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STRESZCZENIE

Magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) jest dogodnym narzedziem w strukturalnych badaniach biomolekut.
Umozliwia badanie nie tylko duzych czasteczek, takich jak biatka, posiadajacych sztywna strukture, ale takze
matych peptydéw wystepujacych w roztworze w rownowadze konformacyjnej. W pracy zamieszczono pod-
stawowe informacje na temat zjawiska magnetycznego rezonansu jadrowego i jego zastosowan do tego typu
badan oraz krotki opis najczesciej stosowanych metod obliczeniowych prowadzacych do uzyskania struktury
przestrzennej biomolekut. Za przyktad ilustrujacy praktyczne zastosowanie tej metody postuzyty badania mo-
delowych uktadow helikalnych wykonane w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

SLOWA KLUCZOWE: magnetyczny rezonans jadrowy (NMR), biatko, 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 jadrowy

Magnetyczny rezonans jadrowy jest obok krystalogra-
fii podstawowym narzedziem w badaniach strukturalnych
biatek i peptydow [1]. Zaleta tej metody badawczej jest
mozliwos¢ okreslenia konformacji w roztworze nie tylko
biatek, ktore maja zazwyczaj dobrze zdefiniowana struktu-
re, ale rowniez niewielkich peptydow, ktorych struktura w
roztworze nie jest sztywna i ktore zwykle wystepuja w
rownowadze konformacyjnej. W przypadku powolnych
przejs¢ konformacyjnych (0.1s-1.0s) obserwuje sie oddziel-
ne zestawy sygnatow w widmach NMR odpowiadajace po-
szczegblnym konformerom. Szybkie zmiany konformacyjne
0 czasach zycia ns-ps prowadza do usredniania widma i
jednego zestawu sygnatow odpowiadajacego usrednionej
konformacji [2,3]. Zastosowanie magnetycznego rezonansu
jadrowego umozliwia réowniez badanie dynamiki uktadow
biologicznych w szerokim przedziale ruchéw molekularnych
[4,5,6].

1.1. Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego

Warunkiem zaistnienia zjawiska rezonansu magne-
tycznego jest posiadanie przez jadra danego izotopu nieze-
rowego spinu I.

Spiny jadrowe umieszczone w statym i jednorodnym
zewnetrznym polu magnetycznym Bo=[0,0,Bq] moga przyj-
mowac 2I+1 orientacji, a rzut spinu na kierunek wyznaczo-
ny przez pole magnetyczne (0o$ z) wynosi I,=m (gdzie m -
kwantowa liczba magnetycznam = -/, -I+1, ..., -1, ).

Swobodny spin jadrowy umieszczony w polu Bp moze
przyjmowac dyskretne wartosci energii (poziomy energe-
tyczne) E(m)=-yhmBy (gdzie y - wspotczynnik magnetogi-
ryczny charakterystyczny dla danego rodzaju jadra, h -
zredukowana stata Plancka) [7,8]. W stanie rownowagi
termodynamicznej z otoczeniem obsadzenia pozioméw sa
zgodne z rozktadem Boltzmanna i sa proporcjonalne do
czynnika: exp(-E(m)/kT). W temperaturze pokojowej obsa-
dzenia roznia sie nieznacznie (poziom o nizszej energii ma
wieksza populacje). Nawet niewielkie rdéznice obsadzen,
rzedu 10, prowadza do powstania makroskopowego mo-
mentu magnetycznego £ Moment magnetyczny jednostki
objetosci V nazywa sie magnetyzacja M=§/V.

Wektor momentu magnetycznego jadra (p=yhl), ktore
jest umieszczone w polu magnetycznym By zgodnym z
wybranym kierunkiem (np. osi z, Bo=[0,0,B0]) porusza sie w
tym polu zgodnie z rownaniem [8,9]:
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Rownanie to jest tatwiej rozwiazywa¢ w uktadzie wspot-
rzednych (x’, y’, z’) wirujacym z predkoscia katowa w
wokot wybranego kierunku. Po transformacji z laboratoryj-
nego uktadu (x, y, z) do wirujacego (x’, v’, z') dostajemy:

Rownanie 1

YuxB,

(on/ ),

x'y'z)

Réwnanie 2
B' jest efektywnym polem magnetycznym dziatajacym na
wektor pi wynosi :

B'=B, +o/y

Rownanie 3

Wektor momentu magnetycznego g umieszczony w
polu By wykonuje precesje wokot osi wyznaczonej przez
wektor tego pola (w opisywanym przypadku wokot osi z).
Predkos¢ katowa tego ruchu nazywa sie czestoscia Larmora
(Ryc. 1):

Rownanie 4

o, =-yB,

T"C

[

Ryc. 1. Precesja magnetycznego momentu jadrowego p w
stacjonarnym uktadzie wspotrzednych.

Jesli do statego, jednorodnego pola By dodamy wiru-
jace w ptaszczyznie prostopadtej do Bo z predkoscia kato-
wa w pole By to efektywne pole magnetyczne Bess W takim

uktadzie przyjmuje postac B, =B, +9 +B, - Spin lub

uktad spindw wykonuje wowczas precesje wokot pola Bes
(Ryc. 2).

Botw/y

Ryc. 2. Efektywne pole magnetyczne Bes W wirujacym uktadzie
wspotrzednych oraz precesja momentu magnetycznego p
wokot kierunku tego pola (predkos¢ wirowania pola By jest
bliska czestosci Larmora) [10].

Pole B4=[Bscos(wt),-Bssin(wt),0] wiruje w ptaszczyz-
nie xy zgodnie z ruchem wskazowek zegara; w uktadzie
laboratoryjnym jest to pole zmienne w czasie, natomiast w
uktadzie wirujacym z czestoscia w jest polem statym.

= (du/dt),,, +rx0=ypxB; +px©=ypuxB’

Jezeli czestos¢ w wirowania pola zmiennego jest bli-
ska czestosci Larmora w,, mamy do czynienia ze zjawi-
skiem absorpcji rezonansowej.

W uktadzie przedstawionym powyzej mozna wzbu-
dza¢ przejscia miedzy poziomami energetycznymi E(m)
napromieniowujac probke promieniowaniem o czestosciach
rezonansowych, ktorych energia E=ho =E(m); czestosci o
leza w przedziale czestosci radiowych od kilku do kilkuset
MHz. Czestos¢ promieniowania pochtanianego przez probke
zalezy od rodzaju jadra charakteryzujacego sie wspotczyn-
nikiem magnetogirycznym y oraz od indukcji zewnetrznego
pola magnetycznego Bo:

v=yB,/2n Rownanie 5

gdzie:

v - czestos¢ promieniowania elektromagnetycznego absor-
bowanego

Y - wspotczynnik magnetogiryczny jadra
Bo - indukcja zewnetrznego, statego pola magnetycznego

Po wytraceniu ze stanu rownowagi termodynamicznej
magnetyzacja probki podlega procesom relaksacyjnym, aby
powrdci¢ do stanu wyjsciowego. W zjawisku relaksacji
podtuznej (T1), zwiazanej ze sktadowa M, magnetyzacji,
mamy do czynienia z oddawaniem do otoczenia energii
zaabsorbowanej podczas pobudzenia uktadu spinowego.
Zatem T, jest stata czasowa powrotu sktadowej magnety-
zacji rownolegtej do wektora By do wartosci rownowagowej
Mo (relaksacja podtuzna, spin-siec¢). Oprocz relaksacji po-
dtuznej w opisie uktadu spinowego mamy do czynienia ze
zjawiskiem relaksacji poprzecznej (T2), opisujacym zanik
sktadowej magnetyzacji M,y (relaksacja poprzeczna, spin-
spin). Wielkosci Ty i T, zostaty wprowadzone dla prawidto-
wego opisu zmiany magnetyzacji w czasie’.

Zachowanie magnetyzacji M pod wptywem pol ma-
gnetycznych Bg i By oraz procesow relaksacji opisuja row-
nania Blocha:
dM,/dt =y(M B, -M,B, sin(wt)) - M, /T,
dM fdt =-y(M, B, -M,B, cos(wt)) -M /T,
dM, fdt = -y(M, B, sin( wt) + M, B, cos(wt)) - (M, - M )/T,

Rownanie 8
W wirujacym uktadzie wspotrzednych roéwnania te przyjmu-
ja postac:

Réwnanie 6

Rownanie 7

dM, /dt = AeM M, [T, Réwnanie 9
dM, /dt = AoM, M /T, + o,M,, Réwnanie 10
Réwnanie 11

dM, /dt= oM, - (M, - M )T,
gdzie Aw=(w-wo) zas w=AB.

Wymiennie uzywa sie okreslenia szybkosci relaksacji
Ri oraz czasu relaksacji Ti. Dla tych dwoch wielkosci zacho-
dzi zwiazek Ti=1/R;.

