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Stejné jako je tomu v pfipadé NMR roztokd a kapalin, hlavni asili NMR
spektroskopikd se soustfedilo na feSeni 3D struktury proteind. Jde prfedevsim
0 membranové a amyloidové proteiny, které jen velmi neochotné poskytuji
krystaly vhodné k rtg. difrakci, a pak také jde o mikrokrystalické nebo
nanokrystalické proteiny. Je sice pravda, Zze pokrocilé NMR techniky jiz vice
jak deset-dvacet let umoZzriuji urcit Uplnou tfi-dimenzionalni strukturu proteint
v roztoku a Kurt Wthrich za rozvoj téchto technik ziskal v roce 2002 Nobelovu
cenu. Na druhou stranu prvni solid-state NMR struktura SH3 domény a-
spektrinu byla prezentovana prave az v roce 2002. Avsak i pfes toto zpozdéni
NMR spektroskopie pevnéeho stavu prekrocila hranice fyziky a chemie a zacala
vyznamné ovliviiovat biochemii a strukturni biologii.
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Opella S.J.

Wu C.H., Ramamoorthy A.,Opella S.J., High Resolution Dipolar Solid-
State NMR, J.Magn.Reson. A (1994); 109: 270.

PISEMA:
Polarization Inversion Spin Exchange at Magic Angle

1H-15N cplg (kHz)

V devadesatych letech doSlo k prudkému rozvoji vicedimenzionalnich
experimentu a to predevsSim diky digitalni technologii a rostouci stabilité NMR
spektrometru. Jiz bylo jasné, Zze NMR spektroskopie pevného stavu je
dostate¢né silny nastroj k posouzeni strukturnich parametra fady biologickych
systému a proto se Usili badatell soustfedilo na feSeni struktury
membranovych proteinu. V této souvislosti za zcela unikatni povazuji techniku
separace lokalnich poli, ktera je zndma pod nazvem PISEMA. Tato technika
byla vyvinuta tak, aby umoznila urcit geometrii proteinového fetézce pfi
prichodu lipidovou membranou. Pfi analyze se proto pracuje s orientovanym
vzorkem, ktery je umistény na tenkém sklicku. Jde tedy o experiment ve
statickém usporadani, kdy se nevyuZziva rotace vzorku pod magickym uhlem.
Anizotropni interakce jako je CSA nebo dipolarni interakce jsou tak zcela
zachovany.
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Polypeptidovy fetézec

PISEMA experiment je navrzen tak aby koreloval velikost anizotropie
chemického posunu a velikost 1H-15N dipolarni interakce a to pro kazdy
amidovy dusik podél peptidového fetézce. Membranovy protein, proto musi
byt selektivhé obohacen dusikem 15N v misté amidovych skupin hlavniho
fetézce. Pfedstavme si amidovou jednotku a tedy i ,izolovany“ N-H spinovy
par. Vime, Ze kazda rizné orientace tohoto paru vzhledem ke sméru vnéjsiho
magnetického pole produkuje jinou velikost dipolarni interakce. Je-li
meziatomova vzdalenost konstantni a to v jednoduchém pfiblizeni mazeme
predpokladat, pak velikost dipolarni interakce odrazi pouze orientaci NH
vektoru. Stejné tak vime, Ze diky CSA produkuje kazda riizna orientace
tenzoru chemického posunu vzhledem ke sméru magnetického pole jiny
chemicky posun. Kdybychom méli neorientovany systém tak diky CSA
ziskame praskové spektrum, ale v pfipadé orientovaného vzorku, kde kazdy
fetézec ma stejnou orientaci, detekujeme jeden jediny a Uzky signal pro
kazdou specifickou amidovou skupinu.
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Diky tomu pak ve spektrech Ize korelovat pro kazdou amidovou skupinu
anizotropni chemicky posun a k tomu pfislusnou velikost dipolarni interakce.
Obvykle se spektra snimaji pouze v jedné poloviné dipolarniho spektra,
protoZe druhd ¢ast je pfesny zrcadlovy obraz. Zajimaveé na tom je to, Ze
membranovy protein izotopicky obohaceny 15N na hlavnim Fetézci diky této
technice produkuje pomérné specificka spektra. Proménliva orientace NH
skupin peptidovych fetézcl prochazejicich membranou totiz vede ke vzniku
kruznic a elips, které pfimo odrazZeji uhel sklonu prachodu peptidového barelu

