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STRESZCZENIE 

Magnetyczny rezonans jądrowy (NMR) jest dogodnym narzędziem w strukturalnych badaniach biomolekuł. 

Umożliwia badanie nie tylko dużych cząsteczek, takich jak białka, posiadających sztywna strukturę, ale także 

małych peptydów występujących w roztworze w równowadze konformacyjnej. W pracy zamieszczono pod-

stawowe informacje na temat zjawiska magnetycznego rezonansu jądrowego i jego zastosowań do tego typu 

badań oraz krótki opis najczęściej stosowanych metod obliczeniowych prowadzących do uzyskania struktury 

przestrzennej biomolekuł. Za przykład ilustrujący praktyczne zastosowanie tej metody posłużyły badania mo-

delowych układów helikalnych wykonane w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. 

SŁOWA KLUCZOWE: magnetyczny rezonans jądrowy (NMR), białko, peptyd, helisa 
 
ABSTRACT 

NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE IN THE STRUCTURAL INVESTIGATION OF BIOMOLECULES: APPLICATION IN THE 

STUDY OF MODEL HELICAL SYSTEMS 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is a powerful tool in the structural investigation of biomolecules. It 

enables the study not only on large macromolecules such as proteins with rigid conformation, but also on 

small peptides evincing conformational equilibrium in solution. In this paper the basic information about nuc-

lear magnetic resonance and a short description of the most commonly used methods for calculating 3D 

structures of biomolecules are presented. Structural investigations of a model helical system carried out at 

the Institute of Biochemistry and Biophysics PAS in Warsaw are included to exemplify the protocols. 

KEYWORDS: Nuclear Magnetic Resonance (NMR), protein, peptide, helix 

 

1. Magnetyczny rezonans jądrowy 

Magnetyczny rezonans jądrowy jest obok krystalogra-

fii podstawowym narzędziem w badaniach strukturalnych 

białek i peptydów [1]. Zaletą tej metody badawczej jest 

możliwość określenia konformacji w roztworze nie tylko 

białek, które mają zazwyczaj dobrze zdefiniowaną struktu-

rę, ale również niewielkich peptydów, których struktura w 

roztworze nie jest sztywna i które zwykle występują w 

równowadze konformacyjnej. W przypadku powolnych 

przejść konformacyjnych (0.1s-1.0s) obserwuje się oddziel-

ne zestawy sygnałów w widmach NMR odpowiadające po-

szczególnym konformerom. Szybkie zmiany konformacyjne 

o czasach życia ns-ps prowadzą do uśredniania widma i 

jednego zestawu sygnałów odpowiadającego uśrednionej 

konformacji [2,3]. Zastosowanie magnetycznego rezonansu 

jądrowego umożliwia również badanie dynamiki układów 

biologicznych w szerokim przedziale ruchów molekularnych 

[4,5,6]. 

 

1.1. Zjawisko magnetycznego rezonansu jądrowego 

Warunkiem zaistnienia zjawiska rezonansu magne-

tycznego jest posiadanie przez jądra danego izotopu nieze-

rowego spinu I.  

Spiny jądrowe umieszczone w stałym i jednorodnym 

zewnętrznym polu magnetycznym B0=[0,0,B0] mogą przyj-

mować 2I+1 orientacji, a rzut spinu na kierunek wyznaczo-

ny przez pole magnetyczne (oś z) wynosi Iz=m (gdzie m – 

kwantowa liczba magnetyczna m = -I, -I+1, …, I-1, I ).  

Swobodny spin jądrowy umieszczony w polu B0 może 

przyjmować dyskretne wartości energii (poziomy energe-

tyczne) E(m)=-γħmB0 (gdzie γ - współczynnik magnetogi-

ryczny charakterystyczny dla danego rodzaju jądra, ħ – 

zredukowana stała Plancka) [7,8]. W stanie równowagi 

termodynamicznej z otoczeniem obsadzenia poziomów są 

zgodne z rozkładem Boltzmanna i są proporcjonalne do 

czynnika: exp(-E(m)/kT). W temperaturze pokojowej obsa-

dzenia różnią się nieznacznie (poziom o niższej energii ma 

większą populację). Nawet niewielkie różnice obsadzeń, 

rzędu 10-6, prowadzą do powstania makroskopowego mo-

mentu magnetycznego ξ. Moment magnetyczny jednostki 

objętości V nazywa się magnetyzacją M=ξ/V. 

Wektor momentu magnetycznego jądra (μ=γħI), które 

jest umieszczone w polu magnetycznym B0 zgodnym z 

wybranym kierunkiem (np. osi z, B0=[0,0,B0]) porusza się w 

tym polu zgodnie z równaniem [8,9]: 
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0Bμ
μ

γ
dt

d
                                              Równanie 1 

Równanie to jest łatwiej rozwiązywać w układzie współ-

rzędnych (x’, y’, z’) wirującym z prędkością kątową ω 

wokół wybranego kierunku. Po transformacji z laboratoryj-

nego układu (x, y, z) do wirującego (x’, y’, z’) dostajemy: 

B'μωμBμωμμμ 0 γγ)dt/d()t/( )()( xyzz'y'x'

Równanie 2 

B' jest efektywnym polem magnetycznym działającym na 

wektor μ i  wynosi : 

γ/ωBB' 0
                                            Równanie 3 

Wektor momentu magnetycznego μ umieszczony w 

polu B0 wykonuje precesję wokół osi wyznaczonej przez 

wektor tego pola (w opisywanym przypadku wokół osi z). 

Prędkość kątową tego ruchu nazywa się częstością Larmora 

(Ryc. 1): 

0Bω γL
                                                   Równanie 4 

 

Ryc. 1. Precesja magnetycznego momentu jądrowego μ w 
stacjonarnym układzie współrzędnych. 

Jeśli do stałego, jednorodnego pola B0 dodamy wiru-

jące w płaszczyźnie prostopadłej do B0 z prędkością kąto-

wą ω pole B1 to efektywne pole magnetyczne Beff w takim 

układzie przyjmuje postać 
10eff

γ

ω
BBB   . Spin lub 

układ spinów wykonuje wówczas precesję wokół pola Beff 

(Ryc. 2). 

 

Ryc. 2. Efektywne pole magnetyczne Beff w wirującym układzie 
współrzędnych oraz  precesja momentu magnetycznego μ 
wokół kierunku tego pola (prędkość wirowania pola B1 jest 
bliska częstości Larmora) [10]. 

Pole B1=[B1cos(ωt),-B1sin(ωt),0] wiruje w płaszczyź-

nie xy zgodnie z ruchem wskazówek zegara; w układzie 

laboratoryjnym jest to pole zmienne w czasie, natomiast w 

układzie wirującym z częstością ω jest polem stałym.  

Jeżeli częstość ω wirowania pola zmiennego jest bli-

ska częstości Larmora ωL, mamy do czynienia ze zjawi-

skiem absorpcji rezonansowej.  

W układzie przedstawionym powyżej można wzbu-

dzać przejścia między poziomami energetycznymi E(m) 

napromieniowując próbkę promieniowaniem o częstościach 

rezonansowych, których energia E=h=E(m); częstości  

leżą w przedziale częstości radiowych od kilku do kilkuset 

MHz. Częstość promieniowania pochłanianego przez próbkę 

zależy od rodzaju jądra charakteryzującego się współczyn-

nikiem magnetogirycznym γ oraz od indukcji zewnętrznego 

pola magnetycznego B0: 

π2/Bγ 0
                                                 Równanie 5 

gdzie: 

 –  częstość promieniowania elektromagnetycznego absor-

bowanego 

γ –  współczynnik magnetogiryczny jądra 

B0 – indukcja zewnętrznego, stałego pola magnetycznego  

Po wytrąceniu ze stanu równowagi termodynamicznej 

magnetyzacja próbki podlega procesom relaksacyjnym, aby 

powrócić do stanu wyjściowego. W zjawisku relaksacji 

podłużnej (T1), związanej ze składową Mz magnetyzacji, 

mamy do czynienia z oddawaniem do otoczenia energii 

zaabsorbowanej podczas pobudzenia układu spinowego. 

Zatem T1 jest stałą czasową powrotu składowej magnety-

zacji równoległej do wektora B0 do wartości równowagowej 

M0 (relaksacja podłużna, spin-sieć). Oprócz relaksacji po-

dłużnej w opisie układu spinowego mamy do czynienia ze 

zjawiskiem relaksacji poprzecznej (T2), opisującym zanik 

składowej magnetyzacji Mxy (relaksacja poprzeczna, spin-

spin). Wielkości T1 i T2 zostały wprowadzone dla prawidło-

wego opisu zmiany magnetyzacji w czasie7. 

Zachowanie magnetyzacji M pod wpływem pól ma-

gnetycznych B0 i B1 oraz procesów relaksacji opisują rów-

nania Blocha: 

2x1z0yx /TM-t))ωsin( BM-B(Mγ /dt dM         Równanie 6 

2y1z0xy /TM-t))ωcos( BM-B(Mγ - /dt dM         Równanie 7 

10z1y 1xz )/TM-(M-t))ωcos( BM  t)ωsin(B(Mγ - /dt dM     

Równanie 8 

W wirującym układzie współrzędnych równania te przyjmu-

ją postać: 

2x'y'x' /TMMωΔ/dtdM                                    Równanie 9 

'z12y'x'y' Mω  /TM MωΔ /dt dM                     Równanie 10 

10z'y'1z' )/TM-(M-Mω  /dt dM                       Równanie 11 

gdzie Δω=(ωrf–ω0) zaś ω1=ΔB1. 

