai
eltoléddsvaltozdsok megjelenitése a CRT fehérje modelljén. (Frickel et al. PNAS, 2002, 99, 1954-1959.)

Tobb doménbdl 4ll6 nagyobb fehérjék, molekulakomplexek szerkezetvizsgalata soran kiilonlegesen hasznos a
tavolsagkényszereket orientdcios feltételekkel kiegésziteni. Amennyiben valamilyen médon a fehérjék izotrop
rotaciés diffuzigjat sikeriil lelassitani az oldatban (ez megoldhaté6 példaul bicelldk vagy bakteriofagok
alkalmazaséaval az oldatban), a magok kozotti dipolaris csatolas nem atlagolddik ki tokéletesen. Az uin. maradék,
idegen szoval “rezidudlis” dipoldris csatolas, elGjelétdl fiiggden noveli vagy csokkenti az izotrép oldatban is
jelenlevé J csatoldst.  Erre latunk példat a 9. dbrdn egy szénhidratktd fehérje '"N-HSQC spektruméban. A
dipolaris csatolds szogfiiggésébsl (~ 3cos’0-1, ahol 0 a dipolaris vektor, azaz jelen esetben a "N-"H kotésvektor

és a kiils6 magneses tér (B,) altal bezart szog) meghatirozhaté az egyes N-H kotésvektorok egymashoz
viszonyitott irdnya, ezaltal molekulaszegmensek, domének relativ orientacidja.
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9. abra (A) Orientécids rendezettség indukdldsa bicellds oldatban. (B) A “N'H dipolaris vektor a kiils6 méagneses térben. (C) A BLBC
nevi szénhidratkots fehérje "H-lecsatolds nélkiil detektdlt "N-HSQC spektruma izotrép (balra) és 5% DMPC/DHPC 3:1 bicellas (jobbra)
oldatban. (Prestegard, Nat. Str. Biol. NMR Suppl., July 1998, 517-522.)



Végiil, de nem utolsésorban, a molekulakomplexek NMR vizsgalati lehetGségeinek sordaban meg kell emliteniink
az Un. transzfer NOE technikat, mint a kotott ligandum konformdcidjanak meghatarozasara iranyul$ vizsgalati
moédszert. Nagy molekulatomeg( fehérjék esetén (MW>50 kDa), amennyiben a fehérje-ligandum kolcsonhatés
gyenge (Kyq: pM-mM) és a szabad és a kotott forma kdzott gyors cserefolyamatok miikodnek, a kotott ligandum
"H-"H térkozelségeibdl ered6 NOE effektus attevidik a tipikusan nagy feleslegben jelen levs szabad ligandum
rezonanciajeleire. A transzfer NOE kisérlet elénye, hogy nincs sziikség sem a fehérje, sem a ligandum
izotopjelzésére. A 10. abran egy, a latdsban fontos szerepet jatszé fehérje-peptid kdlcsonhatasra latunk példat.
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10. abra A fényérzékelés G-fehérjéjének peptid epitépja rodopszinnal komplexdlva. A fényaktivalt (A) és a fénytSl védett forma (B)
transzfer NOESY spektruma. Extra keresztcsicsok az A spektrumban a lizin oldallanc és a kozelben levé aromds gy(ri kozott mikods, dn.
kation-w kolcsonhatds kulcsszerepére utalnak a fényaktivalt komplexben. (Anderson et al., JACS 2006, 128, 7531-7541.)

A fentiekben 6sszefoglalt mdédszerek kombinaciéjaval megfelelS kiils6 magneses térer§ birtokdban (800-900
MHz-es szupravezetd magnes), “H,*C,"*N-izotépjelzés alkalmazasdval, valamint a Nobel-dijas Kurt Wiithrich és
kutatécsoportja altal kifejlesztett, a relaxdcios folyamatok tovabbi optimalizalasat célz6 mérési technikak
segitségével (TROSY=""transverse relaxation optimized spectroscopy”) napjainkra lehet&ség nyilt tobbszaz kDa-
os tomeg( fehérjék- és fehérjekomplexek NMR spektroszképiai vizsgalatara.