1.2. Oddziatywanie spinu z otoczeniem

Oddziatywania magnetyczne spinu z otoczeniem moz-
na podzieli¢ na bezposrednie (przekazywane przez prze-
strzen) i posrednie (przekazywane przez elektrony). Naj-
wazniejsze z oddziatywan posrednich to ekranowanie (spin
z polem magnetycznym) oraz oddziatywanie skalarne (spin
Z innym spinem). Wsréd oddziatywan bezposrednich wyroz-
nia si¢ oddziatywanie zeemanowskie (spin z polem magne-
tycznym) oraz oddziatywanie dipolowe (spin z innym spi-
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nem) [10]. W opisie oddziatywan spinu z otoczeniem wy-
stepuja ponadto oddziatywania elektryczne, z ktorych
najwazniejsze to oddziatywanie kwadrupolowe majace
miejsce w przypadku jader o spinie wiekszym niz %2. Takie
jadra posiadaja moment kwadrupolowy eQ. Obdarzone sa
nim na przyktad jadra izotopu "N wystepujace w przyro-
dzie w przewadze (naturalna zawartosc¢ izotopowa wynosi
99,6%). Sygnaty izotopu "N sa trudne do obserwacji. Nie-
dogodnos¢ te mozna usunal przez izotopowe znakowanie
materiatu badawczego zastepujac jadra '“N przez jadra
izotopu "N (naturalna zawarto$¢ izotopowa 0,4%) posiada-
jacego spin ¥2. Ze wzgledu na efekt poszerzenia linii spek-
tralnych w widmie oddziatywanie kwadrupolowe jest nie-
korzystne i nie bedzie tu omawiane.

Ponizej zostana omowione podstawowe wtasnosci
ekranowania, oddziatywania skalarnego oraz oddziatywania
dipolowego.

1.2.1. Stata ekranowania i przesuniecie chemiczne

Zewnetrzne pole magnetyczne indukuje ruch chmury
elektronow wokot jadra, co powoduje, zgodnie z reguta
Lenza, powstanie momentu magnetycznego skierowanego
przeciwnie do pola Bo. W konsekwencji natezenie lokalne-
go pola magnetycznego wokot jadra jest zmniejszone o
wielkos¢ zwang stata ekranowania o [7,11]:

B« =B,(1-0) Rownanie 12

Rownanie na czestos¢ Larmora przyjmuje postac:

o, =—y1-0)B, Rownanie 13

Budowa czasteczki determinuje lokalny rozktad ge-
stosci elektronowej wokot jadra. Poniewaz rozktady gesto-
sci réznia sie, wiec lokalne pole magnetyczne takze nie
jest takie samo wokot wszystkich jader. Dlatego tez state
ekranowania dla réznych chemicznie jader atomow tego
samego izotopu roznia sie. Bezposredni pomiar statej ekra-
nowania jest trudny i dlatego w celu zwiekszenia doktadno-
sci wynikow ilosciowych w zakresie czestosci rezonanso-
wych danego izotopu zdefiniowano wielkos¢ zwang przesu-
nieciem chemicznym 6 (dla wygody operowania liczbami
wprowadzono mnoznik 10° i jednostke ppm - parts per
million):

5:[V‘V°Jx106
Vo
gdzie:

v- czestosc¢ rezonansowa danego jadra
vo - czestos¢ rezonansowa substancji wzorcowej

Rownanie 14

Uwzgledniajac poprzednie zaleznosci dostaje sie relacje
miedzy przesunieciem chemicznym i statg ekranowania:

5= 120100 155 _ %0 105 . g —oX10°
(1-0,) 1-0, -
Rownanie 15

gdzie:
o - stata ekranowania danego jadra
Op - stata ekranowania substancji wzorcowej

Na wartos¢ przesuniecia chemicznego ma wptyw wie-
le czynnikow takich jak: elektroujemnos¢ i podatnosc¢
magnetyczna sasiednich atomoéw lub grup atoméw, oddzia-
tywanie z czasteczkami rozpuszczalnika, rodzaj rozpusz-
czalnika czy lokalna konformacja czasteczki.

W przypadku biatek i peptydow poszczegoélne grupy
jader wykazuja charakterystyczne wartosci przesuniec
chemicznych w zaleznosci od rodzaju reszty aminokwaso-
wej. Przesuniecia chemiczne protonéw amidowych tancu-
cha gtéwnego wykazuja niewielka zaleznos¢ od typu reszty
aminokwasowej i wynosza srednio 8.3+0.7 ppm [12]. Nie-
mniej jednak przedziat przesunie¢ chemicznych protonow
amidowych jest duzy, co jest przydatne przy przypisywaniu
sygnatow w widmach NMR biatek. Przesuniecia chemiczne
jader azotéw amidowych "N nie sa specyficzne, jednak
wykazuja dobra dyspersje. Wykorzystywane jest to w wid-
mach korelacyjnych 'H/"N.

1.2.2. Sprzezenie skalarne

Oddziatywanie miedzy poszczegélnymi jadrami prze-
kazywane przez elektrony wigzan walencyjnych jest okre-
slane mianem sprzezenia spinowo-spinowego badz skalar-
nego. Energia tego oddziatywania jest proporcjonalna do
iloczynu skalarnego momentdow magnetycznych oddziatuja-
cych jader:

E=Jaxda-1x
gdzie:

li = pi/yh spin jadra i
Jax - stata sprzezenia skalarnego

Rownanie 16

Oddziatywanie spin-spin jest niezalezne od zewnetrz-
nego pola magnetycznego, natomiast jego zasieg silnie
zalezy od lokalnej konformacji czasteczki i od rodzaju
oddziatujacych jader, a takze jader posredniczacych i
znajdujacych sie na nich podstawnikow.

W widmie NMR sprzezenie skalarne przejawia sig roz-
szczepieniem (na sktadowe multipletu) sygnatu jadra ze
wzgledu na oddziatywanie z innym jadrem lub jadrami.
Sprzezenia przez dwa wiazania %J nazywane sa sprzezenia-
mi geminalnymi natomiast przez 3 wiazania *J - wicynal-
nymi.

Przy rozpatrywaniu oddziatywan o zasiegu dalszym
niz przez jedno wiazanie pojawia sie wptyw czynnikow
stereochemicznych. Roéwnanie Karplusa [13] opisuje zalez-
nos¢ statej wicynalnego sprzezenia od kata torsyjnego
(Ryc. 3i 4):

*J = Acos’0+Bcosf+C
gdzie:
A, B, C- parametry zalezne od rodzaju statej sprzezenia

™

Rownanie 17

Ryc. 3. Projekcja Newmana definiujaca kat torsyjny 6 wyste-
pujacy w rownaniu 17 [14].

Wykorzystanie wicynalnej statej sprzezenia do wy-
znaczenia wartosci zwiazanego z nig kata torsyjnego jest
pomocnym narzedziem w okreslaniu lokalnej konformacji
czasteczki. Na Ryc. 4 przedstawiono definicje poszczegol-
nych katow dwusciennych w biatkach.
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Ryc. 4. Standardowa nomenklatura atoméw i katow torsyjnych
w tancuchu polipetydowym [15].

Z analizy wartosci katow torsyjnych ®, W i w uzysku-
je sie informacje o konformacji tancucha gtéwnego nato-
miast katy o pdeterminuja konformacje tancuchow bocz-
nych poszczegdlnych reszt aminokwasowych w czasteczce.
Ze wzgledu na wtasciwosci wigzania peptydowego kat w
zazwyczaj jest bliski 180° (konformacja trans) a niekiedy 0°
(konformacja cis), co zmniejsza liczbe stopni swobody
konformacyjnej tancucha gtownego.

Kat torsyjny @ jest opisany przez szesc¢ statych sprze-
zenia: 3Jﬂa-ﬂN, 3Jg3-ﬂN, 3Jg-ﬂN, 3Jg(i)-ﬂa(i+1), 3Jg(1)-g(1+1), 3Jg(1)-
csi+1)- Najwygodniej jest postugiwac sie homojadrowymi
statymi sprzezenia 'H-'H gdyz nie wymaga to izotopowego
znakowania biatka. Najlepiej poznana i najczesciej uzywa-
na jest homojadrowa stata *Jue.sn miedzy dwoma protonami
tej samej reszty aminokwasowej [16]. Stosowane sa rézne
parametryzacje réwnania Karplusa dla tej statej, roznice
miedzy nimi obrazuje Ryc. 5.

N e e e W e e e

PSE——
10 ‘

()]

3 npa (H2)

4

2

-180 -120 -60 0 60 120 180
©

Ryc. 5. Krzywe Karplusa opisujace zaleznos¢ statej sprzezenia
3Juann od kata torsyjnego ®; (8=| ® -60°|) (réwnanie 17).
Przedstawiono roznice miedzy krzywymi w zaleznosci 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.

Kat torsyjny W moze byc¢ opisany przez trzy wicynalne
state sprzezenia: *Juan, *nynin), “JesgynG+). Poniewaz nie
sa to state homojadrowe 'H-'H, wiec nie sa zbyt czesto
wykorzystywane w badaniach strukturalnych biomolekut.

Katy torsyjne yi decyduja o konformacji tancuchow
bocznych reszt aminokwasowych. W wiekszosci przypadkow
mamy do czynienia z resztami aminokwasowymi posiadaja-
cymi dwa protony Hg, co pozwala wyznaczy¢ dwie wicynal-
ne state sprzezenia okreslajace kat torsyjny o;. Wyjatkami
sa walina z dwoma geminalnymi grupami metylowymi na
atomie Cg oraz izoleucyna i treonina z chiralnymi atomami
Cg. Wicynalne state sprzezenia uzywane do wyznaczania

kata torsyjnego o; wykorzystujace sprzezenia z protonem
He t0 *Un-tigi, *Jcr-tgi, *Jha-tii-

1.2.3. Oddziatywanie dipolowe i jadrowy efekt Overhau-
sera

Energia oddziatywania dwoch dipoli o momentach
magnetycznych py i g2 znajdujacych sie w odlegtosci r jest
proporcjonalna do r3. Hamiltonian tego oddziatywania
zalezy od tensora oddziatywania dipolowego. W uktadzie
wspoétrzednych, w ktorym o$ z pokrywa sie z wektorem r
jest to tensor diagonalny, ktorego elementy sa proporcjo-
nalne do .