Wymiennie używa się określenia szybkości relaksacji 

Ri oraz czasu relaksacji Ti. Dla tych dwóch wielkości zacho-

dzi związek Ti=1/Ri.  

 

1.2. Oddziaływanie spinu z otoczeniem 

Oddziaływania magnetyczne spinu z otoczeniem moż-

na podzielić na bezpośrednie (przekazywane przez prze-

strzeń) i pośrednie (przekazywane przez elektrony). Naj-

ważniejsze z oddziaływań pośrednich to ekranowanie (spin 

z polem magnetycznym) oraz oddziaływanie skalarne (spin 

z innym spinem). Wśród oddziaływań bezpośrednich wyróż-

nia się oddziaływanie zeemanowskie (spin z polem magne-

tycznym) oraz oddziaływanie dipolowe (spin z innym spi-
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nem) [10]. W opisie oddziaływań spinu z otoczeniem wy-

stępują ponadto oddziaływania elektryczne, z których 

najważniejsze to oddziaływanie kwadrupolowe mające 

miejsce w przypadku jąder o spinie większym niż ½. Takie 

jądra posiadają moment kwadrupolowy eQ. Obdarzone są 

nim na przykład jądra izotopu 14N występujące w przyro-

dzie w przewadze (naturalna zawartość izotopowa wynosi 

99,6%). Sygnały izotopu 14N są trudne do obserwacji. Nie-

dogodność tę można usunąć przez izotopowe znakowanie 

materiału badawczego zastępując jądra 14N przez jądra 

izotopu 15N (naturalna zawartość izotopowa 0,4%) posiada-

jącego spin ½. Ze względu na efekt poszerzenia linii spek-

tralnych w widmie oddziaływanie kwadrupolowe jest nie-

korzystne i nie będzie tu omawiane. 

Poniżej zostaną omówione podstawowe własności 

ekranowania, oddziaływania skalarnego oraz oddziaływania 

dipolowego. 

  

1.2.1. Stała ekranowania i przesunięcie chemiczne 

Zewnętrzne pole magnetyczne indukuje ruch chmury 

elektronów wokół jądra, co powoduje, zgodnie z regułą 

Lenza, powstanie momentu magnetycznego skierowanego 

przeciwnie do pola B0. W konsekwencji natężenie lokalne-

go pola magnetycznego wokół jądra jest zmniejszone o 

wielkość zwaną stałą ekranowania σ [7,11]: 

)σ1(0lok BB                                            Równanie 12 

Równanie na częstość Larmora przyjmuje postać: 

0L Bω )σ1(γ                                            Równanie 13 

Budowa cząsteczki determinuje lokalny rozkład gę-

stości elektronowej wokół jądra. Ponieważ rozkłady gęsto-

ści różnią się, więc lokalne pole magnetyczne także nie 

jest takie samo wokół wszystkich jąder. Dlatego też stałe 

ekranowania dla różnych chemicznie jąder atomów tego 

samego izotopu różnią się. Bezpośredni pomiar stałej ekra-

nowania jest trudny i dlatego w celu zwiększenia dokładno-

ści wyników ilościowych w zakresie częstości rezonanso-

wych danego izotopu zdefiniowano wielkość zwaną przesu-

nięciem chemicznym δ (dla wygody operowania liczbami 

wprowadzono mnożnik 106 i jednostkę ppm - parts per 

million):  

610δ                                             Równanie 14 

gdzie: 

- częstość rezonansowa danego jądra 

0 – częstość rezonansowa substancji wzorcowej 

Uwzględniając poprzednie zależności dostaje się relacje 

między przesunięciem chemicznym i stałą ekranowania: 

6

0

6

0

06

0

0 10σσ10
σ-1

σ-σ
10

)σ-1(

)σ-1(-)σ-1(
δ           

Równanie 15 

gdzie: 

σ – stała ekranowania danego jądra 

σ0 – stała ekranowania substancji wzorcowej  

Na wartość przesunięcia chemicznego ma wpływ wie-

le czynników takich jak: elektroujemność i podatność 

magnetyczna sąsiednich atomów lub grup atomów, oddzia-

ływanie z cząsteczkami rozpuszczalnika, rodzaj rozpusz-

czalnika czy lokalna konformacja cząsteczki.  

W przypadku białek i peptydów poszczególne grupy 

jąder wykazują charakterystyczne wartości przesunięć 

chemicznych w zależności od rodzaju reszty aminokwaso-

wej. Przesunięcia chemiczne protonów amidowych łańcu-

cha głównego wykazują niewielką zależność od typu reszty 

aminokwasowej i wynoszą średnio 8.3±0.7 ppm [12]. Nie-

mniej jednak przedział przesunięć chemicznych protonów 

amidowych jest duży, co jest przydatne przy przypisywaniu 

sygnałów w widmach NMR białek. Przesunięcia chemiczne 

jąder azotów amidowych 15N nie są specyficzne, jednak 

wykazują dobrą dyspersję. Wykorzystywane jest to w wid-

mach korelacyjnych 1H/15N.  

  

1.2.2. Sprzężenie skalarne 

Oddziaływanie między poszczególnymi jądrami prze-

kazywane przez elektrony wiązań walencyjnych jest okre-

ślane mianem sprzężenia spinowo-spinowego bądź skalar-

nego. Energia tego oddziaływania jest proporcjonalna do 

iloczynu skalarnego momentów magnetycznych oddziałują-

cych jąder: 

XAXE IIAJ                                                 Równanie 16 

gdzie: 

Ii = μi/γħ  spin jądra i 

JAX – stała sprzężenia skalarnego 

Oddziaływanie spin-spin jest niezależne od zewnętrz-

nego pola magnetycznego, natomiast jego zasięg silnie 

zależy od lokalnej konformacji cząsteczki i od rodzaju 

oddziałujących jąder, a także jąder pośredniczących i 

znajdujących się na nich podstawników.  

W widmie NMR sprzężenie skalarne przejawia się roz-

szczepieniem (na składowe multipletu) sygnału jądra ze 

względu na oddziaływanie z innym jądrem lub jądrami. 

Sprzężenia przez dwa wiązania 2J nazywane są sprzężenia-

mi geminalnymi natomiast przez 3 wiązania 3J – wicynal-

nymi. 

Przy rozpatrywaniu oddziaływań o zasięgu dalszym 

niż przez jedno wiązanie pojawia się wpływ czynników 

stereochemicznych. Równanie Karplusa [13] opisuje zależ-

ność stałej wicynalnego sprzężenia od kąta torsyjnego 

(Ryc. 3 i 4):  

CθcosBθcosA 23J                           Równanie 17 

gdzie:   

A, B, C- parametry zależne od rodzaju stałej sprzężenia 

 

Ryc. 3. Projekcja Newmana definiująca kąt torsyjny θ wystę-

pujący w równaniu 17 [14]. 

Wykorzystanie wicynalnej stałej sprzężenia do wy-

znaczenia wartości związanego z nią kąta torsyjnego jest 

pomocnym narzędziem w określaniu lokalnej konformacji 

cząsteczki. Na Ryc. 4 przedstawiono definicję poszczegól-

nych kątów dwuściennych w białkach. 
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Ryc. 4. Standardowa nomenklatura atomów i kątów torsyjnych 
w łańcuchu polipetydowym [15]. 

Z analizy wartości kątów torsyjnych Φ, Ψ i ω uzysku-

je się informacje o konformacji łańcucha głównego nato-

miast kąty i determinują konformacje łańcuchów bocz-

nych poszczególnych reszt aminokwasowych w cząsteczce. 

Ze względu na właściwości wiązania peptydowego kąt ω 

zazwyczaj jest bliski 180o (konformacja trans) a niekiedy 0o 

(konformacja cis), co zmniejsza liczbę stopni swobody 

konformacyjnej łańcucha głównego.  

Kąt torsyjny Φ jest opisany przez sześć stałych sprzę-

żenia: 3JHα-HN, 
3JCβ-HN, 

3JC’-HN, 
3JC’(i)-Hα(i+1), 

3JC’(i)-C’(i+1), 
3JC’(i)-

Cβ(i+1). Najwygodniej jest posługiwać się homojądrowymi 

stałymi sprzężenia 1H-1H gdyż nie wymaga to izotopowego 

znakowania białka. Najlepiej poznaną i najczęściej używa-

ną jest homojądrowa stała 3JHα-HN między dwoma protonami 

tej samej reszty aminokwasowej [16]. Stosowane są różne 

parametryzacje równania Karplusa dla tej stałej, różnice 

między nimi obrazuje Ryc. 5. 

 

Ryc. 5. Krzywe Karplusa opisujące zależność stałej sprzężenia 
3JHα-HN od kąta torsyjnego Φ; (θ=| Φ -60o|) (równanie 17). 
Przedstawiono różnice między krzywymi w zależności od pa-
rametryzacji: (—) A=6.4, B=-1.4, C=1,9; (--) A=6.0, B=-1.4, 
C=2.4; (···) A=6.7, B=-1.3, C=1.5; (−−−) A=6.51, B=-1.76, 
C=1.612. 