lipidovou membranou.
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Vlastni technika je v podstaté velmi jednoducha. Nejprve se béhem cross-
polarizace vytvofi uhlikova transverzalni magnetizace, ta se b€hem nasledujici
periody vyviji pouze pod vlivem heteronuklearni dipolarni interakce. Nasledné
a opakujici se bloky vlastné reprezentuji LG-cross-polarizaci, o které vime, ze
vyvola oscilaéni chovani 13C magnetizace a velmi uc¢inné potlaci vliv
homonuklearnich 1H-1H dipolarnich interakci. Po této periodé pak nasleduje
perioda béhem niz se snimé& uhlikovy chemicky posun. Vysledkem je 2D
spektrum, které koreluje CSA a dipolarni interakce. Zde je uvedeno celé
spektrum, ale obvykle se snima pouze jedna polovina, ktera je dostate¢na k
popisu systému. Analyza a nasledna simulace rozlozeni korela¢nich signald
pak vede ke stanoveni Uhlu priichodu peptidu membranou a umozni stanovit
geometrii zkoumaného systému.
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Magic Angle-Oriented Sample Spinning (MAOSS)

V nékterych pfipadech mize byt u téchto systému zajimavé i usporadani
vlastnich molekul lipidu. Pro tyto Uucely se zaCaly pouzivat metody, které jsou
zalozené na simulaci intenzit rota¢nich signal. Opét se pracuje s
orientovanym materidlem. V tomto pfipadé viak nejde o usporadani statické,
ale cely orientovany vzorek rotuje pod magickym uhlem. Obvyklé frekvence
rotace jsou ale velmi pomalé do 5 kHz a pfednostné se méfi spektra 31P a
1H. Je to ovSem technika dost naro¢na na pfipravu vzorku, jednotlivé
orientované vrstvy se na sebe musi opatrné skladat. Vysledkem téchto
experimentu a simulaci pak jsou informace o uspofadani a orientaci lipida v
membrané.
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Martin R.W., Zilm K.W., Preparation of protein nanocrystals and their

characterization by solid state NMR, ~ J.Magn.Reson. (2003); 165: 162.

13C CP/MAS NMR
Mikrokrystaly PXRD
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OvSem nezlstalo jen u membranovych a orientovanych systému. Zajem se v
soucasné dobé soustfeduje i na nanokrystalické ¢i mikrokrystalické systémy,
které nelze jednodusSe podrobit rtg. analyze. Pro strukturni analyzu téchto
materiall je zasadnim problémem ziskani kvalitniho vzorku. Kazdy student vi
Ze krystalizace je velmi jednoduch& metoda uzivana k ¢isténi a izolaci
organickych sloucenin. Krystalizace proteinu je vSak zasadné odlisna, velmi
komplikovana a mnohdy neluspésna. Pfitom kvalita krystalizace uréuje jak
Uspésna bude nasledna NMR analyza. Zde jsou uvedeny rozdily ve vzhledu
13C CP/MAS NMR spekter v zavislosti na kvalité krystalizace a velikosti
krystalu. Je zfejmé Ze nanokrystaly o velikosti cca 100 nm (obsahuji nékolik
tisic krystalovych bunék) i fadové vétsi mikrokrystaly produkuji stejna a velmi
dobfe rozliSena NMR spektra. Ztrata jednotné konformace v lyofilizovaném
vzorku se vSak promitne do zna¢ného rozSifeni NMR signall. A tak 13C
CP/MAS NMR spektra mohou jednoduSe poskytnout informace o kvalité
vzorku a jeho pfipravé. Doba méfeni jen par hodin.
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(800 MHz *H)
Martin R.W., Zilm K.W., Preparation of protein nanocrystals and their