W cieczach izotropowa reorientacja czasteczki powo-
duje usrednianie sprzezenia dipolowego do zera i dlatego
w widmie nie obserwuje sie rozszczepienia sygnatow spo-
wodowanego oddziatywaniem dipolowym. Jego obecnosc¢
mozna jednak obserwowac posrednio przez jadrowy efekt
Overhausera (ang. Nuclear Overhauser Effect, NOE). NOE
jest to zmiana intensywnosci sygnatu NMR spindw A spowo-
dowana zaktdceniem rownowagi termodynamicznej spinow
X oddziatujacych dipolowo ze spinami A. Wielkos¢ tego
oddziatywania okresla wspotczynnik wzmocnienia NOE - n
[17]:

() =4

gdzie:

Al - zmiana intensywnosci sygnatu NMR spinow A spowodo-
wana zaktoceniem réwnowagi spinow X

lo - intensywnos¢ sygnatu spindw A w uktadzie niezaburzo-
nym

Réwnanie 18

Wspotczynnik wzmocnienia n jest bardzo uzytecznym pa-
rametrem w badaniach strukturalnych biomolekut, ponie-
waz jego wielkos¢ jest zwiazana z odlegtoscia miedzyja-
drowa r zaleznoscia:

_ (o)
Ul .

Rownanie 19

gdzie:
f(tc) - funkcja czasu korelacji 1. [18].

Czas korelacji o. jest w duzym uproszczeniu parame-
trem opisujacym szybkosc reorientacji catej czasteczki w
roztworze (sztywna czasteczka podlegajaca reorientacji
izotropowej w czasie o. zmienia orientacje o 1 radian).

Jadrowy efekt Overhausera mozna obserwowac takze
w wirujacym uktadzie wspotrzednych (ROE, ang. Rotating
frame NOE). W warunkach rezonansu efektywne pole
Berr=B1 znajduje sie w ptaszczyznie x’y’ a podczas jego
dziatania sktadowe M,y magnetyzacji zwiazane sa z Bs.
Technika ta nazywana jest ujarzmianiem spinéw (ang. Spin
Locking, SL). Pole B jest o kilka rzedow wielkosci mniejsze
od pola By, zatem w wirujacym uktadzie wspotrzednych
ujarzmiona magnetyzacja maleje do wartosci rownowago-
wej (Bo/B1) razy mniejszej niz przed rozpoczeciem se-
kwencji. Mechanizm tej relaksacji jest analogiczny jak w
przypadku relaksacji poprzecznej.

Na Ryc. 6 porownano wartosci wspotczynnikow
wzmocnienia NOE i ROE w zaleznosci od czasow korelacji
T.. W laboratoryjnym uktadzie wspotrzednych dla czasu
korelacji t=1.12/w4 wspotczynnik n przechodzi przez zero.
W tym obszarze w laboratoryjnym uktadzie wspotrzednych
posrednia obserwacja oddziatywan dipolowych nie jest
mozliwa. Natomiast w wirujacym uktadzie efekt Overhau-
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sera jest zawsze dodatni. W duzym uproszczeniu mozna
powiedzie¢, ze dla molekut o sredniej wielkosci, charakte-
ryzujacych sie czasami korelacji znajdujacymi sie w obsza-
rze 0.2 - 2.0 ns, gdy najczesciej watc=1.12, efekty NOE sa
bardzo stabe lub ich sie nie obserwuje [19,20]

0.01 0.10 1.00 10.00  100.00

Te [ns]

Ryc. 6. Zaleznos$¢ czasu korelacji od wspotczynnika wzmocnie-
nia w uktadzie laboratoryjnym i wirujacym.

1.3. Jednowymiarowa spektroskopia NMR

Po zaabsorbowaniu promieniowania przez zbior spi-
now jadrowych wektor magnetyzacji jest wychylony ze
stanu rownowagi - pojawiaja sie jego sktadowe M, i M. Po
zakonczeniu impulsu wektor magnetyzacji wykonuje prece-
sje w polu zewnetrznym By, a sktadowe poprzeczne magne-
tyzacji (Mx, My) indukuja w cewce detektora napiecie (sy-
gnat precesji swobodnej, ang. Free Induction Decay, FID)
[8]. Napiecie jest probkowane w rownoodlegtych odstepach
czasu. Dzigki procesom relaksacyjnym uktad jader powraca
do stanu réownowagi. Sktadowa poprzeczna magnetyzacji
zmniejsza sie, co powoduje zmniejszanie sie amplitudy
sygnatu na wejsciu detektora (FID) (Ryc. 7). Wyniki ekspe-
rymentu analizuje sie w postaci widm czyli absorpcji w
funkcji czestosci, ktore otrzymuje sie po transformacji
Fouriera (FT) sygnatu FID, bedacego interferogramem w
dziedzinie czasu [11].

Najprostszy pomiar widma NMR, eksperyment jedno-
wymiarowy, mozna podzieli¢ na nastepujace etapy: przy-
gotowanie tq konczace sie wytworzeniem nierownowago-
wego stanu poprzez dziatanie impulsu w czasie t, oraz
detekcja w czasie t,.

powrdt do stanu
réwnowagi

stan impuls
réwnowagi

FID
FT

|

P e

P S

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

W warunkach rezonansu impuls o kierunku pola B4
wzdtuz osi x’ dziatajacy w czasie t, powoduje precesje
magnetyzacji w ptaszczyznie y’z’. W czasie t, wektor M

zatacza kat a=wit, (Ryc. 8). Impulsom przypisuje sie kat,
na jaki pod ich dziataniem wychylana jest magnetyzacja.
Dodatkowymi parametrami okreslajacymi impuls jest jego
faza ¢ (kat na ptaszczyznie x’y’, jaki tworzy pole B; z
kierunkiem osi x’) oraz kat 6 (odchylenie pola wytwarzane-
go przez impuls od ptaszczyzny x’y’).

M,=Mycosa

N

Ryc. 8. Wektor magnetyzacji M w wirujacym uktadzie wspot-
rzednych po wtaczeniu impulsu pola B4 skierowanego wzdtuz x’

(¢=0).

Maksymalna wartos¢ sktadowej poprzecznej magnety-
zacji powstaje po dziataniu impulsu a=90°. Powszechnie
taki impuls nazywa sie krotko impulsem 90° lub /2. Od-
wrocenie wektora magnetyzacji, uzyskuje sie dziatajac
impulsem 180° ().

W celu poprawy jakosci rejestracja widm NMR opiera
sie na wielokrotnym powtarzaniu sekwencji pomiarowej i
spojnym dodawaniu sygnatu FID. W takiej sytuacji stosunek
sygnatu do szumu, S/N ~ n'% gdzie n - liczba spojnych
powtdrzen. Parametrem wptywajacym na jakos¢ widma
jest rowniez rozdzielczos¢ cyfrowa okreslona przez liczbe
punktow pomiarowych w przedziale widmowym. W ideal-
nym przypadku mozna by wydtuzac czas rejestracji popra-
wiajac rozdzielczos¢ cyfrowa w sposob nieograniczony.
Realnie nie jest to mozliwe, gdyz nalezy uwzglednic szyb-
kosc¢ zaniku sygnatu precesji swobodnej FID (R;*), zalezng
od szybkosci relaksacji poprzecznej R; oraz niejednorodno-
Sci pola Bo:

R; =R, + 148y

Przy t.>5/R;* zazwyczaj nastepuje znaczne zmniejszanie
stosunku S/N.

Réwnanie 20

1.4. Wielowymiarowa spektroskopia NMR

Punktem wyjscia do wyznaczenia struktury uktadow
chemicznych jest identyfikacja i analiza obserwowanych
sygnatow NMR. W przypadku biatek i peptydéw naktadanie
sie sygnatow w widmie jednowymiarowym utrudnia lub
uniemozliwia to zadanie. Trudnos¢ te mozna przezwyciezyc
wykonujac widma wielowymiarowe. Ponizej zostanie
przedstawiona idea uzyskiwania widm dwuwymiarowych;
rejestracja widm o liczbie wymiarow wiekszej niz dwa
odbywa sie w analogiczny sposob.

Dwuwymiarowe widma NMR otrzymuje sie przez reje-
stracje serii widm jednowymiarowych w odpowiednio za-
projektowanych sekwencjach. Poszczegblne widma jedno-
wymiarowe roznia sie inkrementowanym czasem t; wpro-
wadzonym po okresie przygotowania. Powoduje to oscyla-
cje intensywnosci i faz sygnatow poszczegoélnych jader.
Widmo takie zawiera informacje o czestosciach jader od-
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dziatujacych ze soba. Po transformacji Fouriera wzgledem
obu czasow t; i t; dostaje sie widmo dwuwymiarowe [21]
(Ryc. 9).

FT(ty)
—

FT(t)

=

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

Eksperyment dwuwymiarowy sktada sie z czterech
etapow: przygotowania, ktore konczy sie wytworzeniem
stanu nieréwnowagowego (t4) - analogiczne jak w ekspery-
mencie jednowymiarowym, inkrementowanego czasu ti,
podczas ktorego uktad spindw ewoluuje, czasu mieszania
tm, W ktorym nastepuje korelacja spindw oraz detekcji w
czasie t; [22].