I1. Kotédésvizsgalatok, termodinamikai alkalmazasok

Az el6z6ekben sz6 volt a fehérjekomplexek szerkezetvizsgéalatardl. Mig a teljes szerkezetmeghatarozas ezekben
az esetekben hénapokat, gyakran éveket igénybe vevé folyamat, a kotGdés puszta tényének igazolasa egyszertibb
feladat. Az NMR paraméterek koziil a kémiai eltolédds megvaltozasa a legkézelfoghatobb jele a
komplexképz6désnek. Monitorizdldsa a ligandum koncentracidjanak fiiggvényében lehet6vé teszi kotGdési
izotermak felvételét, melyek elemzésével meghatarozhatoék a fehérje-ligandum komplexek egyenstlyi
disszociacios allandéi. Kiilonds jelentésége van az NMR spektroszképidnak a tobb kotézsebbel rendelkezd
fehérjék vizsgalatanal, hiszen a kémiai kornyezet és ezaltal a kémiai eltolédas kiilonbozEségébsl adéddan
lehetGség nyilik kotShely specifikus disszociacids allandok meghatirozasara. Ezek kombindldsa mas fiiggetlen
vizsgalatokb6l (pl. fluoreszcencias, kalorimetrids mérések) nyert makroszkopikus &llanddkkal tovabbi
részletekkel szolgal a fehérje-ligandum kolcsonhatds termodinamikdjara vonatkozdan, lehetévé téve példaul
kooperativ rendszerekben a kooperativitds szabadenergia-jarulékdnak meghatarozasat. Erre latunk példat a 11.
abran a human epesavkots fehérje vizsgalatanak kapcsan.
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11. dbra Glikokélsav kotGdés vizsgalata a human epesavkots fehérjében. (A) Specifikusan *N-jelzett glikokélsav-fehérje komplex "N-
HSQC spektruma 3:1-es fehérje:ligandum mdélardnyndl. Hdrom rezonanciajelet ldtunk. A ligandumok egyik populdcidja az 1-es szimmal
jelolt kémiai kornyezetben (1-es kotSzseb), mdsik populdcidja a 2-es szdmmal jelolt kémiai kornyezetben (2-es kotdzseb) tartézkodik,
harmadik populacidja pedig szabadon van az oldatban (U). Ez utébbi asszignicidja fehérjét nem tartalmazé glikokdlsav-oldat azonos
koriilmények kozott végzett NMR vizsgalataval tortént. (B) A hdrom rezonanciajel NMR cstcsintegrilja a teljes ligandumkoncentracié
fliggvényében. A kot6dési izotermak elemzésével meghatarozhatdk a kotSzseb specifikus kotddési allanddk (i, k2). (C) Fehérje-ligandum
kolcsonhatds termodinamikai ciklusa két kotShellyel rendelkezé fehérjében. K Kj=k;x,ci», ahol K; és K, a makroszképikus kotddési
allandok (K,=[FLJ/[F][L], K,=[FL,]/[FL][L], ahol [F] a szabad fehérje, [L] a szabad ligandum, [FL] és [FL;] pedig az egy illetve két kotott
ligandummal rendelkez$ fehérjekomplex koncentricidja), k; és k, a kotShely specifikus kot6dési dllandok, ¢y, pedig a kooperativitasi faktor.
A makroszképikus és kotShely specifikus dllandok ismeretében ¢, szdmithatd. Pozitiv kooperativitds esetén ligandum kotSdése az egyik
kotézsebhez megkonnyiti a masik ligandum molekula szdmara a masik kotézseb elfoglalasat. (Tochtrop et al. PNAS 2002, 99, 1847-1852.)

A kémiai eltolédas mellett szamos mas fehérje-ligandum kolcsonhatasra érzékeny NMR paraméter van. Ilyen a
molekulamérettdl fiiggd relaxacids id6 és ezzel dsszefiiggésben a vonalszélesség, valamint az intermolekularis
'H-"H térkozelség (NOE) jelenléte. NMR spektroszk6piai médszerekkel szintén meghatirozhaté a diffiizids
alland6, melynek szignifikins csokkenése valamely ligandum (kismolekula) esetében fehérje-ligandum
kolcsonhatast indikal.

II. Dinamikai vizsgalatok

A fehérjékben jelen levé molekularis mozgasok id&skalajat a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze. A kémiai reakcidk
lejatszodasa szempontjabol meghatarozé rezgési folyamatok mellett a fehérjékben és kdlcsonhatisaikban — ahol
a gyengébb, masodlagos er6k domindlnak - , kiemelkedd szerephez jutnak a lassabb folyamatok.

Idéskala Mozgasforma Amplitido
10510 s VegyerEekrezg§/s, deforr/nacms 0.001-0.1 A
rezgés, torziés mozgasok
12 10 szegmensmozgasok (terminuszok, 10
10 107s loop-ok), oldallanc rotaciok 0.1-10A
109 - 10° peptld/elf felgorflbolyodasa, 1-100 A
hélix-coil dtmenet
10— 107 globdlis konfqmamos/. valtozasok, 1-100 A
domén mozgésok
107~ 1s (1000 s) feheljek felgombol/yg?asa 10-100 A
(prolinizomerizacid)

2. tablazat Molekuldris mozgdsok a fehérjékben

Ezek koziil a ps-ns iddskaldn zajlé folyamatok jol jellemezhet6k az NMR relaxaciés paraméterekkel,
nevezetesen a spin-rics (T;) és spin-spin (T>) relaxdci6s idGvel. Ennek megértése céljabdl tekintsiink egy '"N-'H
kotésvektort a kiils6 méagneses térben (B,) (12. dbra). A 5N spin altal érzékelt magneses térerdt a kotésvektor

iranyatol fiiggden a szomszédos 'H mag magneses momentuma erdsiti illetve gyengiti. A kotésvektor

sz .

molekuldris mozgéasok révén torténd reorientacidja fluktudciét idéz eld a N mag dltal érzékelhetd lokalis



12. 4bra "N-'H kotésvektor a kiilsG statikus magneses térben. A "N spin altal érzékelt mégneses térert a kotésvektor iranyatol
fligg6en a szomszédos 'H mag magneses momentuma (A) erdsiti illetve (B) gyengiti.

magneses térben, ami az NMR kisérlet soran meggyorsitia a "N mag magnesezettségének csokkenését,
relaxdciéjat. A T, és T, relaxdciés id6kbsl szdmithaté un. altaldnositott rendezettségi paraméter (S%) a
peptidlanc flexibilitisdnak mérdszama. A 13. abrdn az intesztinalis zsirsavkots fehérje amidnitrogénjeinek
relaxacios ideje alapjan szamitott rendezettségi paraméter lathatd az aminosavszekvencia fiiggvényében. Az
alacsony S” értékek a loop régidkban az adott szegmensek erdteljesebb mozgékonysagit tikrozik. Hasonlé
relaxécids és rendezettségi paraméterek hatarozhaték meg *C mérésekkel az oldallancokra vonatkozéan.
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13. abra Az intesztindlis zsirsavkots fehérje dltalanositott rendezettségi paramétere az aminosavszekvencia fiiggvényében (apo fehérje: teli
karika, holo fehérje: iires karika) (Hodsdon & Cistola, Biochemistry, 1997, 36, 2278-2290.)