Nanokrystaly characterization by solid state NMR, ~ J.Magn.Reson. (2003); 165: 162.
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Zde jsou uvedena 13C CP/MAS NMR spektra nanokrystalickych proteina:
lysozym, streptavidin, ribonukleazy A a cytochromu c. Ve vSech pfipadech je
uvedeno ¢aste€né pfifazeni malo intenzivnich signald, jejichz rozliSeni je vzdy
dikazem toho, Ze se jedna o velmi dobfe pfipraveny nanokrystalicky material.
Ze Stépeni nékterych specifickych signalu Ize jiz rovnou tvrdit, Ze v pfipadé
streptavidinu se jedna o tetramer.
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A-,,.«/VLM characterization by solid state NMR, ~ J.Magn.Reson. (2003); 165: 162.
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/ Pfiprava nanokrystalickcych vzork \

1.  Proteiny dodala firma Sigma
2. Smés proteinového roztoku a krystaliza  €niho

s0C
h roztoku 1:1 ( P.C.Weber, Overview of Protein
e Crystalization Methods, vol. 276, San Diego, 1997,
13-21).
3. Roztok obsahuje asi 100 mg proteinu.
4. Roztok byl pomalu koncentrovan na cca.

200 polovinu po €ateéniho objemu (centrifuga €ni
PEG — odparka).
I‘ 5. Teplota 25C a doba zahu$ tovani byla 15-40 min.
M. Il 6. Inkubace probihala p Fi4C.

7. Jako srazeci c¢inidlo byl pouzit PEG.
N Y.
froezethaw
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Krystaly biologickych systému jsou velmi ¢asto velice citlivé na zmény teploty
a cyklickeé tepelné namahani. To je obzvlast zasadni problém pro NMR
spektroskopii, kde vzorek je velmi ¢asto podrobovan fadé analyz a
opakovanych méfeni. V pfipadé ubiquitinu, ktery byl cyklicky tepelné namahan
se ukézalo, Ze mezi 3 a -40 C dochazi jen k nepatrnym zménam v NMR
spektru a Ze je vzorek tedy stabilni. OvSem pod touto teplotou se jasné projevi
efekt zmrznuti a signély se dramaticky rozsifuji. Zaroven je jasné patrny nardst
intenzity signalu PEG, ktery zacina byt zna¢né imobilizovany. Tato zména je
vSak vratna, protoze ohfati vzorku vede k opétovnému zizeni NMR signalu.
Ukazuje se, ze protein je odolny i vzhledem k nékolikanasobnym cyklickym
tepelnym zménam.

Jak byly tedy dané vzorky pfipraveny? JednodusSe.
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Juya, Henrike Heise, Roland Montserret, Frangois Penin, Marc Baldus. Solid 13
state NMR sequential resonance assignments and conf ~ ormational C CP/MAS NMR
analysis of the 2 x 10.4 kDa dimeric form of the  Bacillus subtilis protein

Anja Bockmann, Adam Lange, Anne Galinier, Sorin Luca, Nicolas Giraud, Michel
Crh, J. Biomol. NMR 27, 323 (2003).

| (a) PDSD ‘|| ®posD

10-30% PEG
2M (NH.),SO,  1,000-10,000
pH 6-8, 20mM
(NH4)HCO,
nad roztokem NaCl

10-30% PEG
1,000-10,000
pH 68
0.2M Nacl
4c

()

" T ° - (catabolite repression histidine containing phsphocarrier protein)
2x85 rezidui

Jednim z prvnich proteinu, které byly Gspésné zkoumany ssNMR, je Crh
protein, ktery v mikrokrystalickém stavu tvofi dimer na rozdil od roztoku, kde je
pouze monomerni forma. V citované praci je velmi dobfe popsana pfiprava a
krystalizace a autofi tvrdi, Ze stejny postup, Ize pouzit i pro ostatni globularni
proteiny. Ackoli je vzorek stabilni az do 30C tak autofi sledovali, Ze b&hem
experimentu zvIasté pfi ndroéném dekaplinku na nékolika kanalech najednou
se nékteré signdly ztraceji. Vzrust teploty zfejmé zpasobil vzrist pohyblivosti a
tim i malou efektivitu CP.