1.4.1. Wybrane techniki wielowymiarowe

Do wyznaczania struktury przestrzennej uktadow bio-
logicznych wykorzystuje sie zarowno widma korelujace
sygnaty spinow jadrowych oddziatujacych skalarne jak i
widma, w ktorych do korelacji wykorzystuje sie oddziaty-
wania dipolowe. Zastosowanie odpowiedniej sekwencji
impulsow pozwala na zarejestrowanie w widmie tylko
jednego typu korelacji.

Homojadrowe 'H-'H widma TOCSY (ang. TOtal Corre-
lation SpectroscopY) [23,24,25], wykorzystujace korelacje
przez sprzezenia skalarne stosowane sa do identyfikacji
uktadow spinowych. Aby umozliwi¢ efektywne przeniesie-
nie oddziatywania na jadra atomoéw oddalonych od siebie o
kilka wigzan walencyjnych stosuje sie sekwencje ujarzmia-
jace. Taka sekwencja wigze magnetyzacje w ptaszczyznie
x’y’ z polem Ber i trwa w czasie mieszania tm. W przypadku
biatek i peptydow protony kazdej reszty aminokwasowej,
poza metioning oraz resztami aminokwasowymi zawieraja-
cymi uktady aromatyczne, stanowia jeden, izolowany uktad
spinowy. Na Ryc. 10 zaprezentowano uktady spinowe tryp-
tofanu.

W eksperymentach wykorzystujacych sprzezenie ska-
larne nie obserwuje sie sygnatow korelujacych oddziatywa-
nia dipolowe. Takie korelacje mozna uzyskac stosujac
eksperyment NOESY (ang. Nuclear Overhauser Enhance-
ment SpectroscopY) [26] lub jego wariant w wirujacym

—_— 12
Protony alifatyczne

uktadzie wspotrzednych - ROESY (ang. Rotating frame
Overhauser Enhancement SpectroscopY) [20,23,24].
Odlegtosci miedzyprotonowe uzyskane z analizy in-
tensywnosci sygnatow w widmach NOESY/ROESY sa kluczo-
wym parametrem wykorzystywanym do wyznaczenia struk-
tury biomolekut. Jak pokazano wczesniej (rownanie 19)
wspotczynnik wzmocnienia NOE, jak rowniez intensywnos$c
sygnatu korelacyjnego, sa odwrotnie proporcjonalne do
szostej potegi odlegtosci miedzy oddziatujacymi protonami.
Przy zatozeniu statej wartosci funkcji f(t.)=const oraz
dysponujac znang odlegtoscia miedzyprotonowa (na przy-
ktad odlegtoscia miedzy protonami geminalnymi w tancu-
chu alifatycznym czy miedzy protonami w pierscieniu aro-

matycznym) mozna skalibrowaé uzyskane z widma
NOESY/ROESY intensywnosci sygnatow.
| 16
ri = r.ref( ITEf j
i Réwnanie 21

gdzie:
li - intensywnos¢ sygnatu korelacyjnego miedzy dwoma
protonami oddziatujacymi dipolowo znajdujacymi sie
w odlegtosci r;
ler - intensywnos¢ sygnatu korelacyjnego miedzy dwoma
protonami oddziatujacymi dipolowo o znanej odlegto-
éCi Mref
Postepowania prowadzace do petnego przypisania sy-
gnatow w przypadku biatek i kwasow nukleinowych zostato
szczegoOtowo opisane przez Wiithricha [18] i pozniej przez
innych autoréow [12]. Na podstawie widma TOCSY mozna
wyrozni¢ uktady spinowe charakterystyczne dla rdéznych
rodzajow reszt aminokwasowych. Nie daje to jednak
informacji strukturalnych, nie jest tez mozliwe okreslenie
pozycji reszty aminokwasowej w sekwencji. Informacje
takie uzyskuje sie z widm typu NOESY/ROESY.
Najwazniejszym etapem analizy strukturalnej jest
przypisanie sygnatow korelacyjnych odpowiednim jadrom w
sekwencji biatka lub peptydu. Przypisania sekwencyjne
(i,i+1) stuzace do oznaczenia kolejnosci sekwencji amino-
kwasow w biatku wykonuje sie w oparciu o sygnaty korela-
cyjne Hy(i)/Hn(i+1) oraz/lub Hq(i)/Hn(i+1). Sygnaty sekwen-
cyjne maja duze znaczenie w procesie identyfikacji prze-
sunie¢ chemicznych poszczegolnych protonéw jednak,
podobnie jak sygnaty intrarezydualne (i, i), nie odgrywaja
duzego znaczenia w analizie dotyczacej struktury drugo- i
trzeciorzedowej badanej biomolekuty.

4H

/6H/ H N+ — & —H
2H, |

7H

‘/'

/ TOO»

5H
4

]
Protony aromatyczne

Ryc. 10. Uktady spinowe tryptofanu.
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Ryc. 11. Kontakty NOE i state sprzezenia charakterystyczne dla wybranych elementow struktury [18].

Poszczegblne elementy struktury drugorzedowej
przejawiaja sie w widmie w postaci charakterystycznych
zestawow sygnatow NOE oraz wartosci statych sprzezenia
spinowego Juan. Ryc. 11 prezentuje sygnaty korelacyjne
oraz wartosci statych sprzezenia spinowego typowe dla
wybranych struktur drugorzedowych mozliwe do zaobser-
wowania w widmie NOESY/ROESY. Szerokosci linii obrazuja
wzgledne intensywnosci sygnatow.

W przypadku matych biomolekut, gdy mamy do czy-
nienia z dobrze rozseparowanymi sygnatami, do analizy
strukturalnej wystarcza dwuwymiarowe techniki homoja-
drowe 'H -'H. Jednak kiedy obserwuje sie znaczna degene-
racje sygnatow, konieczne jest wykorzystanie technik
heterojadrowych potaczonych z tréj- lub nawet czterowy-
miarowa spektroskopia NMR. Techniki hetero-jadrowe
koreluja przesuniecia chemiczne réznych izotopow. Naj-
czesciej do wyznaczania struktury stosuje sie techniki
korelujace przesuniecia chemiczne heterojader "*C i/lub
>N z jadrami "H. Jednym z najpopularniejszych dwuwymia-
rowych eksperymentow heterojadrowych jest eksperyment
HSQC (ang. Heteronuclear Single Quantum Coherence)
[27,28,29,30] korelujacy przesuniecia chemiczne heteroja-
der i bezposrednio (jedno wiazanie walencyjne) z nimi
zwiagzanych protonow. W sekwencji HSQC wykorzystuje sie
tzw. metode detekcji odwrotnej (ang. inverse detection)
gdzie zachodzi przeniesienie polaryzacji protonéw na hete-
rojadra. Heterojadra ewoluuja w czasie ti, po czym ma-
gnetyzacja jest ponownie przenoszona do protondw i zo-
staje wykonana detekcja. Podczas detekcji protonowej
heterojadra sa nasycane sekwencja impulsow o czesto-
sciach radiowych (odsprzeganie) w celu zlikwidowania
oddziatywan spinowych pomiedzy jadrami 'H i heteroja-
drami. Wynikiem tego dziatania jest zanik struktury multip-
letowej [31,32].

Dodatkowe mozliwosci stwarza zastosowanie technik
gradientowych. Gradienty impulsowe (ang. Pulsed Field
Gradient, PFG) stosuje sie w celu chwilowego, kontrolowa-
nego w czasie wywotania niejednorodnosci pola By w okre-
slonej objetosci probki. Wiekszos¢ stosowanych gradientow
impulsowych jest skierowanych wzdtuz pola Bo. Zastosowa-
nie technik gradientowych pozwala miedzy innymi na zli-
kwidowanie sygnatu od niepozadanego izotopomeru ('H -
2C, 'H -™N). Jest to szczegdlnie wazne przy rejestracji

widm korelacyjnych dla zwiazkéow o naturalnej zawartosci
izotopow o spinie %2 [33,34,35,36,37].

2. Metody obliczeniowe

Okreslenie struktury przestrzennej biatka lub peptydu
na podstawie danych doswiadczalnych polega na znalezie-
niu konformacji o najnizszej energii sposrod wszystkich
spetniajacych ograniczenia eksperymentalne. W przypadku
badan biomolekut metodami magnetycznego rezonansu
jadrowego najczesciej wykorzystywanymi wiezami sa odle-
gtosci miedzyprotonowe oraz katy torsyjne uzyskiwane
odpowiednio z analizy intensywnosci sygnatow NOE oraz
skalarnych statych sprzezenia. W dalszej czesci przedsta-
wiono kilka najpopularniejszych metod obliczeniowych
wykorzystujacych wiezy NMR.

2.1. Geometria odlegtosciowa

Geometria odlegtosciowa (ang. Distance Geometry,
DG) [38,39] jest najbardziej ogélna metoda obliczania
struktury czasteczki badz jej fragmentu w przestrzeni
odlegtosci miedzyatomowych a nastepnie przeniesienie
takiego rozwiazania do przestrzeni wspotrzednych karte-
zjanskich. Podejscie to opiera sie na mozliwosci przedsta-
wienia miedzyatomowych kontaktow NOE uzyskanych z
eksperymentow NMR i wiekszosci danych stereochemicz-
nych w postaci macierzy definiujacej odlegtosci miedzy-
atomowe [40].