Kąt torsyjny Ψ może być opisany przez trzy wicynalne 

stałe sprzężenia: 3JHα-N, 
3JN(i)-N(i+1), 

3JCβ(i)-N(i+1). Ponieważ nie 

są to stałe homojądrowe 1H-1H, więc nie są zbyt często 

wykorzystywane w badaniach strukturalnych biomolekuł.  

Kąty torsyjne i decydują o konformacji łańcuchów 

bocznych reszt aminokwasowych. W większości przypadków 

mamy do czynienia z resztami aminokwasowymi posiadają-

cymi dwa protony Hβ, co pozwala wyznaczyć dwie wicynal-

ne stałe sprzężenia określające kąt torsyjny 1. Wyjątkami 

są walina z dwoma geminalnymi grupami metylowymi na 

atomie Cβ oraz izoleucyna i treonina z chiralnymi atomami 

Cβ. Wicynalne stałe sprzężenia używane do wyznaczania 

kąta torsyjnego 1 wykorzystujące sprzężenia z protonem 

Hβ to 3JN-Hβi, 
3JC’-Hβi, 

3JHα-Hβi. 

  

1.2.3. Oddziaływanie dipolowe i jądrowy efekt Overhau-

sera 

Energia oddziaływania dwóch dipoli o momentach 

magnetycznych μ1 i μ2 znajdujących się w odległości r  jest 

proporcjonalna do r-3. Hamiltonian tego oddziaływania 

zależy od tensora oddziaływania dipolowego. W układzie 

współrzędnych, w którym oś z pokrywa się z wektorem r 

jest to tensor diagonalny, którego elementy są proporcjo-

nalne do r-3.  

W cieczach izotropowa reorientacja cząsteczki powo-

duje uśrednianie sprzężenia dipolowego do zera i dlatego 

w widmie nie obserwuje się rozszczepienia sygnałów spo-

wodowanego oddziaływaniem dipolowym. Jego obecność 

można jednak obserwować pośrednio przez jądrowy efekt 

Overhausera (ang. Nuclear Overhauser Effect, NOE). NOE 

jest to zmiana intensywności sygnału NMR spinów A spowo-

dowana zakłóceniem równowagi termodynamicznej spinów 

X oddziałujących dipolowo ze spinami A. Wielkość tego 

oddziaływania określa współczynnik wzmocnienia NOE – η 

[17]: 

0
A I

IΔ)X(η                                                Równanie 18 

gdzie: 

ΔI – zmiana intensywności sygnału NMR spinów A spowodo-

wana zakłóceniem równowagi spinów X 

I0 – intensywność sygnału spinów A w układzie niezaburzo-

nym 

Współczynnik wzmocnienia η jest bardzo użytecznym pa-

rametrem w badaniach strukturalnych biomolekuł, ponie-

waż jego wielkość jest związana z odległością międzyją-

drową r zależnością: 

6

C

r

)(f
~η                                                       Równanie 19 

gdzie: 

f(τc) – funkcja czasu korelacji τc [18]. 

Czas korelacji c jest w dużym uproszczeniu parame-

trem opisującym szybkość reorientacji całej cząsteczki w 

roztworze (sztywna cząsteczka podlegająca reorientacji 

izotropowej w czasie c zmienia orientację o 1 radian).  

Jądrowy efekt Overhausera można obserwować także 

w wirującym układzie współrzędnych (ROE, ang. Rotating 

frame NOE). W warunkach rezonansu efektywne pole 

Beff≈B1 znajduje się w płaszczyźnie x’y’ a podczas jego 

działania składowe Mx’y’ magnetyzacji związane są z B1. 

Technika ta nazywana jest ujarzmianiem spinów (ang. Spin 

Locking, SL). Pole B1 jest o kilka rzędów wielkości mniejsze 

od pola B0, zatem w wirującym układzie współrzędnych 

ujarzmiona magnetyzacja maleje do wartości równowago-

wej (B0/B1) razy mniejszej niż przed rozpoczęciem se-

kwencji. Mechanizm tej relaksacji jest analogiczny jak w 

przypadku relaksacji poprzecznej.  

Na Ryc. 6 porównano wartości współczynników 

wzmocnienia NOE i ROE w zależności od czasów korelacji 

τc. W laboratoryjnym układzie współrzędnych dla czasu 

korelacji τc≈1.12/ωA współczynnik η przechodzi przez zero. 

W tym obszarze w laboratoryjnym układzie współrzędnych 

pośrednia obserwacja oddziaływań dipolowych nie jest 

możliwa. Natomiast w wirującym układzie efekt Overhau-



 
 M. Oleszczuk /Biul. Wydz. Farm. AMW, 2006, 1, 1-16 

 

 

 

5 

 

sera jest zawsze dodatni. W dużym uproszczeniu można 

powiedzieć, że dla molekuł o średniej wielkości, charakte-

ryzujących się czasami korelacji znajdującymi się w obsza-

rze 0.2 – 2.0 ns, gdy najczęściej ωAτc≈1.12, efekty NOE są 

bardzo słabe lub ich się nie obserwuje [19,20] 

 

Ryc. 6. Zależność czasu korelacji od współczynnika wzmocnie-
nia w układzie laboratoryjnym i wirującym. 
 

1.3. Jednowymiarowa spektroskopia NMR 

Po zaabsorbowaniu promieniowania przez zbiór spi-

nów jądrowych wektor magnetyzacji jest wychylony ze 

stanu równowagi – pojawiają się jego składowe My i Mx. Po 

zakończeniu impulsu wektor magnetyzacji wykonuje prece-

sję w polu zewnętrznym B0, a składowe poprzeczne magne-

tyzacji (Mx, My) indukują w cewce detektora napięcie (sy-

gnał precesji swobodnej, ang. Free Induction Decay, FID) 

[8]. Napięcie jest próbkowane w równoodległych odstępach 

czasu. Dzięki procesom relaksacyjnym układ jąder powraca 

do stanu równowagi. Składowa poprzeczna magnetyzacji 

zmniejsza się, co powoduje zmniejszanie się amplitudy 

sygnału na wejściu detektora (FID) (Ryc. 7). Wyniki ekspe-

rymentu analizuje się w postaci widm czyli absorpcji w 

funkcji częstości, które otrzymuje się po transformacji 

Fouriera (FT) sygnału FID, będącego interferogramem w 

dziedzinie czasu [11]. 

Najprostszy pomiar widma NMR, eksperyment jedno-

wymiarowy, można podzielić na następujące etapy: przy-

gotowanie td kończące się wytworzeniem nierównowago-

wego stanu poprzez działanie impulsu w czasie tp oraz 

detekcja w czasie ta. 

 

Ryc. 7. Schemat podstawowego eksperymentu jednowymiaro-
wego. Wynik działania impulsu 90o; reprezentacja wektorowa i 
zapis graficzny. 

W warunkach rezonansu impuls o kierunku pola B1 

wzdłuż osi x’ działający w czasie tp powoduje precesję 

magnetyzacji w płaszczyźnie y’z’. W czasie tp wektor M 

zatacza kąt α=ω1tp (Ryc. 8). Impulsom przypisuje się kąt, 

na jaki pod ich działaniem wychylana jest magnetyzacja. 

Dodatkowymi parametrami określającymi impuls jest jego 

faza φ (kąt na płaszczyźnie x’y’, jaki tworzy pole B1 z 

kierunkiem osi x’) oraz kąt θ (odchylenie pola wytwarzane-

go przez impuls od płaszczyzny x’y’). 

 
Ryc. 8. Wektor magnetyzacji M w wirującym układzie współ-
rzędnych po włączeniu impulsu pola B1 skierowanego wzdłuż x’ 
(φ=0). 

Maksymalna wartość składowej poprzecznej magnety-

zacji powstaje po działaniu impulsu α=90o. Powszechnie 

taki impuls nazywa się krótko impulsem 90o lub π/2. Od-

wrócenie wektora magnetyzacji, uzyskuje się działając 

impulsem 180o (π).  

W celu poprawy jakości rejestracja widm NMR opiera 

się na wielokrotnym powtarzaniu sekwencji pomiarowej i 

spójnym dodawaniu sygnału FID. W takiej sytuacji stosunek 

sygnału do szumu, S/N ~ n1/2, gdzie n – liczba spójnych 

powtórzeń. Parametrem wpływającym na jakość widma 

jest również rozdzielczość cyfrowa określona przez liczbę 

punktów pomiarowych w przedziale widmowym. W ideal-

nym przypadku można by wydłużać czas rejestracji popra-

wiając rozdzielczość cyfrową w sposób nieograniczony. 

Realnie nie jest to możliwe, gdyż należy uwzględnić szyb-

kość zaniku sygnału precesji swobodnej FID (R2*), zależną 

od szybkości relaksacji poprzecznej R2 oraz niejednorodno-

ści pola B0: 

2
BΔγ

RR 0
2

*

2
                                          Równanie 20 

Przy ta>5/R2* zazwyczaj następuje znaczne zmniejszanie 

stosunku S/N. 

 

1.4. Wielowymiarowa spektroskopia NMR 

Punktem wyjścia do wyznaczenia struktury układów 

chemicznych jest identyfikacja i analiza obserwowanych 

sygnałów NMR. W przypadku białek i peptydów nakładanie 

się sygnałów w widmie jednowymiarowym utrudnia lub 

uniemożliwia to zadanie. Trudność tę można przezwyciężyć 

wykonując widma wielowymiarowe. Poniżej zostanie 

przedstawiona idea uzyskiwania widm dwuwymiarowych; 

rejestracja widm o liczbie wymiarów większej niż dwa 

odbywa się w analogiczny sposób. 