Vlastni feSeni struktury je zaloZzeno na vyhodnocovani série 13C-13C
korelacnich spekter (PDSD). Jde o pfimou vyménu polarizace mezi uhlikovymi
jadry, kterd je urychlena interakci s vodiky. (Nejde o 1H-1H spinovou difuzi). Z
uvedenych spekter je zfejme, Ze 2D spektrum poskytne velmi dobré rozliSeni i
kdyz rozliSeni 1D spektra je relativné slabé. Vedle spin-difuznich experiment(
se také pouzivaji experimenty dvou-kvantové (podobné INADEQUATE
experimentu), ovSem s tou modifikaci, Zze korelace je zprostfedkovana
dipolarnimi interakcemi a ne skalarnimi.

10
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Marc Baldus. Solid state NMR sequential resonance assignments and conformational analysis of the 2 x 10.4 kDa dimericf ~ orm of
the Bacillus subtilis protein Crh,  J. Biomol. NMR 27, 323 (2003).

Intra-rezidualni korelace: Inter-rezidudlni korelace:
1. 2D (1Q-1Q) PDSD - krétké spin difusni perioda 1 Kombinace NCACB a NCOCACB experiment

(jdeno- a7 t fi-vazebné interakce) umoz fiuje sekven €ni pfifazeni

2. 2D (2Q-1Q) — krétkéa excita éni perioda pro DQC 2 Dvojité cross-polarizace — frekven ~ €né selektivni
(identifikace jedno-vazebné interakce) experimenty SPECIFIC CP

3. 2QF experimenty — rozlisit a identifikovat 3 DQC
spinovy systém blizko diagonaly

{ Anja Bockmann, Adam Lange, Anne Galinier, Sorin Luca, Nicolas Giraud, Michel Juya, Henrike Heise, Roland Montserret, Frangois Penin, }

i" NCACE(a)

Co Cy cp
|| —

——
##n (@)J-dec. PDSD ay <
&°c
e ]
7

i
" {B)SPC5 o

g

&

3

NCOCACBIb)

i, v B

8 3 80y 3 g

28
5}
o
N
k

PFifazeni signall je prvni krok a stejné jako v pfipadé roztoku je zalozeno na
homonuklearnich (13C-13C) a heteronuklearnich (13C-15N) korelacich uvnitf
aminokyselinovych zbytku. Pro intrarezidualni korelace se nejcastéji pouziva
13C-13C korelagni experiment s velmi kratkou spin-difusni periodou, kterou
Ize zvolit tak, aby vznikly korelaéni signaly postupné pro jedno-vazebnou,
dvou-vazebnou a tfi-vazebnou interakci. Pak se také pouzZivaji dvou-kvantove
13C-13C korelagni experimenty, které dokazou velmi dobfe identifikovat
jedno-vazebné pary. No a v neposledni fadé DQF experimenty jsou vhodné k
identifikaci spinovych paru, jejichz korela¢ni signaly se nachazi velmi blizko
diagonale.

Pro inter-rezidualni korelace je nutné vyuzit heteronuklearnich korelacnich
experimentu zaloZzenych na frekvencéné selektivnich dvojitych cross-
polarizacich kombinovanych s excitaci vice-kvantovych koherenci.
Heteronuklearni korelani experimenty Ize také usporadat tak, Zze jedno-
vazebny a tfi-vazebny pfenos polarizace je uréen pozitivnim signalem,
zatimco dvou-vazebny pfenos signalem negativnim. Kazdy protein ma
specifickou ¢ast, ktera je vhodna k zaCatku sekvenéniho pfifazeni. Obecné to

jsou rezidua s vyraznym chemickym posunem nebo rezidua, kterych je v
molekule velmi malo.