Struktury otrzymane za pomoca tej metody zazwy-
czaj charakteryzuja sie wysoka energia z powodu duzej
liczby naprezen sterycznych czy tez oddziatywan niewiaza-
cych. Dlatego stosowane obecnie programy stuzace do
wyznaczania struktury biomolekut z danych doswiadczal-
nych ograniczaja zastosowanie algorytmu geometrii odle-
gtosci do otrzymania struktury startowej stuzacej jako
punkt wyjscia dla innych algorytmow obliczeniowych.

2.2. Metoda symulowanego wyzarzania w dynamice
molekularnej

Metoda powszechnie stosowang w obliczeniach struk-
tury biomolekut na podstawie danych pochodzacych ze
spektroskopii NMR jest numeryczne rozwiazywanie rownan
ruchu Newtona [41] zwane dynamika molekularng. Dla
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uktadu N czastek o masach m; (i=1,...,N) i wspotrzednych r;
réwnania ruchu dane sg wyrazeniem:

2
m. ﬂ . Rownanie 22
Pt
gdzie:
Fi = _VEpot
oraz: V= i,g,g Rownanie 23
OX oy oz

Zatozeniem tej metody jest przeszukanie przestrzeni
konformacyjnej czasteczki i znalezienie struktur spetniaja-
cych wiezy eksperymentalne, czyli minimalizacja energii
potencjalnej systemu. Aby zapobiec wpadnieciu czasteczki
do lokalnego minimum i umozliwi¢ w miare szerokie prze-
szukiwanie przestrzeni konformacyjnej, symulacje prze-
prowadza sie szybko podgrzewajac uktad do bardzo wyso-
kiej temperatury (rzedu kilku tysiecy K), pozostawiajac go
na pewien czas w tej temperaturze (rownowagowanie) a
nastepnie powoli schtadzajac (symulowane wyzarzanie,
ang. Simulated Annealing, SA), co umozliwia pokonywanie
barier energetycznych [42,43,44].

Catkowita energia potencjalna jest reprezentowana
przez sume energii oddziatywan kowalencyjnych (Eu),
energie oddziatywan niewiazacych (En,) oraz czton repre-
zentujacy dane eksperymentalne (Enwr):

Epot =Eov + Enp + Enwr Rownanie 24

Czton Enwr zawiera pochodzace z analizy widm NOESY
informacje dotyczace odlegtosci miedzyatomowych, Enoe,
oraz wartosci katow torsyjnych (z analizy statych sprzeze-
nia), ETQR:

Ewwvr = Enoe + Eror Rownanie 25

Poniewaz nie zawsze istnieje mozliwos¢ uzyskania
statych sprzezenia spinowego, wiec wyrazenie Etor moze,
lecz nie musi, by¢ obecne w powyzszym rownaniu.

Protokot symulowanego wyzarzania prowadzi do uzy-
skania zbioru konformacji spetniajacych wiezy ekspery-
mentalne. Jednym z podstawowych kryteriow umozliwiaja-
cym porownanie struktur przestrzennych jest wartosc
sredniego odchylenia standardowego (ang. Root Mean
Square Deviation, RMSD) zdefiniowana w nastepujacy
sposob:

RMSD(A,B) = Réwnanie 26

gdzie:
r”,1® - to wspétrzedne kartezjanskie i-tego atomu naleza-
cego do struktury A i B (odpowiednio)

J
| -yt
i=

n - liczbe atomow stanowiacych kryterium poréwnawcze w
kazdej strukturze.

- 0ZnacCza norme;

Najczesciej podawana jest wartos¢ RMSD obliczona
dla atomoéw tancucha gtownego (C., C’, N) kolejnych reszt
aminokwasowych. Jest to dobre kryterium poréwnania
struktury drugorzedowej i sfatdowania biatka. Wartos¢
sredniego odchylenia standardowego miedzy otrzymanymi
strukturami zalezy od liczby i doktadnosci okreslenia jed-
noznacznych wiezéw eksperymentalnych.

2.3. Dynamika w przestrzeni katow torsyjnych

Dynamika w przestrzeni katow torsyjnych (ang. Tor-
sion Angle Dynamics, TAD) pozwala na zmniejszenie liczby
stopni swobody przez zastapienie wspotrzednych Kkarte-
zjanskich odpowiednimi wartosciami katow torsyjnych
(przyjmuje sie, ze dtugosci wiazan i katy ptaskie sg state)
oraz rownan ruchu Newtona réwnaniami Lagrange’a
[45,46,47,48,49,50,51,52,53,54].

E & _ﬁ =0 Rownanie 27
dt{ a8, | a9,
gdzie:
L= Eiin - Epot - funkcja Lagrange’a
0 - odpowiedni kat torsyjny
k=1,...,n
Energia potencjalna wyraza sie zaleznoscia:
E . .=o0,V
por = Do Réwnanie 28
gdzie:

V - funkcja celu; V=0

wo - wspotczynnik wagi; we=10kJ mol ™' A2

Dynamika w przestrzeni katow torsyjnych najczesciej jest
wspomagana metoda symulowanego wyzarzania, podobnie
jak dynamika w przestrzeni kartezjanskiej.

2.4. Metoda wyznaczania wag statystycznych konforma-
cji

W odréznieniu od wiekszosci biatek peptydy charakte-
ryzuja sie duza labilnoscia konformacyjna. Dlatego w tym
przypadku metody prowadzace do wyznaczenia jednej
konformacji nie sprawdzaja sie. Dotychczas podjeto jedy-
nie nieliczne préby uwzglednienia labilnosci konformacyj-
nej peptydow w obliczeniach struktury. Metoda rokujaca
najwieksze nadzieje jest opracowana na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego oraz w Cornell University metoda
wyznaczania $redniej struktury peptydow oparta na obli-
czaniu wag statystycznych najbardziej prawdopodobnych
konformerow obecnych w roztworze [55]. W metodzie tej
zaktada sie wystepowanie w widmie NMR usrednionych
kontaktow NOE i statych sprzezen pochodzacych od roz-
nych konformerow, a wagi statystyczne poszczegoélnych
udziatow zaleza od procentowego wystepowania danej
konformacji w roztworze.

Decyzja o zastosowaniu konkretnej metody oblicze-
niowej jest w duzej mierze arbitralna. Metody dynamiki
molekularnej sprawdzaja sie w przypadku wyznaczania
struktury takich obiektow, ktore w roztworze przyjmuja
jedna konformacje, na przyktad biatek. W przypadku labil-
nych peptydow problem komplikuje sie przez fakt, ze
posiadajace duza swobode konformacyjna peptydy moga w
roztworze wystepowa¢ w wielu konformacjach o réznych
udziatach. W takich przypadkach doskonale sprawdza sie
metoda wyznaczania wag statystycznych konformacji.

3. Przyktad zastosowania technik NMR do badan struktu-
ralnych uktadéw helikalnych [56]

3.1. Model propagacji helisy

Helisy (Ryc. 12) sa jednym z czesciej wystepujacych
elementow struktury drugorzedowej w biatkach, ocenia
sie, ze ponad 30% aminokwasow przyjmuje konformacje
charakterystyczna dla konformacji helikalnej [57,58].
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Helisa 3,,

Helisa o

Helisa x

Ryc. 12. Helisy 310, a oraz m. Linie przerywane oznaczajg wigzania wodo-
rowe stabilizujace uktady helikalne [59].

Tabela 1. Typowe wartosci katow torsyjnych @ i W oraz zasieg wigzan wodorowych charakterystycz-

nych dla poszczegoélnych typow helisy.

Helisa 3o Helisa a Helisa m
Kat ® -49.0 -57.8 -57.1
Kat W -26.0 -47.0 +69.7
wiazanie wodorowe CO--HN | i,i+3 i,i+4 i,i+5

Badania nad zagadnieniem powstawania i elongacji
helis sa prowadzone od lat [60,61,62,63,64,65,66,67,68,
69]. Powstat model propagacji uktadow helikalnych sformu-
towany w nastepujacy sposob:

e Powstanie pierwszego skretu helisy wymaga duzego
wktadu entropowego ze wzgledu na koniecznosc jedno-
czesnego usztywnienia 6 katow torsyjnych.

e Kazdy nastepny skret helisy powstaje przez usztywnie-
nie tylko dwoch katow a zatem koszt energetyczny jest
znacznie mniejszy. Wynika z tego, ze preferowane po-
winny byc dtugie odcinki helikalne.

e Wktad entropowy jest rekompensowany przez wktad
entalpowy, przede wszystkim utworzenie wiazan wodo-
rowych.

e tancuch boczny reszty aminokwasowej moze stabilizo-
wac badz destabilizowac helise przez oddziatywanie z
tancuchem gtéwnym oraz z tancuchami bocznymi in-
nych reszt.