Dwuwymiarowe widma NMR otrzymuje się przez reje-

strację serii widm jednowymiarowych w odpowiednio za-

projektowanych sekwencjach. Poszczególne widma jedno-

wymiarowe różnią się inkrementowanym czasem t1 wpro-

wadzonym po okresie przygotowania. Powoduje to oscyla-

cje intensywności i faz sygnałów poszczególnych jąder. 

Widmo takie zawiera informacje o częstościach jąder od-



 
 M. Oleszczuk /Biul. Wydz. Farm. AMW, 2006, 1, 1-16 

 

 

 

6 

 

działujących ze sobą. Po transformacji Fouriera względem 

obu czasów t1 i t2 dostaje się widmo dwuwymiarowe [21] 

(Ryc. 9). 

 
Ryc. 9. Schemat powstawania widma dwuwymiarowego [10]. 

Eksperyment dwuwymiarowy składa się z czterech 

etapów: przygotowania, które kończy się wytworzeniem 

stanu nierównowagowego (td) – analogiczne jak w ekspery-

mencie jednowymiarowym, inkrementowanego czasu t1, 

podczas którego układ spinów ewoluuje, czasu mieszania 

tm, w którym następuje korelacja spinów oraz detekcji w 

czasie t2 [22]. 

 
1.4.1. Wybrane techniki wielowymiarowe 

Do wyznaczania struktury przestrzennej układów bio-

logicznych wykorzystuje się zarówno widma korelujące 

sygnały spinów jądrowych oddziałujących skalarne jak i 

widma, w których do korelacji wykorzystuje się  oddziały-

wania dipolowe. Zastosowanie odpowiedniej sekwencji 

impulsów pozwala na zarejestrowanie w widmie tylko 

jednego typu korelacji.  

Homojądrowe 1H-1H widma TOCSY (ang. TOtal Corre-

lation SpectroscopY) [23,24,25], wykorzystujące korelacje 

przez sprzężenia skalarne stosowane są do identyfikacji 

układów spinowych. Aby umożliwić efektywne przeniesie-

nie oddziaływania na jądra atomów oddalonych od siebie o 

kilka wiązań walencyjnych stosuje się sekwencje ujarzmia-

jące. Taka sekwencja wiąże magnetyzację w płaszczyźnie 

x’y’ z polem Bef i trwa w czasie mieszania tm. W przypadku 

białek i peptydów protony każdej reszty aminokwasowej, 

poza metioniną oraz resztami aminokwasowymi zawierają-

cymi układy aromatyczne, stanowią jeden, izolowany układ 

spinowy. Na Ryc. 10 zaprezentowano układy spinowe tryp-

tofanu. 

W eksperymentach wykorzystujących sprzężenie ska-

larne nie obserwuje się sygnałów korelujących oddziaływa-

nia dipolowe. Takie korelacje można uzyskać stosując 

eksperyment NOESY (ang. Nuclear Overhauser Enhance-

ment SpectroscopY) [26] lub jego wariant w wirującym 

układzie współrzędnych – ROESY (ang. Rotating frame 

Overhauser Enhancement SpectroscopY) [20,23,24].  

Odległości międzyprotonowe uzyskane z analizy in-

tensywności sygnałów w widmach NOESY/ROESY są kluczo-

wym parametrem wykorzystywanym do wyznaczenia struk-

tury biomolekuł. Jak pokazano wcześniej (równanie 19) 

współczynnik wzmocnienia NOE, jak również intensywność 

sygnału korelacyjnego, są odwrotnie proporcjonalne do 

szóstej potęgi odległości między oddziałującymi protonami. 

Przy założeniu stałej wartości funkcji f(τc)=const oraz 

dysponując znaną odległością międzyprotonową (na przy-

kład odległością między protonami geminalnymi w łańcu-

chu alifatycznym czy między protonami w pierścieniu aro-

matycznym) można skalibrować uzyskane z widma 

NOESY/ROESY intensywności sygnałów. 

 

 

                                             Równanie 21 

gdzie: 

Ii   – intensywność sygnału korelacyjnego między dwoma 

protonami oddziałującymi dipolowo znajdującymi się 

w odległości ri 

Iref – intensywność sygnału korelacyjnego między dwoma 

protonami oddziałującymi dipolowo o znanej odległo-

ści rref 

Postępowania prowadzące do pełnego przypisania sy-

gnałów w przypadku białek i kwasów nukleinowych zostało 

szczegółowo opisane przez Wüthricha [18] i później przez 

innych autorów [12]. Na podstawie widma TOCSY można 

wyróżnić układy spinowe charakterystyczne dla różnych 

rodzajów reszt aminokwasowych. Nie daje to jednak 

informacji strukturalnych, nie jest też możliwe określenie 

pozycji reszty aminokwasowej w sekwencji. Informacje 

takie uzyskuje się z widm typu NOESY/ROESY.  

Najważniejszym etapem analizy strukturalnej jest 

przypisanie sygnałów korelacyjnych odpowiednim jądrom w 

sekwencji białka lub peptydu. Przypisania sekwencyjne 

(i,i+1) służące do oznaczenia kolejności sekwencji amino-

kwasów w białku wykonuje się w oparciu o sygnały korela-

cyjne HN(i)/HN(i+1) oraz/lub Hα(i)/HN(i+1). Sygnały sekwen-

cyjne mają duże znaczenie w procesie identyfikacji prze-

sunięć chemicznych poszczególnych protonów jednak, 

podobnie jak sygnały intrarezydualne (i, i), nie odgrywają 

dużego znaczenia w analizie dotyczącej struktury drugo- i 

trzeciorzędowej badanej biomolekuły.  

 

 

 
Ryc. 10. Układy spinowe tryptofanu. 

61 /

i

ref

refi
I

I
rr
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Ryc. 11. Kontakty NOE i stałe sprzężenia charakterystyczne dla wybranych elementów struktury [18]. 

 

Poszczególne elementy struktury drugorzędowej 

przejawiają się w widmie w postaci charakterystycznych 

zestawów sygnałów NOE oraz wartości stałych sprzężenia 

spinowego 3JHα-HN. Ryc. 11 prezentuje sygnały korelacyjne 

oraz wartości stałych sprzężenia spinowego typowe dla 

wybranych struktur drugorzędowych możliwe do zaobser-

wowania w widmie NOESY/ROESY. Szerokości linii obrazują 

względne intensywności sygnałów. 

W przypadku małych biomolekuł, gdy mamy do czy-

nienia z dobrze rozseparowanymi sygnałami, do analizy 

strukturalnej wystarczą dwuwymiarowe techniki homoją-

drowe 1H -1H. Jednak kiedy obserwuje się znaczną degene-

rację sygnałów, konieczne jest wykorzystanie technik 

heterojądrowych połączonych z trój- lub nawet czterowy-

miarową spektroskopią NMR. Techniki hetero-jądrowe 

korelują przesunięcia chemiczne różnych izotopów. Naj-

częściej do wyznaczania struktury stosuje się techniki 

korelujące przesunięcia chemiczne heterojąder 13C i/lub 
15N z jądrami 1H. Jednym z najpopularniejszych dwuwymia-

rowych eksperymentów heterojądrowych jest eksperyment 

HSQC (ang. Heteronuclear Single Quantum Coherence) 

[27,28,29,30] korelujący przesunięcia chemiczne heteroją-

der i bezpośrednio (jedno wiązanie walencyjne) z nimi 

związanych protonów. W sekwencji HSQC wykorzystuje się 

tzw. metodę detekcji odwrotnej (ang. inverse detection) 

gdzie zachodzi przeniesienie polaryzacji protonów na hete-

rojądra. Heterojądra ewoluują w czasie t1, po czym ma-

gnetyzacja jest ponownie przenoszona do protonów i zo-

staje wykonana detekcja. Podczas detekcji protonowej 

heterojądra są nasycane sekwencją impulsów o często-

ściach radiowych (odsprzęganie) w celu zlikwidowania 

oddziaływań spinowych pomiędzy jądrami 1H i heteroją-

drami. Wynikiem tego działania jest zanik struktury multip-

letowej [31,32]. 

Dodatkowe możliwości stwarza zastosowanie technik 

gradientowych. Gradienty impulsowe (ang. Pulsed Field 

Gradient, PFG) stosuje się w celu chwilowego, kontrolowa-

nego w czasie wywołania niejednorodności pola B0 w okre-

ślonej objętości próbki. Większość stosowanych gradientów 

impulsowych jest skierowanych wzdłuż pola B0. Zastosowa-

nie technik gradientowych pozwala między innymi na zli-

kwidowanie sygnału od niepożądanego izotopomeru (1H -
12C, 1H -14N). Jest to szczególnie ważne przy rejestracji 

widm korelacyjnych dla związków o naturalnej zawartości 

izotopów o spinie ½ [33,34,35,36,37]. 