11



Bacillus subtilis protein Crh

(s

Joint L Solid-State NMR
IMCAS CRand JHIPCASCR

Juya, Henrike Heise, Roland Montserret, Frangois Penin, Marc Baldus. Solid
state NMR sequential resonance assignments and conf ~ ormational

Porovnani chemickych posun & s monomerni
strukturou v roztoku

analysis of the 2 x 10.4 kDa dimeric form of the Baci  llus subtilis protein

Crh, J. Biomol. NMR 27, 323 (2003).

Porovnani chemickych posun @ s monomerni
strukturou v roztoku
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Zdvojeni n ékterych signal G:
N-Gly49a 67
CO - Pro 18, Ala 45...

1 Konforma €ni rozdily monomer @ v dimeru.

2 Rozdilné konformace dimeru v krystalové
jednotce.

\3 Dynamicky disorder — pomala vym  éna.

Jako obvykle vysledkem NMR experimentd jsou pfedevSim hodnoty
chemickych posunu a velikosti meziatomovych vzdalenosti, které odrazeji
zkoumanou strukturu. Napf. v pfipade Crh proteinu nejvétsi rozdily v
chemickych posunech signall v pevné fazi a v roztoku vykazuji dusiky 15N,
kde zjiSténa stfedni odchylka je kolem 2ppm. U uhliku 13C je to jen 1 ppm.
Celkem byly nalezeny tfi oblasti, kde jsou odchylky nejvétsi. Bylo zjisténo, Ze
konformace zfejmé probéhne kolem Lyz 11 a Glutaminu 15. Zde dochazi ke
kfizeni polypeptidovych fetézcl a spojovani mezifaze a jadra proteinu. V
pripadé monomeru tato ¢ast proteinového fetézce tvori smycku. Kolem N-
konce dojde dimerizaci ke zméné partner( pro tvorbu vodikovych vazeb.
Shodné oblasti téz vykazuji maximalni zmény dihedralnich ahla. Ty se uréuji
pomoci programu TALOS. Néktera rezidua jako Gly 49 a 67 maji zdvojenou
dusikovou rezonanci zatimco karbonylovy signal je zdvojeny u Pro 18 a Ala 54
atp. Existuji tfi mozZna vysvétleni:

12
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U proteinl v pevné fazi se také studuje hydrata¢ni slupka nebo interakce
molekul vody s proteinovym fetézce. Pro tyto UCely je vhodné protein
deuterovat a nasledné deuterium vyménit za vodik 1H na mistech ktera
jsou k chemické vyméné nachylna. Deuterace v mnoha pfipadech vede k

> rv

rozSifeni rezonanci a to je zplsobeno, jak jiz vime, nedplnou deuteraci.
Molekuly nejsou vzhledem k zastoupeni deuteria zcela jednotné. To

prokazaly INADEQUATE exp

erimenty (lekce 9).
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Hydratace proteinu — Stabilita, spravna konformace, vodikové vazby...

A. Bockmann, M. Juy, E. Bettler, L. Emsley, A. Galinier, F. Penin, A. Lesage, Water— : LY .
Protein Hydrogen Exchange in the Micro-Crystalline Pro tein Crh as Observed Mlkroklrystallcky PrOtEI.n Crh
by Solid State NMR Spectroscopy, (catabolite repression histidine

Journal of Biomolecular NMR, 32 195 (2005). containing phsphocarrier protein)

Anne Lesag, Lyndon Emsley,Francois Penin,and Anja Bockmann, Investigation of
Dipolar-Mediated Water-Protein Interactions in Microcr  ystalline Crh by Solid-
State NMR Spectroscopy,

J Am Chem Soc 128, 8246 (2006).

2D 'H-13C HETCOR - mikrokrystalicky systém

Detekce
imobilizovanych i
pohyblivych molekul
(rezidenéni cas —
jednotky ns)

PFiméa chemicka
vyména H20-OH

Proton chemical shift (opm)
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jednotky ps)

Strukturované molekuly vody zfejmé hraji néjakou roli pfi vytvareni spravne
tercialni struktury proteinu. Pomoci 1H-13C korela¢nich spekter byla nalezena
mista kolem proteinu, ktera jsou snadno dostupna z roztoku a kde dochazi k
chemické vyméné s vymeénitelnymi vodiky Lys, Tyr, Hpro atp. Doba setrvani
molekul vody na daném misté je vSak maximalné nékolik set ns. Vubec se ale
nepodafilo prokazat existenci takovych molekul vody, které by vykazovaly
specifickou interakci s proteinem a na daném misté setrvali déle nez
zminovanych par desitek ns.