Stata rownowagi miedzy forma helikalng (H») a niehe-
likalng (A) odcinka homopolipeptydu o liczbie reszt amino-
kwasowych (n) w tym modelu wyraza sie zaleznoscia:

[H,.] 2
K=""=0cs" Réwnanie 29
[A]
gdzie:
c - zdolnos¢ danej reszty do inicjowania helisy (czynnik
nukleacji)

s - stata rownowagi konformacyjnej (helisa < konformacja
rozwinieta) charakterystyczna dla danej reszty amino-
kwasowej

Warto$¢ czynnika nukleacji jest rzedu 10, natomiast
stata rownowagi s przyjmuje wartosci od 0.001 dla proliny
do 1.54 dla alaniny w temperaturze 1°C, ekstrapolacja do
25°C daje wartos¢ 1.3 [69]. Stala rownowagi s swiadczy o
sktonnosci danego aminokwasu do przyjmowania konforma-

cji helikalnej. Prolina i glicyna charakteryzuja sie naj-
mniejszymi wartosciami statej s, czyli s3 najmniej podatne
na wystepowanie w konformacji helikalnej, a najwigksza
sktonno$¢ do przyjmowania konformacji helikalnej wykazu-
je alanina.

3.2. Badanie szybkos$ci wymiany chemicznej

Dogodna metoda oceny wielu parametrow konforma-
cyjnych jest badanie szybkosci wymiany chemicznej. Pro-
tony, czyli jadra atoméw wodoru grup funkcyjnych wyste-
pujacych w biatkach i peptydach takich jak grupy aminowe
-NH;, amidowe -C(O)NH, tiolowe - SH czy hydroksylowe -
OH moga wymienia¢ sie z protonami czasteczek wody,
stanowiacej rozpuszczalnik, badz miedzy soba. Ta ostatnia
mozliwos¢ jest znacznie mniej prawdopodobna ze wzgledu
na ogromny nadmiar czasteczek wody w stosunku do cza-
steczek biatka (przecietnie stezenie biatka w probkach
stosowanych do badan NMR wynosi kilka mM/l wobec ste-
zenia wody ~55M/l). Protony zaangazowane w wigzania
wodorowe badz takie, ktdore nie sa eksponowane do roz-
tworu charakteryzuja sie mniejsza wartoscia statej szybko-
sci wymiany chemicznej niz pozostate labilne protony
czasteczki [70]. Szczegodlnie pomocne jest okreslenie za-
chowania sie protonéw amidowych, gdyz protony tych grup
biora udziat w wiazaniach wodorowych stabilizujacych
struktury drugorzedowe. Stata szybkosci wymiany chemicz-
nej protonu amidowego konkretnego aminokwasu zalezy od
wielu czynnikdw zewnetrznych takich jak pH, temperatura,
oddziatywanie sasiednich reszt aminokwasowych, czy miej-
sce w sekwencji.

Obliczone oczekiwane state szybkosci wymiany che-
micznej zaleza od warunkow zewnetrznych, w jakich zna-
lazta sie czasteczka peptydu (pH, temperatura) oraz od jej
sekwencji. Nie wnosza natomiast informacji struktural-
nych. Dopiero analiza stosunku takiej obliczonej oczekiwa-
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nej wartosci do faktycznej zmierzonej predkosci wymiany
daje mozliwos¢ wyciagania wnioskow na temat struktury
przestrzennej peptydow lub biatek. Sposob eksperymental-
nego wyznaczania statych szybkosci wymiany chemicznej
protonéw amidowych opisano dalej. Stosunek tych dwoch
wielkosci nosi nazwe wspotczynnika protekcji p:

k

_ _teor
p =

k

exp

Protony zaangazowane w wigzania wodorowe badz
ostaniane przed kontaktem z rozpuszczalnikiem charakte-
ryzuja sie wspotczynnikiem protekcji wiekszym od jedno-
sci.

Rownanie 30

3.2.1. Badanie szybkosci wymiany za pomoca spektro-
skopii NMR

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
jest dogodna metoda umozliwiajaca pomiar szybkosci
wymiany protonéw amidowych z protonami rozpuszczalni-
ka. Najczesciej stosuje sie w tym celu technike przeniesie-
nia magnetyzacji [71]. Technike te stosuje sie w przypad-
ku, gdy magnetyzacja przenoszona jest miedzy dwoma
nierownowaznymi stanami A i B o réznych przesunieciach
chemicznych a zaktocenie magnetyzacji jednego ze stanow
moze by¢ wykrywane w drugim. Stosowalnos¢ tej metody
zalezy od szybkosci wymiany badanych protonéw; najcze-
éciej jest ona efektywna w przedziale [0.05s", 20s™']. Po-
nadto doktadnos¢ metody jest limitowana stosunkiem
szybkosci wymiany (k) do szybkosci relaksacji (o ) i jest
najbardziej efektywna przy spetnionym warunku k/o >0.1
[72].

Rozwazmy uktad, w ktorym proton moze wystepowac
w stanie A lub B:

A< 5B Réwnanie 31

k-1

W takim uktadzie sredni czas zycia w stanie A (Ta) lub
B (ts) definiuje sie nastepujaco: ta = 1/k.1 ; T = 1/k.

W eksperymencie NMR magnetyzacja spinu w jednym
ze stanow jest zaburzona przez selektywne nasycanie (ang.
Saturation Transfer) badz odwrécenie (ang. Inversion
Transfer) za pomoca odpowiedniej sekwencji impulsow.
Monitoruje sie nastepnie magnetyzacje spinu w drugim
stanie, badz w obu jednoczesnie, w zaleznosci od czasu
trwania zaburzenia lub od czasu uptywajacego miedzy
impulsem zaburzajacym a sekwencja pomiarowa.

Aby otrzymac statg szybkosci k.1 reakcji przedstawio-
nej w rownaniu 31 za pomoca metody przeniesienia nasy-
cenia [71,73] stosuje sie impuls nasycajacy dziatajacy
selektywnie na spiny znajdujace sie w stanie A, nastepnie
obserwowana jest zmiana intensywnosci sygnatu B w czasie
t po usunieciu pola nasycajacego dziatajacego na jadro w
stanie A.

Druga ze wspomnianych metod [74,75] polega na se-
lektywnym napromieniowaniu spindw znajdujacych sie w
jednym ze standw impulsem 180°, co powoduje odwrdcenie
ich magnetyzacji. Magnetyzacja napromieniowanego spinu,
na skutek zachodzacych procesow relaksacji, powraca do
wartosci rownowagowej, podczas gdy intensywnos¢ spinu
znajdujacego sie w drugim stanie zmienia sie na skutek
procesu wymiany. Metoda ta umozliwia badanie wymiany
chemicznej uktadow bardziej skomplikowanych, niz dwu-
stanowe [76].
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Przez poréwnanie eksperymentalnych szybkosci wy-
miany protondéw amidowych z oczekiwanymi wartosciami
obliczonymi  otrzymuje sie  wspoétczynnik  protekcji
P=kteor/Kexp (rOwnanie 30) pozwalajacy oceni¢ zaangazowa-
nie badanej reszty aminokwasowej w konformacje helikal-
na.

3.3. Uktad modelowy

Poznanie mechanizméw tworzenia i wzrostu helisy
jest bardzo istotnym problemem przy rozwazaniu wcze-
snych etapow zwijania biatka. Dotychczas stosowane me-
tody badawcze takie jak spektroskopia fluorescencyjna,
dichroizm kotowy, badania kalorymetryczne nie dostarczaty
wystarczajacych danych do opisu tego zjawiska. Zastoso-
wanie magnetycznego rezonansu jadrowego do badania
modelowych peptydow prowadzi do uzyskania dodatkowych
informacji i pozwala na opisanie zjawiska inicjacji i pierw-
szych etapow wzrostu helisy.

Z rownania 29 wynika, ze struktury helikalne powinny
by¢ dobrze stabilizowane tylko dla dtugich odcinkow (duza
wartos¢ n), ztozonych z reszt aminokwasowych o wtasciwo-
sciach prohelikalnych (duze wartosci s) takich jak alanina
czy arginina. Jednak wigkszos¢ helis w biatkach jest krotka
- tworzy je kilka lub kilkanascie reszt i to nie zawsze prze-
jawiajacych wtasciwosci prohelikalne [57]. Ponadto nie
jest jasne, czy krotka helisa jest helisa o , helisa % czy
helisg o. Dotychczas mimo wielu przeprowadzonych rozwa-
zan teoretycznych [60,77,78] nie zajmowano sie proble-
mem wystepowania krotkich helis rownie intensywnie od
strony eksperymentalnej. Bariera byt brak odpowiedniego
uktadu modelowego badajacego krdtkie odcinki helikalne.
Zastosowanie peptydow zawierajacych petle wapniowa
otwiera mozliwosci konfrontacji teorii z doswiadczeniem.
Cecha wspolng wspomnianych biatek jest wystepowanie
elementu struktury superdrugorzedowej - motywu dtoni EF,
sktadajacego sie z dwoch helis potaczonych petla wiazaca
jon. Koordynacja jonu wymusza sztywna strukture petli, w
ktorej katy torsyjne @ i W trzech ostatnich reszt maja
wartosci charakterystyczne dla konformacji helikalnej.
Motywy EF biatek wiazacych jony wapnia sa wigc natural-
nym miejscem nukleacji helisy i moga stuzy¢ jako punkt
wyjscia do projektowania uktadow modelowych stuzacych
do badania sposobow powstawania i wzrostu helisy.