  

2. Metody obliczeniowe 

Określenie struktury przestrzennej białka lub peptydu 

na podstawie danych doświadczalnych polega na znalezie-

niu konformacji o najniższej energii spośród wszystkich 

spełniających ograniczenia eksperymentalne. W przypadku 

badań biomolekuł metodami magnetycznego rezonansu 

jądrowego najczęściej wykorzystywanymi więzami są odle-

głości międzyprotonowe oraz kąty torsyjne uzyskiwane 

odpowiednio z analizy intensywności sygnałów NOE  oraz 

skalarnych stałych sprzężenia. W dalszej części przedsta-

wiono kilka najpopularniejszych metod obliczeniowych 

wykorzystujących więzy NMR. 

  

2.1. Geometria odległościowa 

Geometria odległościowa (ang. Distance Geometry, 

DG) [38,39] jest najbardziej ogólną metodą obliczania 

struktury cząsteczki bądź jej fragmentu w przestrzeni 

odległości międzyatomowych a następnie przeniesienie 

takiego rozwiązania do przestrzeni współrzędnych karte-

zjańskich. Podejście to opiera się na możliwości przedsta-

wienia międzyatomowych kontaktów NOE uzyskanych z 

eksperymentów NMR i większości danych stereochemicz-

nych w postaci macierzy definiującej odległości między-

atomowe [40]. 

Struktury otrzymane za pomocą tej metody zazwy-

czaj charakteryzują się wysoką energią z powodu dużej 

liczby naprężeń sterycznych czy też oddziaływań niewiążą-

cych. Dlatego stosowane obecnie programy służące do 

wyznaczania struktury biomolekuł z danych doświadczal-

nych ograniczają zastosowanie algorytmu geometrii odle-

głości do otrzymania struktury startowej służącej jako 

punkt wyjścia dla innych algorytmów obliczeniowych. 

  

2.2. Metoda symulowanego wyżarzania w dynamice 

molekularnej 

Metodą powszechnie stosowaną w obliczeniach struk-

tury biomolekuł na podstawie danych pochodzących ze 

spektroskopii NMR jest numeryczne rozwiązywanie równań 

ruchu Newtona [41] zwane dynamiką molekularną. Dla 
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układu N cząstek o masach mi (i=1,…,N) i współrzędnych ri 

równania ruchu dane są wyrażeniem: 

i2

i

2

i
dt

d
m F

r                                                      Równanie 22 

gdzie: 

 

 

                              Równanie 23 

 

Założeniem tej metody jest przeszukanie przestrzeni 

konformacyjnej cząsteczki i znalezienie struktur spełniają-

cych więzy eksperymentalne, czyli minimalizacja energii 

potencjalnej systemu. Aby zapobiec wpadnięciu cząsteczki 

do lokalnego minimum i umożliwić w miarę szerokie prze-

szukiwanie przestrzeni konformacyjnej, symulacje prze-

prowadza się szybko podgrzewając układ do bardzo wyso-

kiej temperatury (rzędu kilku tysięcy K), pozostawiając go 

na pewien czas w tej temperaturze (równowagowanie) a 

następnie powoli schładzając (symulowane wyżarzanie, 

ang. Simulated Annealing, SA), co umożliwia pokonywanie 

barier energetycznych [42,43,44].  

Całkowita energia potencjalna jest reprezentowana 

przez sumę energii oddziaływań kowalencyjnych (Ecv), 

energię oddziaływań niewiążących (Enb) oraz człon repre-

zentujący dane eksperymentalne (ENMR): 

NMRnbcvpot EEEE                               Równanie 24 

Człon ENMR zawiera pochodzące z analizy widm NOESY 

informacje dotyczące odległości międzyatomowych, ENOE, 

oraz wartości kątów torsyjnych (z analizy stałych sprzęże-

nia), ETOR: 

TORNOENMR EEE                                       Równanie 25 

Ponieważ nie zawsze istnieje możliwość uzyskania 

stałych sprzężenia spinowego, więc wyrażenie ETOR może, 

lecz nie musi, być obecne w powyższym równaniu.  

Protokół symulowanego wyżarzania prowadzi do uzy-

skania zbioru konformacji spełniających więzy ekspery-

mentalne. Jednym z podstawowych kryteriów umożliwiają-

cym porównanie struktur przestrzennych jest wartość 

średniego odchylenia standardowego (ang. Root Mean 

Square Deviation, RMSD) zdefiniowana w następujący 

sposób: 

n

1i

2
B

i

A

i rr
n

1
)B,A(RMSD

                       Równanie 26 

gdzie: 
B

i

A

i r,r


 - to współrzędne kartezjańskie i-tego atomu należą-

cego do struktury A i B (odpowiednio) 

 - oznacza normę;  
J

1i

2

jJ21 aa,...,a,aa


 

n – liczbę atomów stanowiących kryterium porównawcze w 

każdej strukturze. 

Najczęściej podawana jest wartość RMSD obliczona 

dla atomów łańcucha głównego (C, C’, N) kolejnych reszt 

aminokwasowych. Jest to dobre kryterium porównania 

struktury drugorzędowej i sfałdowania białka. Wartość 

średniego odchylenia standardowego między otrzymanymi 

strukturami zależy od liczby i dokładności określenia jed-

noznacznych więzów eksperymentalnych. 

  

2.3. Dynamika w przestrzeni kątów torsyjnych 

Dynamika w przestrzeni kątów torsyjnych (ang. Tor-

sion Angle Dynamics, TAD) pozwala na zmniejszenie liczby 

stopni swobody przez zastąpienie współrzędnych karte-

zjańskich odpowiednimi wartościami kątów torsyjnych 

(przyjmuje się, że długości wiązań i kąty płaskie są stałe) 

oraz równań ruchu Newtona równaniami Lagrange’a 

[45,46,47,48,49,50,51,52,53,54]. 

0
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                                Równanie 27 

gdzie: 

L= Ekin - Epot – funkcja Lagrange’a 

θ – odpowiedni kąt torsyjny 

k=1,…,n 

Energia potencjalna wyraża się zależnością: 

VωE 0pot                                                   Równanie 28 

gdzie:  

V   – funkcja celu; V≥0 

ω0 – współczynnik wagi; ω0=10kJ mol-1 Ǻ-2 

Dynamika w przestrzeni kątów torsyjnych najczęściej jest 

wspomagana metodą symulowanego wyżarzania, podobnie 

jak dynamika w przestrzeni kartezjańskiej.  

  

2.4. Metoda wyznaczania wag statystycznych konforma-

cji 

W odróżnieniu od większości białek peptydy charakte-

ryzują się dużą labilnością konformacyjną. Dlatego w tym 

przypadku metody prowadzące do wyznaczenia jednej 

konformacji nie sprawdzają się. Dotychczas podjęto jedy-

nie nieliczne próby uwzględnienia labilności konformacyj-

nej peptydów w  obliczeniach struktury. Metodą rokującą 

największe nadzieje jest opracowana na Wydziale Chemii 

Uniwersytetu Gdańskiego oraz w Cornell University metoda 

wyznaczania średniej struktury peptydów oparta na obli-

czaniu wag statystycznych najbardziej prawdopodobnych 

konformerów obecnych w roztworze [55]. W metodzie tej 

zakłada się występowanie w widmie NMR uśrednionych 

kontaktów NOE i stałych sprzężeń pochodzących od róż-

nych konformerów, a wagi statystyczne poszczególnych 

udziałów zależą od procentowego występowania danej 

konformacji w roztworze.  

Decyzja o zastosowaniu konkretnej metody oblicze-

niowej jest w dużej mierze arbitralna. Metody dynamiki 

molekularnej sprawdzają się w przypadku wyznaczania 

struktury takich obiektów, które w roztworze przyjmują 

jedną konformację, na przykład białek. W przypadku labil-

nych peptydów problem komplikuje się przez fakt, że 

posiadające dużą swobodę konformacyjną peptydy mogą w 

roztworze występować w wielu konformacjach o różnych 

udziałach. W takich przypadkach doskonale sprawdza się 

metoda wyznaczania wag statystycznych konformacji. 

  

3. Przykład zastosowania technik NMR do badań struktu-

ralnych układów helikalnych [56] 

3.1. Model propagacji helisy 

Helisy (Ryc. 12) są jednym z częściej występujących 

elementów struktury drugorzędowej w białkach, ocenia 

się, że ponad 30% aminokwasów przyjmuje konformację 

charakterystyczną dla konformacji helikalnej [57,58].  

zyx
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Ryc. 12. Helisy 310, α oraz π. Linie przerywane oznaczają wiązania wodo-
rowe stabilizujące układy helikalne [59]. 

Tabela 1. Typowe wartości kątów torsyjnych Φ i Ψ oraz zasięg wiązań wodorowych charakterystycz-
nych dla poszczególnych typów helisy. 

  Helisa 310 Helisa α Helisa π 

Kąt Φ -49.0 -57.8 -57.1 

Kąt Ψ -26.0 -47.0 +69.7 

wiązanie wodorowe CO--HN i,i+3 i,i+4 i,i+5 

 
Badania nad zagadnieniem powstawania i elongacji 

helis są prowadzone od lat [60,61,62,63,64,65,66,67,68, 

69]. Powstał model propagacji układów helikalnych sformu-

łowany w następujący sposób: 

 Powstanie pierwszego skrętu helisy wymaga dużego 

wkładu entropowego ze względu na konieczność jedno-

czesnego usztywnienia 6 kątów torsyjnych.  