Crh protein studuje nékolik pfednich evropskych skupin kontinualné od roku
2002 a posledni prace jsou z letosSniho roku.
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Prvni protein, jehoz struktura byla ispésné vyfeSena pomoci principt NMR
spektroskopie pevného stavu vSak byla SH3 doména a-spektrinu, ktera ma jen
64 aminokyselinovych zbytka.

Obecné plati, Ze pro ur€eni sekundarni struktury polypetidoveho fetézce je
nutno zmeéfit vzdalenosti mezi a-uhliky nebo karbonylovymi uhliky. OvSem pro
uréeni celkové struktury se musi méfit uhlik-uhlikové vzdalenosti s dlouhym
dosahem. To je ale mozné pouze tehdy pokud tyto relativné slabé nebo velmi
slabé interakce nejsou potla¢eny interakcemi silngjSimi. Aby k tomuto procesu,
ktery je znam jako ,dipolar truncation” nedoslo, je ¢asto nutné naredit obsah
aktivnich izotopu 13C. Biologicky material Ize ¢aste¢né obohatit pomérné
snadno. Pro bakterialni expresi protein se k tomuto Ucelu s velkou vyhodou
vyuziva jako rastového média 2-13C glycerol nebo 1,3-13C glycerol. Jiz
zuzeni 13C CP/MAS NMR spekter je velmi slibné a na zakladé provedeni
nékolika NCOCX a NCACX 3D experimentl bylo diky tomuto izotopovému
ziedéni identifikovano nové 374 inter-rezidualnich korelaci, v porovnani s
uniformné obohacenym materialem. (Pro tato méfeni bylo pouzito 10-12 mg
vzorku ve 4 mm kyveté.)
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Izotopicky obohacené systémy — 2D experimenty NC
Castellani, F., van Rossum, B.J., Diehl, A., Schubert, M., Rehbein, K., and a-Spectrin Sh3 Domain
Oschkinat, H. Structure of a protein determined by solid-state magic- angle-
spinning NMR spectroscopy, — Nature 420, 98-102 (2002).
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Pfesna identifikace a kvantitativni interpretace long-range korelaci obvykle
vyzaduje provedeni 3D experimentd, které jsou zaloZzeny na kombinaci dvojité
cross-polarizace, které umozni pfenos magnetizace mezi heterojadry, a které
jsou nasledovany homonuklearni 13C-13C korelaci. Tato kombinace je navic
mnohdy spojena se selektivni excitaci. Je samoziejmeé jasné, Ze specificky
prenos polarizace z amidového dusiku specificky bud na CO nebo CA uhliky
vyznamné zvysSi spektralni rozliSeni a tedy i Sance na spravnou interpretaci
dat. Tato selektivita je zafizena tzv. SPECIFIC-CP, ktera vyuZziva toho faktu,
Ze jsou-li dipolarni interkace relativné slabé, je Hartmann-Hahnova podminka
modulovana frekvenci rotace. Je-li navic pouzito i nizké intenzity spin-
lockovacich poli kolem 15 kHz, pak do hry vstupuje i vliv chemickych posunda.
A tak nastavenim spravného rezonancéniho ofsetu Ize urcit zda dojde k
prenosu polarizace z dusiku na CO nebo na Ca.
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Ale toto je jen prvni krok k detekci a interpretaci slabych dipolarnich interakci a
tedy k identifikaci vzdalenych spinovych pard. V druhém kroku je nutno
experiment zalozeny na dvoijité cross-polarizaci rozsifit o periodu s 13C-13C
spinovou difusi. Ve 2D heteronuklearnim korela¢nim spektru se vedle pfimych
korelaénich signalu objevuiji i dalSi, které koresponduiji se slabSimi interakcemi
mezi vzdalenymi spinovymi pary. Tyto experimenty maji ale jednu zdsadni
vyhodu, jsou relativné kratké 10-15 hodin. Proto muZeme proveést fadu téchto
experimentd s proménlivou dobou prenosu polarizace a tak dobfe klasifikovat
interakce a dipolarni kontakty podle jejich intenzity. Pfesto je nékdy nutné