Mig a ps-ns idGskalan zajlo erbteljesebb mozgasok éltalaban a szerkezet hatarozatlansagat jelzik (pl. H-kotések
hidnya), a ps-ms idGskdlan zajlé konformacids valtozasok gyakran konkrét Osszefiiggésbe hozhatdk a
hatdsmechanizmussal, igy példaul valamely enzimmolekula tn. 4talakitasi sziméval (“turnover”), azaz az egy
masodperc alatt egy enzimmolekula altal atalakitott szubsztrat molekuldk szamaval.

A fehérjék masodperceket, perceket, esetenként drdkat, napokat is igénybe vevs feltekeredési folyamatainak
NMR vizsgalatardl a kovetkezs fejezetben lesz sz6.

IV. A felgombolyodas (folding) vizsgalata

A fehérjék kitekeredett peptidlincok formajdban szintetizalédnak a riboszéman. Feltekeredésiik,
felgombolyodasuk mechanizmusa a szerkezeti bioldgia egyik kozponti kérdése. Ahogyan Gsszefoglalonk sordn
szamos alkalommal utaltunk ra, a kémiai eltol6das az atommagok elektronikus arnyékoldsanak, ezaltal kémiai
kornyezetének érzékeny mérészama. Mig kitekeredett (denaturalt) fehérjékben egy adott funkcids csoportnak
megfeleld (pl. NH) protonok arnyékolasa egy atlagos (“random coil”) értékhez kozelit, felgombolyodott (nativ)

fehérjékben a protonok valtozatos, egymastdl igencsak eltéré kémiai kornyezetben helyezkedhetnek el. Ennek
megfeleléen ez utébbi esetben a kémiai eltolodasok eloszlasa, diszperzitisa szélesebb.

10



A kémiai eltolodasvaltozds monitorizaldsa a denaturdlészer (pl. urea (=karbamid), guanidium ° HCI)
koncentracidjanak fiiggvényében lehet6vé teszi a fehérje stabilitdsara vonatkozé termodinamikai paraméterek
megallapitasat, valamint bizonyitékkal szolgalhat a nativ és a denaturalt allapot kozotti intermedierek jelenlétére
vonatkozéan. A mdagneses momentummal rendelkez6 magok sordban kiilonosen érzékeny a kémiai
kornyezetben torténd véltozdsokra a '’F mag. Erzékenységének és kis méretének koszonhetden j6l alkalmazhat6
fehérjék NMR vizsgalataban. Erre latunk példat a 14. dbran az uropatogén E. coli adhéziés szervecskéjének
(pilus) felgombolyodasat segité chaperon, a PapD fehérje vizsgalata kapcsan. Ez tehat egy feltekeredést segitd

fehérje feltekeredés-vizsgalata.

T T T T - 1
-43.5 440 445 450 455 460 465 470 ppm

19F, ppm

14. dbra (A) A folding vizsgalathoz alkalmazott '*F-jelzett Trp aminosavak poziciéja a PapD fehérjében. (B) A '"F-jelzett PapD fehérje
1D "FNMR spektruma az urea koncentracio fiiggvényében. A nativ (N), denaturdlt (D) és intermedier (I) dllapotnak megfelel§
rezonanciajelek asszignciéja pontmutansok (['’E-Trpias, Trp36Phe]-PapD és ['°F-Trpse, Trp128Phe]-PapD) segitségével tortént. (Bann et
al. PNAS 2002, 99, 709-714.)

Az egyensilyi vizsgalatokat kiegészithetjiik kinetikai, un. “stopped-flow” NMR mérésekkel. Ennek alapja,
hogy a magas denaturalészer-koncentracié mellett (pl. 7 M urea) kitekeredett fehérjét t=0 id6pillanatban hirtelen
renaturdlé pufferba higitva, feltekeredés indul meg. A denaturalt allapotnak megfeleld rezonanciajelek
intenzitdsdnak csokkenésébdl, illetve a nativ allapotnak megfelel6 rezonanciajelek kiépiilésébsl az id6
figgvényében meghatdrozhaté a feltekeredési folyamat sebességi allanddja. Aminosav-specifikus
izotopjelzéssel a fehérje kiilonboz6 pontjain  kovetkeztetések vonhatok le a feltekeredési folyamat
mechanizmusara vonatkozéan.  Hasonlé kinetikai mérésekkel Friedennek és munkatarsainak sikertilt
megéllapitania, hogy a PapD fehérjében az N- €s C-terminalis domén harmadlagos szerkezetének kialakuldsa
eléfeltétele a kozottiik 1étrejovd, tovabbi stabilizaciét eredményezd interdomén kolcsonhatasnak, valamint fény
deriilt arra is, hogy a sebességmeghatarozé 1épés a feltekeredési folyamatban egy transz-cisz prolin izomerizacio
az N-termindlis doménban.