 Każdy następny skręt helisy powstaje przez usztywnie-

nie tylko dwóch kątów a zatem koszt energetyczny jest 

znacznie mniejszy. Wynika z tego, że preferowane po-

winny być długie odcinki helikalne. 

 Wkład entropowy jest rekompensowany przez wkład 

entalpowy, przede wszystkim utworzenie wiązań wodo-

rowych. 

 Łańcuch boczny reszty aminokwasowej może stabilizo-

wać bądź destabilizować helisę przez oddziaływanie z 

łańcuchem głównym oraz z łańcuchami bocznymi in-

nych reszt. 

Stała równowagi między formą helikalną (Hn) a niehe-

likalną (A) odcinka homopolipeptydu o liczbie reszt amino-

kwasowych (n) w tym modelu wyraża się zależnością: 

  

                                       Równanie 29 

 

gdzie:  

 – zdolność danej reszty do inicjowania helisy (czynnik 

nukleacji) 

s  - stała równowagi konformacyjnej (helisa ↔ konformacja 

rozwinięta) charakterystyczna dla danej reszty amino-

kwasowej 

Wartość czynnika nukleacji jest rzędu 10-3, natomiast 

stała równowagi s przyjmuje wartości od 0.001 dla proliny 

do 1.54 dla alaniny w temperaturze 1oC, ekstrapolacja do 

25oC daje wartość 1.3 [69]. Stala równowagi s świadczy o 

skłonności danego aminokwasu do przyjmowania konforma-

cji helikalnej. Prolina i glicyna charakteryzują się naj-

mniejszymi wartościami stałej s, czyli są najmniej podatne 

na występowanie w konformacji helikalnej, a największą 

skłonność do przyjmowania konformacji helikalnej wykazu-

je alanina.  

  

3.2. Badanie szybkości wymiany chemicznej 

Dogodną metodą oceny wielu parametrów konforma-

cyjnych jest badanie szybkości wymiany chemicznej. Pro-

tony, czyli jądra atomów wodoru grup funkcyjnych wystę-

pujących w białkach i peptydach takich jak grupy aminowe 

–NH2, amidowe –C(O)NH, tiolowe – SH czy hydroksylowe –

OH mogą wymieniać się z protonami cząsteczek wody, 

stanowiącej rozpuszczalnik, bądź między sobą. Ta ostatnia 

możliwość jest znacznie mniej prawdopodobna ze względu 

na ogromny nadmiar cząsteczek wody w stosunku do czą-

steczek białka (przeciętnie stężenie białka w próbkach 

stosowanych do badań NMR wynosi kilka mM/l wobec stę-

żenia wody ~55M/l). Protony zaangażowane w wiązania 

wodorowe bądź takie, które nie są eksponowane do roz-

tworu charakteryzują się mniejszą wartością stałej szybko-

ści wymiany chemicznej niż pozostałe labilne protony 

cząsteczki [70]. Szczególnie pomocne jest określenie za-

chowania się protonów amidowych, gdyż protony tych grup 

biorą udział w wiązaniach wodorowych stabilizujących 

struktury drugorzędowe. Stała szybkości wymiany chemicz-

nej protonu amidowego konkretnego aminokwasu zależy od 

wielu czynników zewnętrznych takich jak pH, temperatura, 

oddziaływanie sąsiednich reszt aminokwasowych, czy miej-

sce w sekwencji.  

Obliczone oczekiwane stałe szybkości wymiany che-

micznej zależą od warunków zewnętrznych, w jakich zna-

lazła się cząsteczka peptydu (pH, temperatura) oraz od jej 

sekwencji. Nie wnoszą natomiast informacji struktural-

nych. Dopiero analiza stosunku takiej obliczonej oczekiwa-

2nn s
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nej wartości do faktycznej zmierzonej prędkości wymiany 

daje możliwość wyciągania wniosków na temat struktury 

przestrzennej peptydów lub białek. Sposób eksperymental-

nego wyznaczania stałych szybkości wymiany chemicznej 

protonów amidowych opisano dalej. Stosunek tych dwóch 

wielkości nosi nazwę współczynnika protekcji p: 

 

                                                       Równanie 30 

 

Protony zaangażowane w wiązania wodorowe bądź 

osłaniane przed kontaktem z rozpuszczalnikiem charakte-

ryzują się współczynnikiem protekcji większym od jedno-

ści.  

  
3.2.1. Badanie szybkości wymiany za pomocą spektro-

skopii NMR 

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego 

jest dogodną metodą umożliwiającą pomiar szybkości 

wymiany protonów amidowych z protonami rozpuszczalni-

ka. Najczęściej stosuje się w tym celu technikę przeniesie-

nia magnetyzacji [71]. Technikę tę stosuje się w przypad-

ku, gdy magnetyzacja przenoszona jest między dwoma 

nierównoważnymi stanami A i B o różnych przesunięciach 

chemicznych a zakłócenie magnetyzacji jednego ze stanów 

może być wykrywane w drugim. Stosowalność tej metody 

zależy od szybkości wymiany badanych protonów; najczę-

ściej jest ona efektywna w przedziale [0.05s-1, 20s-1]. Po-

nadto dokładność metody jest limitowana stosunkiem 

szybkości wymiany (k) do szybkości relaksacji () i jest 

najbardziej efektywna przy spełnionym warunku k/>0.1 

[72]. 

Rozważmy układ, w którym proton może występować 
w stanie A lub B: 

BA
1k

1k                                            Równanie 31 

W takim układzie średni czas życia w stanie A (τA) lub 

B (τB) definiuje się następująco: τA = 1/k+1 ; τB = 1/k-1  

W eksperymencie NMR magnetyzacja spinu w jednym 

ze stanów jest zaburzona przez selektywne nasycanie (ang. 

Saturation Transfer) bądź odwrócenie (ang. Inversion 

Transfer) za pomocą odpowiedniej sekwencji impulsów. 

Monitoruje się następnie magnetyzację spinu w drugim 

stanie, bądź w obu jednocześnie, w zależności od czasu 

trwania zaburzenia lub od czasu upływającego między 

impulsem zaburzającym a sekwencją pomiarową.  

Aby otrzymać stałą szybkości k-1 reakcji przedstawio-

nej w równaniu 31 za pomocą metody przeniesienia nasy-

cenia [71,73] stosuje się impuls nasycający działający 

selektywnie na spiny znajdujące się w stanie A, następnie 

obserwowana jest zmiana intensywności sygnału B w czasie 

t po usunięciu pola nasycającego działającego na jądro w 

stanie A.  

Druga ze wspomnianych metod [74,75] polega na se-

lektywnym napromieniowaniu spinów znajdujących się w 

jednym ze stanów impulsem 180o, co powoduje odwrócenie 

ich magnetyzacji. Magnetyzacja napromieniowanego spinu, 

na skutek zachodzących procesów relaksacji, powraca do 

wartości równowagowej, podczas gdy intensywność spinu 

znajdującego się w drugim stanie zmienia się na skutek 

procesu wymiany. Metoda ta umożliwia badanie wymiany 

chemicznej układów bardziej skomplikowanych, niż dwu-

stanowe [76]. 

Przez porównanie eksperymentalnych szybkości wy-

miany protonów amidowych z oczekiwanymi wartościami 

obliczonymi otrzymuje się współczynnik protekcji 

p=kteor/kexp (równanie 30) pozwalający ocenić zaangażowa-

nie badanej reszty aminokwasowej w konformację helikal-

ną.  

  
3.3. Układ modelowy 

Poznanie mechanizmów tworzenia i wzrostu helisy 

jest bardzo istotnym problemem przy rozważaniu wcze-

snych etapów zwijania białka. Dotychczas stosowane me-

tody badawcze takie jak spektroskopia fluorescencyjna, 

dichroizm kołowy, badania kalorymetryczne nie dostarczały 

wystarczających danych do opisu tego zjawiska. Zastoso-

wanie magnetycznego rezonansu jądrowego do badania 

modelowych peptydów prowadzi do uzyskania dodatkowych 

informacji i pozwala na opisanie zjawiska inicjacji i pierw-

szych etapów wzrostu helisy. 

Z równania 29 wynika, że struktury helikalne powinny 

być dobrze stabilizowane tylko dla długich odcinków (duża 

wartość n), złożonych z reszt aminokwasowych o właściwo-

ściach prohelikalnych (duże wartości s) takich jak alanina 

czy arginina. Jednak większość helis w białkach jest krótka 

– tworzy je kilka lub kilkanaście reszt i to nie zawsze prze-

jawiających właściwości prohelikalne [57]. Ponadto nie 

jest jasne, czy krótka helisa jest helisą , helisą 310 czy 

helisą . Dotychczas mimo wielu przeprowadzonych rozwa-

żań teoretycznych [60,77,78] nie zajmowano się proble-

mem występowania krótkich helis równie intensywnie od 

strony eksperymentalnej. Barierą był brak odpowiedniego 

układu modelowego badającego krótkie odcinki helikalne. 

Zastosowanie peptydów zawierających pętlę wapniową 

otwiera możliwości konfrontacji teorii z doświadczeniem. 

Cecha wspólną wspomnianych białek jest występowanie 

elementu struktury superdrugorzędowej - motywu dłoni EF, 

składającego się z dwóch helis połączonych pętlą wiążącą 

jon. Koordynacja jonu wymusza sztywną strukturę pętli, w 

której kąty torsyjne Φ i Ψ trzech ostatnich reszt mają 

wartości charakterystyczne dla konformacji helikalnej. 