Do badan modelowych zostaty wybrane dwie serie
peptydow bedacych analogami trzeciej petli wiazacej jony
wapnia w kalmodulinie szczura wysycone jonami lantanu
La*. Sposéb wiazania jondw lantanu i wapnia jest analo-
giczny, a ponadto wiekszy tadunek dodatni lantanowcow
zwieksza stata wiazania nawet o dwa rzedy wielkosci
[79,80]. Jony lantanowcéw Ln** sa szeroko stosowane jako
sondy luminescencyjne i paramagnetyczne w badaniach
biatek wiazacych jony wapnia i ich fragmentow [81,82].
Wtasciwosci paramagnetyczne wiekszosci lantanowcow
powoduja niekorzystne efekty w widmach NMR przez silne
poszerzenie sygnatow na skutek skrocenia czasu T,. Jednak
lantan jest jedynym diamagnetycznym lantanowcem,
wskutek czego nie powoduje poszerzenia sygnatow i nadaje
sie do stosowania w badaniach biatek metoda NMR. Ze
wzgledu na krotkos¢ odcinka helikalnego oraz wysoka nie-
mal 100% zawartos¢ helisy, peptydy zawierajace na swym
koncu N sekwencje petli wapniowej sa idealnymi modelami
do badania metodami NMR struktury oraz dynamiki kon-
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formacyjnej helisy i oddziatywan stabilizujacych te kon-
formacje, takich jak hydratacja lub oddziatywania pomie-
dzy grupami bocznymi reszt aminokwasowych [83,84,85].
W badanych peptydach odcinek helikalny powstajacy na
koncu C petli po koordynacji jonu metalu jest stopniowo
wydtuzany przez dodawanie alaniny, aminokwasu znanego
z wtasciwosci prohelikalnych: seria I, PA,, AcDKDGDGY-
IS"NANA E(NA )NH, (n=0-4) oraz seria Il, LA,, AcDQDGD-
GYISAAE(A,)hS (n=0,2,4).

3.4. Okreslanie struktury trzeciorzedowej peptydow

Wykonano pomiary NMR prowadzace do okreslenia
struktury przestrzennej peptydow w formie holo (wysyco-
nej jonem lantanu) [56,86,87]. Widma wykonane dla pep-
tydow w formie apo charakteryzuja sie silng degeneracja
sygnatow i nie pozwalaja na jednoznaczne przypisanie
wszystkich przesunie¢ chemicznych 'H (co uniemozliwia
wyznaczenie struktur przestrzennych). W szczegoélnosci
wykorzystanie faktu selektywnego znakowania peptydow
serii I, PA,, "N i zastosowanie technik heterojadrowych
(widma gHSQC{'H/"°N}) oraz homojadrowych (TOCSY, RO-
ESY) umozliwito identyfikacje protonéw amidowych alanin
badanych zwiazkow w formie apo. Byto to niezbedne do
prawidtowej analizy statych szybkosci wymiany i wspot-
czynnikow protekcji peptydow serii I, PA,, w formie nie
wysyconej jonem lantanu.

Do obliczen struktury wykorzystano intensywnosci sy-
gnatow pozadiagonalnych w widmach NOESY/ROESY. Wy-
znaczenie struktur przestrzennych peptydow przeprowa-
dzono metoda dynamiki molekularnej z algorytmem symu-
lowanego wyzarzania dostepnym w programie XPLOR [88].

Na Ryc. 13 pokazano 20 struktur o najnizszej energii
natozonych po atomach tancucha gtownego catej czastecz-
ki.

Obliczono struktury srednie dla kazdego z peptydow,
prezentowanych na Ryc. 13. Usrednione struktury pokazne
sa na Ryc. 14, zaobserwowane fragmenty helikalne dla
kazdej z usrednionych struktur podaje zataczona Tabela. W
peptydach PAg, PA; i LAy nie obserwuje sie helisy. Obser-
wuje sie wydtuzanie odcinka helikalnego na koncu C w
zaleznosci od liczby alanin. W strukturach usrednionych
obserwuje sie wytacznie helisy a.

Przeprowadzono analize statystyki wiazan wodoro-
wych, w ktorych uczestnicza protony amidowe reszt ami-
nokwasowych znajdujacych sie na koncu C badanych pep-
tydow w formie holo zaczynajac od Ala10 z grupami karbo-
nylowymi innych reszt aminokwasowych (Tabela 2). W
peptydach obu serii obserwuje sie wiazania wodorowe
charakterystyczne zaréwno dla helisy a (czerwony) jak i
helisy 31 (niebieski, kursywa).

Analiza wiazan wodorowych w badanych peptydach
Swiadczy o wystepowaniu szybkiej rownowagi konforma-
cyjnej miedzy helisa 310 i helisa a. W skali czasow NMR
obserwuje sie usredniony efekt w widmach. W krotkich
peptydach (n=0-2) uktad tych wigzan sugeruje dominacje
helisy 310. Wydtuzanie peptydu poprzez dodawanie kolej-
nych alanin na koncu C powoduje przesuniecie rownowagi
konformacyjnej w strone helisy a - tworza sie nowe wiagza-
nia wodorowe stabilizujace te strukture podczas gdy
zmniejsza sie populacja wiazan stabilizujacych helise 31o.
W najdtuzszych peptydach obu serii helisa a jest najlepiej
stabilizowana.

koniec C

keniec N

koniec N

koniec N

koniec C

koniec N

koniec N koniec

(9]

PA,

, ©

koniec C

koniec C

koniec C

peptyd @ff;’li:w Liczba | - pspid)
sekwenc ) Shruktu

PA, 310(2-4) 1 242

PA, 5 0,60

PA, «(10-13) 17 0,46
o (10-13) S
o (10-14) 8

PA, o« (13-16) 1 0,89
310(1-3) 1
3,0(14) 1

-~ & (10-13) 9 -
o (10-16) 8

LA, E 1,61
@ (10-13) 5

LA, @ (10-14) 10 1,12
3)0(11-14) 2

LA, U « 0.56
o (10-16) B

Ryc. 13. Struktury przestrzenne peptydow PA, (n=0-4) oraz LA, (n=0,2,4) natozone po atomach tancucha

gtownego. RMSD podane w zataczonej Tabeli.
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a)

c)

helisa
(pozycja w
sekwencji)

Peptyd

a (10-13)
a (10-14)
@ (10-15)

« (10-14)
Ay a(10-16)

Ryc. 14. Natozone usrednione struktury peptydow serii |, PA,:

a) peptydy PA,, n=0-4, natozone po atomach tancucha gtéwnego reszt 1 - 12, RMSD=1.054;

b) peptydy PA,, n=1-4, natozone po atomach tafncucha gtéwnego reszt 1 - 13, RMSD=0.914;

c) peptydy PA,, n=1-4, natozone po atomach tancucha gtéwnego reszt 1- 9, RMSD=0.84A;

d) peptydy PA,, gdzie n=1-4, natozone po atomach tancucha gtéwnego reszt 9 - 13, RMSD=0.36A.

Tabela 2. Statystyka wiazan wodorowych [%], w ktorych zaangazowane sa protony amidowe aminokwasow znajdu-
jacych sie na koncu C peptydow w formie holo. Wartosci dla helisy a podane sa na czerwono, dla helisy 34o na nie-

biesko i kursywa.

HN Cco PAc PA; PA; PA; PA; |HN Cco LAo LA; LA4
Ala11 Ile8 7 - - - - Glu12 Ser9 65 54 64

Ile8 17 - - - - Ala13 Ser9 77 58
Glu12

Ser9 34 100 100 25 28 Ala10 20
Alat3 Ser9 100 100 100 100 |Ala14 Ala10 57 59

a

Ala10 97 100 22 - Ala11 73

Ala10 27 84 100 | Ala15 Ala11 5
Ala14

Ala11 27 - - Glu12 9

Ala11 54 62 Ala16 Glu12 100
Ala15 hSer (13- Ala11 5 51

Glu12 10 85 n)

Glu12 - 65 36

Glu12 64 Ala13 - 41
Ala16

Ala13 72 Ala14 - 78

3.5. Wyznaczanie szybkosci wymiany protonéw amido-
wych alanin

Pomiaru szybkosci wymiany protonéw zwykle dokonu-
je sie w wyniku analizy serii jednowymiarowych widm 'H.
Ilosciowa analiza takich widm w przypadku badanych pep-
tydow byta niemozliwa badz utrudniona ze wzgledu na
naktadanie sie sygnatow (Ryc. 15a). Selektywne znakowa-
nie "N alanin stwarza mozliwoéci precyzyjnego pomiaru
szybkosci wymiany protonéw amidowych tych aminokwa-
sow w oparciu o korelacyjne techniki heterojadrowe. W
Srodowiskowym Laboratorium NMR przy IBB PAN opracowa-
no metode takich pomiaréw, w ktorej sekwencja pomiaro-
wa jest sekwencja gHSQC{'H-"N} (ang. gradient Hetero-
nuclear Single Quantum Coherence). Przy dobrym rozdzie-
leniu sygnatéw pochodzacych od protondw amidowych
znakowanych aminokwaséow w wymiarze protonowym wy-
starczajace jest wykonanie serii jednowymiarowych widm
gHSQC (Ryc. 15b). W przypadku degeneracji przesuniec
chemicznych badanych protondéw (jak na Ryc. 15b) pomoc-
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ne okazuje sie rozciagniecie widma w wymiarze azotowym
i pomiar serii widm dwuwymiarowych (Ryc. 15c). Nalezy
podkresli¢, ze dziatanie takie jest skuteczne jedynie w
przypadku dobrego rozdzielenia obserwowanych sygnatow
w widmie gHSQC{'H-"*N3.