Az el6zéekben aminosav-specifikus  '°F-izotépjelzés alkalmazasival —példat lattunk a  fehérjék
felgombolyadasanak kinetikai és mechanizmus vizsgalatara. Amennyiben b&vebb szerkezeti informacidra
vagyunk kivancsiak az intermedier allapotok konformaciéjat illetSen, gy egy masik izotophoz, a deutériumhoz
(°D) kell fordulnunk. A kitekeredett fehérjék amidprotonjai ugyanis gyors cserélédésben vannak az oldészerrel,
ennek megfeleléen nehézvizes pufferoldatban a deutériummal. Ezzel szemben a nativ forma amidprotonjai
nagysagrendekkel lassabban cserélédnek az olddszerrel. Ennek oka az amidprotonok védettsége a nativ
szerkezetben, mely egyrészt a szerkezet kompaktsagabol, masrészt a H-kotések nyujtotta stabilitasbol ered. A
denaturalt és nativ allapotok kozotti intermedierek részleges védettséggel rendelkeznek, ami lehet&vé teszi, hogy
H/D cserélédési folyamatok vizsgdlatdval informéciét nyerjiink a konformacidjukrél. Egy tipikus un.
“quenched-flow” H/D mérés vazlatat a 15. dbran szemléltetjiik. A kisérlet alapja a cserél6dési sebesség pH-
figgése. Mig erésen liigos kozegben a cserefolyamat sebességi 4llandéja akédr az 1000 s™'-et is elérheti, savas
kozegben mindossze 0.001 s™' - 1 s kozott valtozik. A mérés kezdetén a fehérje denaturalészeres D,0-oldatban
kitekeredett allapotban van, és ennek megfeleléen az NH protonok nagy része deuteralédik (pH=6). Ezt
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kovetSen az oldatot renaturdlé — még mindig D,0-os - pufferoldattal At idStartamig keverve a feltekeredés
megindul. Ezt megszakitja egy rovid, 5-50 ms-os keveredés konnytivizes pufferral magas pH-n (pH=9), mely a
fehérje még rendezetlen szegmensein visszacseréli a deutériumokat protonra, a mar védett amidcsoportok
viszont tovabbra is deuterdltak maradnak. Az NMR mérés el6tt pH=4-es renaturdlé pufferban a feltekeredés
teljessé valik. Az alacsony pH-nak koszonhetGen a H/D cserefolyamat ekkor mar olyan lassud, hogy a deuteracié
foka tovabb nem valtozik, igy az mintegy “befagyasztva” megdrzi az intermedier konformacidjanak megfeleld
allapotot. Az amidprotonok asszigndcidjanak ismeretében meghatarozhatok a H/D-cserél6déssel szemben
védettséggel rendelkez§ aminosavegységek az intermedierben, melybdl kovetkeztetések vonhaték le az
intermedier konformacidjara vonatkozéan. A At idStartam véltoztatasaval lehet6vé valik a feltekeredés soran
keletkezd intermedier allapotok idGbeli kovetése.

deuteralt, deuteralt
kitekeredett renaturalo
fehérje puffer, pH=6 denaturalt fehérje,
deuteralt amidcsoportok
részleges ‘ reszleges
5 feltekeredés
[ feltekeredés,

At ideig
'H-jelzés
H,O pufferral

Spateral, | |
pH=9
oldoszer exponalt amidcsoportok

NMR vizsgélat elstt "Hjelzése (5-50 ms-os "pulzus")
teljes feltekeredés
"quench" renaturalo
pufferban, pH=4
védett N<n
amidcsoportok
deuteralva teljes feltekeredés
maradnak
N
N
%N’H részlegesen protonalt
nativ szerkezet
N N NMR vizsgalata
~H

15. abra Folding intermedierek konformaciés vizsgalata H/D kicserélddéssel “quench-flow” technika alkalmazasaval.

V. Biomolekulak vizsgalata szilard fazisi NMR spektroszkopiaval

A kémiai- , anyag- és bioldgiai vizsgalatok targyat gyakran képezik olyan makromolekularis rendszerek (pl.
szintetikus polimerek az iparban, membranfehérjék a biolégiaban), melyeknek tulajdonsigait, mikodését — a
molekuldk bels§ szerkezetén kiviil — nagymértékben befolydsolja az egymadssal és kornyezetiikkel torténd
szervezGdésiik. A szilard fazisi NMR spektroszképia alkalmazasaval lehetGség nyilik arra, hogy e
makromolekularis rendszereket a természetes elSforduldsukat maximélisan megkozelit fizikai allapotban

vizsgalhassuk. Ezen kiviil praktikus okai is lehetnek a szilard fazisi NMR vélasztasanak. Rosszul old6dé,
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rosszul kristalyosithaté molekuldk és heterogén rendszerek esetén jelenleg ez az egyetlen fizikai mddszer,
mellyel nagy pontossagt (A) molekulaszerkezeti informéaci6 nyerhetd.

Az oldatfazisban jelen levé gyors rotaciés diffiziés mozgasok hidnyaban a szilard fazisi NMR spektrumot a
gyakran tobb szdz, tobb ezer Hz erGsségd, iranyfiiggd (anizotrdp) spin-spin kolcsonhatdsok dominaljak. Ilyen
példaul a kémiai eltolédas anizotropidja, amely az eddig latott oldatfazisi példakban a gyors Brown mozgasnak
koszonhetden keskeny jellé, az un. izotrop kémiai eltolédassa atlagolodott. Nem igy a szilard fazisban (16. dbra
fels6 spektrum). Egy masik, igen fontos irdnyfiiggd kolcsonhatds a magok kozott fellépd, téren at hat6 dipolaris
csatolds. Tavolsagfiiged tulajdonsaganak koszonhetden (~1/r°, ahol r a két egymassal kolcsonhatdsban 16v6 mag
kozotti tavolsag) ez a paraméter rendkiviili hasznossaggal bir a szerkezetkutatds szimara. Ahhoz azonban, hogy
ezeket a kolcsonhatdsokat a vizsgalodasainkhoz hasznositani tudjuk, meg kell szabadulnunk a széles, atfedd
rezonanciajelektdl, hogy lathatéva valjanak a miniatir részletek, amelyek az igazi, szamunkra fontos szerkezeti

informéaciot hordozzak.