w rve

experiment rozsifit do dalSich rozméra.
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Strategie pfifazeni signald pomoci 3D NCACX experimentu je nasledujici.
Napf. ve 3D spektru je zobrazena alifaticka oblast 13C NMR spektra zméfena
pro 2-SH3 doménu alfa-spektrinu. V klasickém 2D 13C-13C korela¢nim
spektru nejsou napfiklad korelace mezi CakK43 a CaF52 vibec rozlisitelné.
Ovsem obé tato rezidua se odliSuji v chemickém posunu amidového dusiku
15N. To je jasné patrné v NCA 2D korela¢nim spektru. Potom fezy provedené
v téchto frekvenénich hladindch umozni rozliSeni a kvantitativni interpretaci
téchto slabych korelaci.
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Zcela obdobna je i strategie pfifazeni signald pomoci 3D NCOCX
experimentu. Tentokrat je v 3D spektru je zobrazena karbonylova a alifaticka
oblast 13C NMR spektra zméfena pro 1,3-SH3 doménu alfa-spektrinu. V
klasickém 2D 13C-13C korela¢nim spektru ani v tomto pfipadé nejsou
napfiklad korelace mezi COY13 a COK27 vabec rozliSitelné. OvSem obé tato
rezidua se odliSuji v chemickém posunu amidového dusiku 15N nasledujicich
aminokyselinovych zbytktd Gly28 a Aspl4. To je jasné patrné v NCO 2D
korelacnim spektru. Potom fezy provedené v téchto frekvencnich hladinach,
které se liSi o 1ppm umozni rozliSeni a kvantitativni interpretaci téchto slabych
korelaci. Tyto 3D experimenty trvaji cca. Deset dni a tak je mozné je provadét
pouze pfi jedn=€é sméSovaci periodé.
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Elements and Infectivity of the HET-s prion,
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2D 13C-13C DREAM NMR

Samoziejmé, Ze nezlstava jen u dobfe rozpustnych proteind. Naopak snaha
je popsat proteiny nerozpustné jako jsou jsou pfedevsim b-amyloidova viakna
prionovych protein zpUsobujici Altzhaimrovu nebo Creutzfeldt-Jakobu
chorobu. Nerozpustné priony jsou vlastné defektni proteiny, které zménou
struktury a konformace méni sebe sama a pak také sousedni proteiny

z normalni rozpustné formy na nebezpecnou nerozpustnou formu. Najit
zakonitosti mezi strukturnimi zménami a infek&nim chovanim prionu je jednou
z vyzev prave pro moderni NMR spektroskopii pevného stavu. Faktem je, Ze
prvni vysledky na sebe nenechaly dlouho ¢ekat a 9. €ervna tohoto roku vysla
v prestiznim Casopise Nature (435, 844, 2005) prace, jez poodhaluje néktera
tajemstvi.
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ﬂ. Membranové systémy: orientované vzorky — statické uspo radani
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PISEMA: korelace *SN-'H dipolarni interakce s 13C CSA.
Orientace proteinu v membran &

MAOSS - rotace orientovanych vzork G pod MA.

Uspo fadani molekul lipidu:  *H a 3P MAS.

Ptiprava mikrokrystalickych a nanokrystalickych protei nu.
Teplotni stabilita — rotace , dekaplink

2D PDSD: 3C-13C korelace — spinova difuze mezi jadry  *3C.

2D 15N-13C korelace — dvojité cross-polarizace — SPECIFIC-CP.

3D experimenty NCACX a NCOCX: kombinace SCPIFICs PDSD.

Dvoukvantové procesy.
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