Motywy EF białek wiążących jony wapnia są więc natural-

nym miejscem nukleacji helisy i mogą służyć jako punkt 

wyjścia do projektowania układów modelowych służących 

do badania sposobów powstawania i wzrostu helisy.  

Do badań modelowych zostały wybrane dwie serie 

peptydów będących analogami trzeciej pętli wiążącej jony 

wapnia w kalmodulinie szczura wysycone jonami lantanu 

La3+. Sposób wiązania jonów lantanu i wapnia jest analo-

giczny, a ponadto większy ładunek dodatni lantanowców 

zwiększa stałą wiązania nawet o dwa rzędy wielkości 

[79,80]. Jony lantanowców Ln3+ są szeroko stosowane jako 

sondy luminescencyjne i paramagnetyczne w badaniach 

białek wiążących jony wapnia i ich fragmentów [81,82]. 

Właściwości paramagnetyczne większości lantanowców 

powodują niekorzystne efekty w widmach NMR przez silne 

poszerzenie sygnałów na skutek skrócenia czasu T2. Jednak 

lantan jest jedynym diamagnetycznym lantanowcem, 

wskutek czego nie powoduje poszerzenia sygnałów i nadaje 

się do stosowania w badaniach białek metodą NMR. Ze 

względu na krótkość odcinka helikalnego oraz wysoką nie-

mal 100% zawartość helisy, peptydy zawierające na swym 

końcu N sekwencję pętli wapniowej są idealnymi modelami 

do badania metodami NMR struktury oraz dynamiki kon-

expk
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formacyjnej helisy i oddziaływań stabilizujących tę kon-

formację, takich jak hydratacja lub oddziaływania pomię-

dzy grupami bocznymi reszt aminokwasowych [83,84,85]. 

W badanych peptydach odcinek helikalny powstający na 

końcu C pętli po koordynacji jonu metalu jest stopniowo 

wydłużany przez dodawanie alaniny, aminokwasu znanego 

z właściwości prohelikalnych: seria I, PAn, AcDKDGDGY-

IS15NA15NA E(15NA n)NH2 (n=0-4) oraz seria II, LAn, AcDQDGD-

GYISAAE(An)hS (n=0,2,4). 

  

3.4. Określanie struktury trzeciorzędowej peptydów 

Wykonano pomiary NMR prowadzące do określenia 

struktury przestrzennej peptydów w formie holo (wysyco-

nej jonem lantanu) [56,86,87]. Widma wykonane dla pep-

tydów w formie apo charakteryzują się silną degeneracją 

sygnałów i nie pozwalają na jednoznaczne przypisanie 

wszystkich przesunięć chemicznych 1H (co uniemożliwia 

wyznaczenie struktur przestrzennych). W szczególności 

wykorzystanie faktu selektywnego znakowania peptydów 

serii I, PAn, 
15N i zastosowanie technik heterojądrowych 

(widma gHSQC{1H/15N}) oraz homojądrowych (TOCSY, RO-

ESY) umożliwiło identyfikację protonów amidowych alanin 

badanych związków w formie apo. Było to niezbędne do 

prawidłowej analizy stałych szybkości wymiany i współ-

czynników protekcji peptydów serii I, PAn, w formie nie 

wysyconej jonem lantanu. 

Do obliczeń struktury wykorzystano intensywności sy-

gnałów pozadiagonalnych  w widmach NOESY/ROESY. Wy-

znaczenie struktur przestrzennych peptydów przeprowa-

dzono metodą dynamiki molekularnej z algorytmem symu-

lowanego wyżarzania dostępnym w programie XPLOR [88]. 

Na Ryc. 13 pokazano 20 struktur o najniższej energii 

nałożonych po atomach łańcucha głównego całej cząstecz-

ki.  

Obliczono struktury średnie dla każdego z peptydów, 

prezentowanych na Ryc. 13. Uśrednione struktury pokazne 

są na Ryc. 14, zaobserwowane fragmenty helikalne dla 

każdej z uśrednionych struktur podaje załączona Tabela. W 

peptydach PA0, PA1 i LA0 nie obserwuje się helisy. Obser-

wuje się wydłużanie odcinka helikalnego na końcu C w 

zależności od liczby alanin. W strukturach uśrednionych 

obserwuje się wyłącznie helisy α. 

Przeprowadzono analizę statystyki wiązań wodoro-

wych, w których uczestniczą protony amidowe reszt ami-

nokwasowych znajdujących się na końcu C badanych pep-

tydów w formie holo zaczynając od Ala10 z grupami karbo-

nylowymi innych reszt aminokwasowych (Tabela 2). W 

peptydach obu serii obserwuje się wiązania wodorowe 

charakterystyczne zarówno dla helisy α (czerwony) jak i 

helisy 310 (niebieski, kursywa). 

Analiza wiązań wodorowych w badanych peptydach 

świadczy o występowaniu szybkiej równowagi konforma-

cyjnej między helisą 310 i helisą α. W skali czasów NMR 

obserwuje się uśredniony efekt w widmach. W krótkich 

peptydach (n=0-2) układ tych wiązań sugeruje dominację 

helisy 310. Wydłużanie peptydu poprzez dodawanie kolej-

nych alanin na końcu C powoduje przesunięcie równowagi 

konformacyjnej w stronę helisy α - tworzą się nowe wiąza-

nia wodorowe stabilizujące tę strukturę podczas gdy 

zmniejsza się populacja wiązań stabilizujących helisę 310. 

W najdłuższych peptydach obu serii helisa α jest najlepiej 

stabilizowana.  

 
Ryc. 13. Struktury przestrzenne peptydów PAn (n=0-4) oraz LAn (n=0,2,4) nałożone po atomach łańcucha 
głównego. RMSD podane w załączonej Tabeli. 
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Ryc. 14. Nałożone uśrednione struktury peptydów serii I, PAn:  
a) peptydy PAn,  n=0-4, nałożone po atomach łańcucha głównego reszt 1 – 12, RMSD=1.05Å;  
b) peptydy PAn, n=1-4, nałożone po atomach łańcucha głównego reszt 1 – 13, RMSD=0.91Å;  
c) peptydy PAn, n=1-4, nałożone po atomach łańcucha głównego reszt  1 –  9, RMSD=0.84Å;  
d) peptydy PAn, gdzie n=1-4, nałożone po atomach łańcucha głównego reszt 9 – 13, RMSD=0.36Å. 

Tabela 2. Statystyka wiązań wodorowych [%], w których zaangażowane są protony amidowe aminokwasów znajdu-
jących się na końcu C peptydów w formie holo. Wartości dla helisy α podane są na czerwono, dla helisy 310 na nie-
biesko i kursywą. 

HN CO PA0 PA1 PA2 PA3 PA4 HN CO LA0 LA2 LA4 

Ala11 Ile8 7 - - - - Glu12 Ser9 65 54 64 

Glu12 
Ile8 17 - - - - Ala13 Ser9   77 58 

Ser9 34 100 100 25 28   Ala10   20 - 

Ala13 
Ser9 

  
100 100 100 100 Ala14 Ala10   57 59 

Ala10 97 100 22 -   Ala11   73 - 

Ala14 
Ala10 

    
27 84 100 Ala15 Ala11     5 

Ala11 27 - -   Glu12     9 

Ala15 

Ala11 

      

54 62 Ala16 Glu12     100 

Glu12 10 85 
hSer (13-
n) 

Ala11 5 51 - 

Glu12 - 65 36 

Ala16 
Glu12 

        
64   Ala13   - 41 

Ala13 72   Ala14   - 78 

 

3.5. Wyznaczanie szybkości wymiany protonów amido-

wych alanin 

Pomiaru szybkości wymiany protonów zwykle dokonu-

je się w wyniku analizy serii jednowymiarowych widm 1H. 

Ilościowa analiza takich widm w przypadku badanych pep-

tydów była niemożliwa bądź utrudniona ze względu na 

nakładanie się sygnałów (Ryc. 15a). Selektywne znakowa-

nie 15N alanin stwarza możliwości precyzyjnego pomiaru 

szybkości wymiany protonów amidowych tych aminokwa-

sów w oparciu o korelacyjne techniki heterojądrowe. W 

Środowiskowym Laboratorium NMR przy IBB PAN opracowa-

no metodę takich pomiarów, w której sekwencją pomiaro-

wą jest sekwencja gHSQC{1H-15N} (ang. gradient Hetero-

nuclear Single Quantum Coherence). Przy dobrym rozdzie-

leniu sygnałów pochodzących od protonów amidowych 

znakowanych aminokwasów w wymiarze protonowym wy-

starczające jest wykonanie serii jednowymiarowych widm 

gHSQC (Ryc. 15b). W przypadku degeneracji przesunięć 

chemicznych badanych protonów (jak na Ryc. 15b) pomoc-

ne okazuje się rozciągnięcie widma w wymiarze azotowym 

i pomiar serii widm dwuwymiarowych (Ryc. 15c). Należy 

podkreślić, że działanie takie jest skuteczne jedynie w 

przypadku dobrego rozdzielenia obserwowanych sygnałów 

w widmie gHSQC{1H-15N}.  