Az anizotrép kolcsonhatasokt6l valé megszabadulds egyik mddja a minta mechanikus porgetése egy a kiils
magneses térrel 54.7°-ot (Uin. magikus szog) bezaré tengely koriil (MAS="magic angle spinning”) (16. 4bra).
Matematikai levezetéssel igazolhats, hogy a MAS porgetés az oldatfazisi rotaciés diffiziéhoz hasonléan
kiatlagolja az irdnyfliggd spin-spin kolcsonhatdsokat, és az oldatfazisi NMR spektrumhoz hasonld, keskeny
rezonanciajeleket eredményez. Masik lehetGség az anizotrép kdlcsonhatisok kikiiszobolésére a spektrumbdl a

sz

minta mechanikus vagy magneses tton torténd orientacidja a kiilsé magneses térben.
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16. abra Specidlis méréfej konstrukciéval az NMR mintatarté (Gn. rotor) 54.7°-0s szoget zar be a kiilsé magneses térrel. Szildrd fazisa
NMR spektrum felbontdsanak javitisa MAS porgetéssel. [1-'>CJ-alanin porminta szilard fizisi NMR spektruma MAS nélkiil (felsd
spektrum) és kiilonboz6 MAS porgetési sebességek mellett. A porgetés kovetkeztében forgdsi oldalsavok jelennek meg az izotrép kémiai
eltolédds két oldaldn. A porgetési sebesség novelésével a rezonanciajelnek egyre nagyobb hdnyada koncentrdlédik az izotrép kémiai
eltoléddsban.

Ezen technikak alkalmazasa mellett is azonban a szilard fazisi NMR spektrum felbontésa jelentdsen alulmarad
az oldatfazisban megszokottnak. Ennek tudatdban nem lepSdiink meg azon, hogy bar tjabban a szilard fazisa
NMR spektroszkdpia teriiletén is vannak torekvések az oldatfazisban megszokott teljes szerkezetmeghatirozasra,
a hangsuly szilard fazisban a specifikus szerkezeti informacién van. Ennek megfeleléen a mintakészités
stratégidja is mas: teljes izotopjelzés helyett specifikus izotdpjelzés sziikséges. Erre latunk két példat az
alabbiakban egy membranokban pérust képzé peptid vizsgélata kapcsan.

Az els6 példaban a lipid kettdsrétegbe dgyazott peptid masodlagos szerkezetére voltak kivancsiak a kutaték. “C
és "N izotpok jol megvalasztott helyre torténG beépitésével az aminosavszekvencidba (17. dbra), a PC-"N
dipolaris csatolast kihaszndlva az in. REDOR (“rotational-echo double resonance”) technika alkalmazasaval
azonositottak az Ala;;-es aminosavegység karbonilcsoportjanak kémiai eltolédasat a spektrumban. Mivel o-
hélix és P-redd esetén az alanin CO rezonanciajele majdnem 8 ppm kiilonbséget mutat szilard fazisban, a
mérésbdl egyértelmien kideriilt: a vizsgalt peptid 17-es pozicidji alaninja a-hélix konformdaciéban van a
membranban. (A mérést a peptidlinc mentén két masik pozicidban is elvégezték, és hasonlé eredményre
jutottak.)
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17. 4bra  Balra: Specifikus "C- és ""N-izotopjelzés a KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA (K3) peptid masodlagos szerkezetének
meghatarozésara lipid kettGsrétegben. Jobbra: Lipid kettGsrétegbe dgyazott K3 peptid teljes echo (S,) és *C{'’N} REDOR differencia
spektruma (AS) 1.6 ms (8 rotor ciklus) dipoldris evoldcids id§ elteltével. MAS porgetés: 5000 Hz.  (Toke et al. Biophys. J. 2004, 87, 662-
674.)
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18. 4bra Balra: Specifikus “C-, "N- és "“F izot6pjelzés a KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA (K3) peptid aggregéciés tulajdonsigainak
vizsgélata céljabol. Jobbra: Lipid kettGsrétegbe dgyazott K3 peptid teljes echo (S,), 4-rotor ciklusos *C -> "N TEDOR-echo, és C{'°F}
REDOR differencia spektruma 9.6 ms (48 rotor ciklus) dipoldris evoliicids id6 utdn. MAS porgetés: 5000 Hz. (Toke et al. Biophys. J. 2004,
87, 675-687.)

A 18. abran ugyanennek a peptidnek egy tovabbi vizsgdlatit mutatjuk be. A masodlagos szerkezet
meghatarozasat kovetSen a kérdés az volt, aggregalédnak-e egymassal a peptidlancok a membranban, és ha igen,
milyen mértékben és milyen médon. Ennek a kérdésnek a megkozelitésére a peptidlancok felét az el§z&ekhez
hasonléan specifikus *C és N izotépjelzéssel lattak el a linc kozepén, a peptidlancok masik felébe pedig a
szekvencia ugyanazon pontjin egy "°F izotépot épitettek be. A mérés két 1épésben tortént. ElsS 1épésben az
ers C-"N dipolaris csatolds segitségével az Ala;, “CO jelet “kivalasztottak” a spektrumbdl” (TEDOR-S,),
majd a kovetkezd 1épésben meghataroztak a *C-'°F intermolekuldris dipoléris csatoldst. A kisérletek specifikus
kolcsonhatasra utaltak a peptidlancok k6zott a membranban, majd a tovabbiakban sikertilt azt is kideriteni, hogy
monomer és dimer peptidek foszfolipid molekuldkkal asszocialédva alkotjak a membran pérust.
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A fenti két példa pusztan illusztricidja a szilard fazisi NMR spektroszkopia lehetséges alkalmazasainak.
Membranpeptideken és -fehérjéken kiviil mas rosszul oldodo, rosszul kristilyosithaté molekularis rendszerek
(receptor-ligandum komplexek, aggregaciora hajlamos fibrillaris peptidlancok) vizsgalatdnal szintén ez az
egyetlen olyan szerkezetvizsgalati modszer, mellyel napjainkban atomi szintli molekulaszerkezeti informécio
nyerhetd.
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FUGGELEK