Na podstawie wykonanych pomiarow statych szybko-
sci wymiany chemicznej protonéw amidowych i przez po-
réwnanie ich z oczekiwanymi wartosciami obliczonymi dla
konformacji rozwinietej otrzymano wspétczynniki protekcji
odpowiednich protondéw amidowych alanin (Tabela 3).

W formie apo obserwuje sie wartosci wspotczynnikow
protekcji znaczaco wigksze od 1 dla wszystkich alanin,
niezaleznie od dtugosci peptydu, co $wiadczy o przyjmo-
waniu konformacji roznej od rozciagnietej. Proponowane
wyjasnienie tego zjawiska jest takie, iz protony amidowe
alanin peptydéow PA, w formie apo sa zaangazowane w
wigzania wodorowe albo/i czesciowo izolowane od kontak-
tu z rozpuszczalnikiem.
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Tabela 3. Wspotczynniki protekcji protonéw amidowych alanin w peptydach PA, w formie apo (a) oraz w formie holo (b).

a) forma apo

PA, PA; PA; PA; PA,
Ala10 2.8+0.4 2.8+0.5 2.6£0.4 4.3x0.5 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

PA, PA, PA; PA; PA,
Ala10 0.8£0.1 0.9£0.3 1.2+0.4 1.4+£0.3 1.6+£0.8
Alat1 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

a)

H, Ala11

H, Ala13
H, Ala10

H, Ala14

C) 1 51
(ppm)
121.5 e
NAla11 <_ 133.0 @
B 122.5 =
NAlat4 123.0 )
123.5 S
oo g 124.0 Ty
NAla13 < 124.5
125.0 —
125.5
—
126.0 \
NAla10
126.5 i

F2 (ppm)

Ryc. 15. a) Fragment jednowymiarowego widma 'H peptydu
PA;, obszar przesunie¢ protonéw amidowych; b) jednowymia-
rowe widmo gHSQC{'H-">N} peptydu PA;; c) dwuwymiarowe
widmo gHSQC{'H-"°N} peptydu PA,.

W formie holo obserwuje sig istotne zmniejszenie
wartosci wspotczynnikow protekcji protonéw amidowych
alanin 10 i 11 w stosunku do formy apo. Zwiazanie jonu
La*>* wymusza zmiany konformacyjne co powoduje, ze w
peptydach wysyconych lantanem protony amidowe Ala10 i
Ala11 nie sa chronione przed rozpuszczalnikiem i nastepuje
wymiana tak szybka jak w modelu ktebka statystycznego.
Potwierdza to analiza struktur przestrzennych peptydow
PA, (Ryc. 16) w formie holo oraz statystyka wigzan wodo-
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rowych dotyczacych protonéw amidowych tych reszt ami-
nokwasowych.

Ryc. 16. Peptyd PA, w formie holo; konformacja o najnizszej
energii z wyrdznionymi protonami amidowymi Ala10 i Ala11.

Wyktadniczy wzrost protekcji protonow amidowych

Ala13 oraz Ala(12+n) wraz ze wzrostem dtugosci peptydu
koresponduje ze zjawiskiem tworzenia sie uktadu wiazan
wodorowych stabilizujacych helise. Protony amidowe ala-
nin znajdujacych sie na koncu C, Ala(12+n) (Ryc. 17b),
moga tworzy¢ wigzania wodorowe typu (i,i-3) badz (i,i-4) z
grupami karbonylowymi innych reszt aminokwasowych
czasteczki.
W przypadku protonéw amidowych Ala13 (Ryc. 17a) obser-
wowany wyktadniczy wzrost wspotczynnikow protekcji
protonéw amidowych w funkcji liczby alanin na koncu C
jest znacznie wigkszy i ma to zwiazek z tworzeniem uktadu
wigzan wodorowych w helisie. Poza najkrotszym z analizo-
wanych peptydow, PA;, Ala13 nie jest ostatnig reszta ami-
nokwasowa znajdujaca sie na koncu C sekwencji. Wraz z
wydtuzaniem peptydu uktad wigzan wodorowych stabilizu-
jacych helise, w ktorych uczestniczy Ala13, rozbudowuje
sie i w przypadku peptydu PA4 alanina 13 tworzy charakte-
rystyczne dla helisy o wigzania wodorowe (i,i+4)/(i;#4):
Hx(Ala16) - CO(Ala13) oraz Hn(Ala13) - CO(Ser9).

3.6. Protekcja protonéw C-koncowej grupy (NH)

W przypadku protonéw C-koncowej grupy NH; nie
mozna policzy¢ oczekiwanej statej szybkosci wymiany Keeor
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Ryc. 17. Wartosci wspotczynnikow protekcji w funkcji liczby
alanin na koncu C w peptydach PA, w formie holo; a) dla ala-
niny 13 b) dla ostatniej na koncu C.

w konformacji rozwinietej, dlatego tez nie mozna méwic o
protekcji tych protonéw w takim samym sensie jak w przy-
padku protonéw amidowych innych aminokwasow cza-
steczki. W formie apo obserwuje sie¢ jednakowa stata szyb-
kosci wymiany (z doktadnoscia do btedu pomiarowego) dla
obu protondw tej grupy. Inna sytuacja ma miejsce w pep-
tydach zwiazanych z jonami lantanu - jeden z protonow
wymienia sie znaczaco szybciej niz drugi, a stosunek ich
szybkosci wymiany - wzgledna protekcja pw=k(Han)/k(H1n) -
jest zalezny od dtugosci peptydu (Ryc. 18).

p N p
~ N - o
N L L

wzgledna protekcja

-
£

1.6 T T T T '
-1 0 1 2 3 4

w4

liczba alanin na koncu C

Ryc. 18. Wzgledna protekcja protonow grupy koncowej NHz, w
peptydach PAn w formie holo. W przypadku peptydu PA; brak
danych ze wzgledu na naktadanie sie sygnatow.

Zatozono, ze szybciej wymieniajacy sie proton Hay nie
jest uwiktany w wigzania wodorowe, a zatem jego stata
szybkosci wymiany uzyskana eksperymentalnie odpowiada
wartosci oczekiwanej dla C-koncowej grupy NH; w konfor-
macji rozwinietej. Dzieki temu obliczono wspotczynnik
protekcji dla protonu Hiv w C-koncowej grupie NH, jako
k(Hzn)/K(Hin).
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Wyniki otrzymane w tej pracy wykorzystano do dal-
szych badan nad pierwszymi etapami procesu powstawania
helisy. W szczegolnosci postuzyty do obliczenia parametru
propagacji (s) (rownanie 29) oraz entalpii propagacji heli-
sy. Wykazano, ze entalpia pierwszych czterech krokow
tworzenia helisy w uktadzie polialaninowym jest stata i
wynosi AHp=-4106+419 J/mol. Parametry (s) podane w
literaturze [59] odnosza sie do uktadéw badanych w tem-
peraturze 1°C a ekstrapolacja do 25°C daje w przypadku
alaniny wartosc sa,=1.3. Dzieki przedstawionym badaniom
pokazano, iz proces ten powinien by¢ opisywany przez
parametr sa.=1.54+0.04 [85]. Jest to zgodne z wynikami
innej grupy badaczy, ktorzy uzyskali wartos¢ sa,=1.62+0.11
[89]. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt iz dyskutowany para-
metr propagacji (s) opisuje rownowage miedzy helisg a
konformacja rozwinieta, nie uscislajac typu helisy. Jest to
zgodne z analiza konformacyjna peptydow: konformacja
typowa dla helisy 310 dominuje w krotkich peptydach, PA; i
PA;, wraz z wydtuzaniem peptydu dominuje helisa a.

Prezentowane wyniki moga pomdc w lepszym zrozu-
mieniu mechanizméw fatdowania sie biatek. Zwijanie bia-
tek w komorce moze odbywac sie z pomoca wysoko wyspe-
cjalizowanych biatek opiekunczych, chaperonéw, ktore
maja za zadanie zapobiegac nieprawidtowemu pofatdowa-
niu czy tez agregacji [90]. W procesie zwijania biatka
przyjmuja stabilng konformacje natywna. Czasem jednak
w wyniku mutacji czy tez zmian srodowiska zewnetrznego,
na przyktad pH lub temperatury, moze dojs¢ do nieodwra-
calnych zmian w strukturze drugo-, trzecio- i czwartorze-
dowej. Takie zmiany uposledzaja pierwotne funkcje biolo-
giczne biatka. Czes¢ z takich biatek jest degradowana w
wyniku swoistej komorkowej "kontroli jakosci”. Jednak nie
wszystkie nieprawidtowe biatka sa wychwytywane, zwtasz-
cza jesli do zmian konformacyjnych dochodzi w przestrzeni
pozakomorkowej [91]. Podejrzewa sie, iz wiele chordb
wywotanych jest nieprawidtowym procesem zwijania biatek
(ang. folding diseases). Do takch chorob zalicza sie choro-
be Alzheimera, scrapie, chorobe Creutzfelda-Jacoba, wro-
dzona bezsennosc, wrodzona amyloidoze, katarakte i wiele
innych [91]. Te przyktady wykazuja, w jak wielkim stopniu
konformacja biatka determinuje jego wtasciwosci i funkcje
w organizmie. W tym kontekscie metody badania struktury
oraz mechanizméw fatdowania sie biatek zyskuja coraz
bardziej na znaczeniu.
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