Na podstawie wykonanych pomiarów stałych szybko-

ści wymiany chemicznej protonów amidowych i przez po-

równanie ich z oczekiwanymi wartościami obliczonymi dla 

konformacji rozwiniętej otrzymano współczynniki protekcji 

odpowiednich protonów amidowych alanin (Tabela 3).  
W formie apo obserwuje się wartości współczynników 

protekcji znacząco większe od 1 dla wszystkich alanin, 

niezależnie od długości peptydu, co świadczy o przyjmo-

waniu konformacji różnej od rozciągniętej. Proponowane 

wyjaśnienie tego zjawiska jest takie, iż protony amidowe 

alanin peptydów PAn w formie apo są zaangażowane w 

wiązania wodorowe albo/i częściowo izolowane od kontak-

tu z rozpuszczalnikiem. 
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Tabela 3. Współczynniki protekcji protonów amidowych alanin w peptydach PAn w formie apo (a) oraz w formie holo (b). 

a) forma apo 

 PA0 PA1 PA2 PA3 PA4 

Ala10 2.8  0.4 2.8  0.5 2.6  0.4 4.3  0.5 3.1  0.5 

Ala11 2.7  0.3 2.6  0.3 2.1  0.3 4.4  0.4 2.7  0.4 

Ala13  2.0  0.3 2.2  0.3 4.3  0.4 4.3  0.7 

Ala14   2.7  0.3 4.1  0.4 5.2  0.7 

Ala15    5.2  0.5 4.1  0.6 

Ala16     4.3  0.5 

b) forma holo 

 PA0 PA1 PA2 PA3 PA4 

Ala10 0.8  0.1 0.9  0.3 1.2  0.4 1.4  0.3 1.6  0.8 

Ala11 0.4  0.1 0.5  0.1 0.7  0.2 1.1  0.2 0.9  0.2 

Ala13  2.4  0.7 7.6  4.0 30.9  9.7 61.2  49.7 

Ala14   7.2  1.5 16.0  3.3 21.7  11.3 

Ala15    8.0  1.5 7.2  1.6 

Ala16     10.8  3.1 

 

 

Ryc. 15. a) Fragment jednowymiarowego widma 1H peptydu 
PA2, obszar przesunięć protonów amidowych; b) jednowymia-
rowe widmo gHSQC{1H-15N} peptydu PA2; c) dwuwymiarowe 
widmo gHSQC{1H-15N} peptydu PA2. 

W formie holo obserwuje się istotne zmniejszenie 

wartości współczynników protekcji protonów amidowych 

alanin 10 i 11 w stosunku do formy apo. Związanie jonu 

La3+ wymusza zmiany konformacyjne co powoduje, że w 

peptydach wysyconych lantanem protony amidowe Ala10 i 

Ala11 nie są chronione przed rozpuszczalnikiem i następuje 

wymiana tak szybka jak w modelu kłębka statystycznego. 

Potwierdza to analiza struktur przestrzennych peptydów 

PAn (Ryc. 16) w formie holo oraz statystyka wiązań wodo-

rowych dotyczących protonów amidowych tych reszt ami-

nokwasowych.  

 

Ryc. 16. Peptyd PA2 w formie holo; konformacja o najniższej 

energii z wyróżnionymi protonami amidowymi Ala10 i Ala11. 

Wykładniczy wzrost protekcji protonów amidowych 

Ala13 oraz Ala(12+n) wraz ze wzrostem długości peptydu 

koresponduje ze zjawiskiem tworzenia się układu wiązań 

wodorowych stabilizujących helisę. Protony amidowe ala-

nin znajdujących się na końcu C, Ala(12+n) (Ryc. 17b), 

mogą tworzyć wiązania wodorowe typu (i,i-3) bądź (i,i-4) z 

grupami karbonylowymi innych reszt aminokwasowych 

cząsteczki. 

W przypadku protonów amidowych Ala13 (Ryc. 17a) obser-

wowany wykładniczy wzrost współczynników protekcji 

protonów amidowych w funkcji liczby alanin na końcu C 

jest znacznie większy i ma to związek z tworzeniem układu 

wiązań wodorowych w helisie. Poza najkrótszym z analizo-

wanych peptydów, PA1, Ala13 nie jest ostatnią resztą ami-

nokwasową znajdującą się na końcu C sekwencji. Wraz z 

wydłużaniem peptydu układ wiązań wodorowych stabilizu-

jących helisę, w których uczestniczy Ala13, rozbudowuje 

się i w przypadku peptydu PA4 alanina 13 tworzy charakte-

rystyczne dla helisy  wiązania wodorowe (i,i+4)/(i,i-4): 

HN(Ala16) – CO(Ala13) oraz HN(Ala13) – CO(Ser9). 

 

 3.6. Protekcja protonów C-końcowej grupy (NH2) 

W przypadku protonów C-końcowej grupy NH2 nie 

można policzyć oczekiwanej stałej szybkości wymiany kteor 
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Ryc. 17. Wartości współczynników protekcji w funkcji liczby 
alanin na końcu C w peptydach PAn w formie holo; a) dla ala-

niny 13 b) dla ostatniej na końcu C. 
 

w konformacji rozwiniętej, dlatego też nie można mówić o 

protekcji tych protonów w takim samym sensie jak w przy-

padku protonów amidowych innych aminokwasów czą-

steczki. W formie apo obserwuje się jednakową stałą szyb-

kości wymiany (z dokładnością do błędu pomiarowego) dla 

obu protonów tej grupy. Inna sytuacja ma miejsce w pep-

tydach związanych z jonami lantanu – jeden z protonów 

wymienia się znacząco szybciej niż drugi, a stosunek ich 

szybkości wymiany – względna protekcja pw=k(H2N)/k(H1N) – 

jest zależny od długości peptydu (Ryc. 18).  

 
Ryc. 18. Względna protekcja protonów grupy końcowej NH2, w 
peptydach PAn w formie holo. W przypadku peptydu PA2 brak 
danych ze względu na nakładanie się sygnałów. 

Założono, że szybciej wymieniający się proton H2N nie 

jest uwikłany w wiązania wodorowe, a zatem jego stała 

szybkości wymiany uzyskana eksperymentalnie odpowiada 

wartości oczekiwanej dla C-końcowej grupy NH2 w konfor-

macji rozwiniętej. Dzięki temu obliczono współczynnik 

protekcji dla protonu H1N w C-końcowej grupie NH2 jako 

k(H2N)/k(H1N). 

Wyniki otrzymane w tej pracy wykorzystano do dal-

szych badań nad pierwszymi etapami procesu powstawania 

helisy. W szczególności posłużyły do obliczenia parametru 

propagacji (s) (równanie 29) oraz entalpii propagacji heli-

sy. Wykazano, że entalpia pierwszych czterech kroków 

tworzenia helisy w układzie polialaninowym jest stała i 

wynosi ΔHh=–4106±419 J/mol. Parametry (s) podane w 

literaturze [59] odnoszą się do układów badanych w tem-

peraturze 1oC a ekstrapolacja do 25oC daje w przypadku 

alaniny wartość sAla=1.3. Dzięki przedstawionym badaniom 

pokazano, iż proces ten powinien być opisywany przez 

parametr sAla=1.54±0.04 [85]. Jest to zgodne z wynikami 

innej grupy badaczy, którzy uzyskali wartość sAla=1.62±0.11 

[89]. Należy zwrócić uwagę na fakt iż dyskutowany para-

metr propagacji (s) opisuje równowagę między helisą a 

konformacją rozwiniętą, nie uściślając typu helisy. Jest to 

zgodne z analizą konformacyjną peptydów: konformacja 

typowa dla helisy 310 dominuje w krótkich peptydach, PA1 i 

PA2, wraz z wydłużaniem peptydu dominuje helisa α. 

Prezentowane wyniki mogą pomóc w lepszym zrozu-

mieniu mechanizmów fałdowania się białek. Zwijanie bia-

łek w komórce może odbywać się z pomocą wysoko wyspe-

cjalizowanych białek opiekuńczych, chaperonów, które 

mają za zadanie zapobiegać nieprawidłowemu pofałdowa-

niu czy tez agregacji [90]. W procesie zwijania białka 

przyjmują stabilną konformację natywną. Czasem jednak 

w wyniku mutacji czy też zmian środowiska zewnętrznego, 

na przykład pH lub temperatury, może dojść do nieodwra-

calnych zmian w strukturze drugo-, trzecio- i czwartorzę-

dowej. Takie zmiany upośledzają pierwotne funkcje biolo-

giczne białka. Część z takich białek jest degradowana w 

wyniku swoistej komórkowej "kontroli jakości". Jednak nie 

wszystkie nieprawidłowe białka są wychwytywane, zwłasz-

cza jeśli do zmian konformacyjnych dochodzi w przestrzeni 

pozakomórkowej [91]. Podejrzewa się, iż wiele chorób 

wywołanych jest nieprawidłowym procesem zwijania białek 

(ang. folding diseases). Do takch chorób zalicza się choro-

bę Alzheimera, scrapie, chorobę Creutzfelda-Jacoba, wro-

dzoną bezsenność, wrodzoną amyloidoze, kataraktę i wiele 

innych [91]. Te przykłady wykazują, w jak wielkim stopniu 

konformacja białka determinuje jego właściwości i funkcje 

w organizmie. W tym kontekście metody badania struktury 

oraz mechanizmów fałdowania się białek zyskują coraz 

bardziej na znaczeniu. 
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