A. A magneses magrezonancia spektroszkopia alapjai

A magneses magrezonancia (NMR) kisérlet alapja az a megfigyelés, mely szerint a magneses momentummal, mas néven
spinnel rendelkezé atommagok (pl. 'H, “C, N, *'P, "YF, '"*Cd, '"Sn) energiaszintjei er6s kiilsé mdgneses térben (B,)
felhasadnak, és egy ujabb, a kiils§ statikus mdagneses tér iranydra merSleges, szinuszosan valtakozé magneses tér
alkalmazdsaval (B;) ezen felhasadt energiaszintek kozott atmeneteket idézhetiink el§. (1. abra) A felhasadt energiaszintek
tavolsaga, s ennek megfelelGen a detektélt rezonanciajel frekvencidja (tin. kémiai eltolédés) a széban forgdé atommagot éré
magneses arnyékolds, azaz a kémiai kornyezet fiiggvénye.

Bo —it_l'— wlvvl

rf pulzus (B;)
%

_ ey _reett

27 Tgg0 YB,Cc0S(w,t) M
> < p 4
y

1. abra Spin-1/2 magok felhasadt (iin. Zeeman) energiaszintjei a kiils6 statikus magneses térben (B,). Energiakvantum elnyelése a
radiofrekvencids térbSl (B;) dtmeneteket idéz el§ az energiaszintek kozott, melynek hatdsidra a minta makroszképikus magnesezettsége
megvaltozik.

Az egymdssal kémiai kotésben levé magok kozott az elektronok kozvetitésével megvaldsuld tun. skaldris (J)-csatolds
eredményeképpen a rezonanciajel a legtobb esetben nem szingulett, hanem finomszerkezettel rendelkezik. A multiplett
vonalainak tavolsdgabol meghatdrozhatjuk a csatoldsi allandékat. A kémiai eltolodas és a csatoldsi alland6k ismeretében a
vizsgdlt molekuldban funkciés csoportokat, spinrendszereket azonosithatunk. Ezt a folyamatot hivjuk jelhozzdrendelésnek,
idegen szdval asszigndcionak. A J-csatolds mdsik fontos tulajdonsdga, hogy informéciéval szolgal az illet§ funkcids
csoportok geometridjardl (torzids szogek), valamint hogy segitségével magnesezettséget vihetiink at egyik spinr6l a masikra.

Az NMR kisérlet soran radiéfrekvencias (rf) pulzusokkal gerjesztett magok relaxacids folyamatok révén ,.igyekeznek”
visszatérni az alapdllapotba. A relaxdciés mechanizmusok egyike egy a téren 4t hat6 spin-spin kolcsonhatason, az tn.
dipoléris csatolason alapszik. Ez utébbi tdvolsagfiiggésének koszonhetGen mag-mag tdvolsdgkényszerek allithatok fel a
molekula egyes szegmensei kozott. S6t, mivel a J-csatoldssal ellentétben a dipoldris kolcsonhatds nem kotések mentén,
hanem téren 4t hat, intermolekuldris tdvolsagkényszerek is megallapithaték. Az effektus felfedezGjérdl ezeket a 6 A-nél
révidebb 'H-"H térkozelségeket NOE (nukelaris Overhauser effektus) kontaktusoknak nevezte el az irodalom.

Mig kismolekuldk NMR spektroszkoépia vizsgalata sordn gyakran egydimenziés spektrumokbdl is elegendd informaciéhoz
jutunk, nagyobb molekuldk vizsgdlata esetén a felbontas novelése érdekében két- vagy tobbdimenzids mérésekhez kell
folyamodnunk. Ezek lehetnek homo- (‘H-'H) vagy heterokorreldcids (pl. 'H-"N) mérések (2.abra).

'H, ppm
©
o ﬂ"oﬂ i
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1920 1290 1260 1230 1200 1170 1140 1110 1080 1050

T T T T T T T
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2.4bra Jelzetlen rubredoxin fehérje TOCSY (,total correlation spectroscopy”) és "*C, "N-jelzett human epesavkots fehérje
N-HSQC (,.heteronuclear single quantum coherence”) spektruma.
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B. "C, “N-izotopjelzett fehérjék bioszintetikus titon torténd elGallitasa
NMR spektroszképiai vizsgalatok céljabol

Az NMR spektroszkdpiai vizsgalatokhoz sziikséges izotdpjelzett fehérjék rekombinacids tton éllithatdk els. Ennek soradn a
vizsgdlni kivant fehérje aminosavszekvencidjat kédolé komplementer DNS-t bakteridlis (leggyakrabban E.coli) vagy mas
organizmusnak (pl. élesztGgomba) megfelelS tn. plazmidvektorba épitik be (1a dbra). A plazmidok a kromoszéman kiviili
gytrt alaki DNS molekuldk, amelyek konnyen a sejtekbe juttathaték (1b abra). Szamuk egy E.coli sejtben a tobbszazat is

2 2

elérheti, igy a késGbbi kifejtés (expresszid) soran fokozottan érvényesiil az 6nsokszorozé hatas.

A e B Bacterial DNA Plasmids

pBR 322
4.36 kb

1. abra (A) Fehérjék bioszintetikus tton torténd elGallitdsara kifejlesztett expresszids vektor (ori: a replikacié meginditasat k6dolé DNS
szakasz; tetA és amp”: antibiotikummal szembeni rezisztenciat kddol6 gének; B: egy tn. restrikciés endonukledz felismerési pontja a DNS
szekvencidban, melynek segitségével a plazmidvektor az adott helyen felhasithat, majd az expresszdlni kivant gén beépitését kovetSen
ismét 0sszezarhaté. (B) Baktériumsejt sematikus képe.

amp’

Az oldatfazisi NMR vizsgélatok tSbbségéhez sziikséges teljes, idegen széval ,uniform” N/"C izotépjelzés '“N-jelzett
szervetlen amméniumsé (pl. "NH,C) illetve '*C-jelzett gliikéz, mint kizar6lagos nitrogén- illetve szénforrds alkalmazédsaval
valdsithaté meg a taptalajban. Kiilonbozs stratégidk 1éteznek arra vonatkozdan, hogy a termelékenység maximalizdlasa (mg
célfehérje/L taptalaj) és az izotépveszteség minimalizldsa érdekében (hiszen a °N és a '*C izot6p nem pusztdn a vizsgalni
kivant fehérjébe épiill be, hanem az organizmus valamennyi fehérjéjébe) az izotépjelzett tdpanyagot mikor, milyen
kortilmények kozott (sejtkoncentracid, hémérséklet) juttatjdk a tenyészetbe. Legtobb esetben elegendd, ha az izotdpjelzett
tdpanyagot csak kozvetleniil a fehérjeexpresszid indukalasa el6tt adjdk az oldathoz (2. dbra).

5 T T T T T T
4 4
o 34 -
2
)
O 5] ]
i an ]
indukcio
04 4
T T T ' T N T N T
0 100 200 300 400 500
1d6, min

2.4bra "’C, PN-jelzett huméan epesavkots fehérje expresszaldsa MG 1655 E. coli sejtekben minimal téptalajon.
A baktérium-kultira 600 nm-nél mért optikai diszperzitasa az idS fiiggvényében (novekedési gorbe).

Maga az indukcié egy az alkalmazott plazmidvektorra specifikus anyagnak a tipoldatba adagoldsaval torténik, mely a
plazmid megfelel6 DNS-szakaszét felismerve, meginditja a fehérjeszintézist. Az indukcié idStartama organizmusonként
valtozik. Mig bakteridlis expresszié esetében a kivant sejtstirliség elérése altaldban néhany Orat vesz igénybe,
élesztégombéaban torténS expresszid esetén a folyamat tobb hétig is eltarthat. A megfelel§ sejtkoncentraciot elérve a
tapoldatot centrifugdljak, majd a kiiilepedett sejtmasszabdl szuszpenziot képezve a sejteket ozmotikus sokknak vetik ala. A

sejtekbdl kiszabadulé makromolekulak sokasagabdl a célfehérjét kromatografias médszerek kombinacidjaval tisztitjak.

Vannak olyan NMR vizsgélatok is, melyekhez nem teljes izotdpjelzésre van sziikség, hanem csak bizonyos aminosavak
izotopjelzésére a fehérjemolekuldban. Ebben az esetben az egyes aminosavakat, kozottiik a jelezni kivant aminosavat is
kiilon-kiilon kell a tdpoldatba adagolni. Az izotépjelzés higuldsdnak elkeriilése érdekében ezen fehérjék eldallitisahoz
specidlis, Un. auxotrdf baktériumtorzsekre van sziikség. Ezek sajatossidga, hogy onédlléan nem képesek a jelezni kivant
aminosavat elGéllitani. A mai modern molekularis biol6giai médszerekkel néhdny aminosavtipus esetében az is megoldhatd,
hogy a peptidlancban egy bizonyos aminosavegységet lassunk el jelzéssel (pl. Trpg7, Phey;s).
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Szakkifejezések jegyzéke

anizotropia: irdnyfiiggés, preferencia a tér kitiintetett irinyaban

atlagos szerkezet: a szerkezetszdmolas sordn nyert adott szamd legalacsonyabb energiaji konformer X, Y, Z
koordinatainak atlagolasaval el6allé konformacid
bicella: ,binary bilayered mixed micelles”, rovid és hosszi alkillanccal rendelkezd foszfolipid molekuldk

2z

megfeleld aranyud osszekeverésével elGallithaté korong alakd, lipid kettSsréteggel bird specidlis micella

COSY: ,correlation spectroscopy”, kétdimenziés 'H-'H korreldcis spektroszkopia, melynek segitségével
azonosithatjuk az egymassal skalaris (J) csatoldsban levd protonparokat

CBCACOCAHA: a peptidgerinc asszigniciéjat célzé hiaromdimenziés mérések egyike, amely az i-dik
aminosavegység alfa protonja, karbonil szénatomja, valamint alfa és béta sz€natomja kozott teremt korrelaciot
CBCACONNH: a peptidgerinc asszignacidjat célzé harmasrezonancia mérések egyike, amely az i-dik
aminosavegység amidprotonja, amidnitrogénje €és 6t a szekvencidaban eggyel megeldzd, i-1-dik aminosavegység
alfa és béta szénatomja kozott teremt korrelaciot

dipolaris csatolas: magnesesen aktiv magok kozott téren at haté kolcsonhatds, mely fiigg a kolesonhaté magok
mindségétdl, tavolsagitdl (1/r), valamint az Sket 5sszekdtd egyenes és a kiilsd magneses tér dltal bezért szogtSl

HNCACB: a peptidgerinc asszignaciéjat célz6 harmasrezonancia mérések egyike, amely az i-dik
aminosavegység amidprotonja, amidnitrogénje, valamint a sajdt és 6t a szekvencidban eggyel megeldzd, i-1-dik
aminosavegység alfa és béta szénatomja kozott teremt korrelaciot

HNCO: a peptidgerinc asszignaciéjat célzé harmasrezonancia mérések egyike, amely az i-dik aminosavegység
amidprotonja, amidnitrogénje és &t a szekvencidban eggyel megel6z8, i-1-dik aminosavegység karbonil
szénatomja kozott teremt korrelaciot

HSQC: ,heteronuclear single quantum coherence”, kétdimenziés heterokorreldciés mérés, melynek sorin
valamely heteroatommal (pl. "*C, '°N) kozvetlen kémiai ktésben levs protonokat detektaljuk

J-csatolas (skalaris csatolas): magnesesen aktiv magok kozott az elektronok kozvetitésével megvaldsuld, azaz
kémiai kotések mentén haté spin-spin kolcsonhatds, amely fiigg a kolcsonhaté magok mingségétdl, helyzetétdl

zo 2

(torzids szog), valamint a kozottiik 16vE kotések szamatol és jellegétdl

kémiai eltolodas: a magot koriilvevs elektronok mégneses drnyékolé hatasabdl eredS (ezaltal a kémiai
kornyezetre jellemzs) energiahozzdjarulds, ami meghatarozza a rezonanciajel - valamely referenciaanyaghoz
viszonyitott — pozicidjat az NMR spektrumban

MAS: ,magic angle spinning”, az anizotrép (irdnyfiiggs) spin kolcsonhatasok kiatlagoldsat célzd, és ezaltal az
oldatfazisi NMR-hez hasonl6, nagy felbontisi spektrumok felvételét lehet6vé tevd szilard fazisi NMR
technika, melynek alkalmazdsa soran a mintat a kiilsé allandé magneses térrel (B,) 54.7°-0s szdget bezard
tengely mentén forgatjuk

NOE (nuklearis Overhauser effektus): valamely molekula adott magjat gerjesztve a hozza térben kozel levs
magok kvantumallapota megvaltozik, melynek hatdsara valtozik a jelintenzitas; mivel az effektus a kolcsonhatéd
magok tivolsdganak fiiggvénye (~1/1°), az intenzitisvéltozasokbSl atom-atom (tSbbnyire 'H-'H)
tavolsagkényszerek nyerhetdk

NOESY: ,nuclear Overhauser-effect spectroscopy”, az NOE-effektuson alapulé kétdimenziés NMR
spektroszkdpia mérés, amely az egymashoz térben kidzel es6 protonok kozott (< 6 A) teremt korrelaciot

REDOR: ,rotational-echo double resonance”, izolalt spinek kozotti heteronukledris dipolaris csatolds nagy
felbontasu, MAS koriilmények kozotti meghatirozasat lehet6vé tevd szilard fazisi NMR spektroszkdpia mérés;
segitségével heteroatomok kozotti intra-/intermolekuldris tavolsagkényszerek allithatok fel (pl. 1i3c.1sn valamely
specifikusan °C, "N izotépjelzett rendszerben)

S? (altalanositott rendezettségi paraméter): valamely molekulaszegmens mozgdsanak térbeli korldtozottsagat
jellemzG paraméter, 0 < S* < 1, ahol S=0 az izotrép, S=1 a maximdlisan korl4tozott mozgéis

szerkezetszamolas: az NMR spektroszképiai mérésekbGl nyert tavolsdg-, orienticids és egyéb
kényszerfeltételeknek (pl. diéderes szogek, diszulfidhid) eleget tevé konformacié meghatarozasa
molekuladinamikai médszerek segitségével

T; (longitudindlis vagy spin-racs) relaxacié: a z irdnyd maégnesezettség visszatérése az egyensulyi
(Boltzmann-eloszlasnak megfelel$) helyzetbe
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T, (transzverz vagy spin-spin) relaxacio: a magnesezettségnek a spinek egymas kozotti energiacseréje, kémiai
cserefolyamatok, és egyéb hatdsok kovetkeztében torténd csokkenése az x-y sikban; a rezonanciajel
félértékszélességét meghataroz6 paraméter (gyors relaxacié = rovid T, = nagy Av)

tavolsagkényszer: a magok kozotti tdvolsagfiiggd kolesonhatasok (pl. dipolaris csatolds) kiakndzdsan alapuld
mérési moédszerekkel nyert kényszerfeltétel

TEDOR: ,transferred-echo double resonance”, izolalt spinek kozotti heteronuklearis dipoldris csatoldst
kihasznal6 spektrumsziirési technika a szilard fazisi NMR spektroszképidban

TOCSY: ,total correlation spectroscopy”, kétdimenzids teljes 'H-"H korreldciés spektroszképia, melynek
segitségével spinrendszereket azonosithatunk illetve kiilonithetiink el

TROSY: transverse relaxation optimized spectroscopy”, a magok kozotti spin-spin (T,) relaxécio
optimalizélasat célzo és ezaltal a rezonanciajelek félértékszélességét csokkentd specilis mérési technika
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