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NOWE METODY MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO (NMR) W FAZIE STALEJ Z
ULTRASZYBKIM WIROWANIEM POD KATEM MAGICZNYM | DETEKCJA PROTONOWA DLA BIOLOGII
STRUKTURALNEJ SYMETRYCZNYCH KOMPLEKSOW BIALKOWYCH DUZYCH ROZMIAROW

Biatka sg podstawowym budulcem zywych organizmdw. Ich rolg jest m.in. regulacja funkcji
komdrkowych, przenoszenie sygnatdw, budowa i niszczenie innych biatek, transport jondw i wody
przez sciany komorkowe. Od dekad naukowcy usitujg zrozumie¢ na poziomie atomowym zaleznosci
miedzy struktura i dynamikg oraz relacje miedzy tysigcami niezwykle zréznicowanych biatek.

Jednym z interesujacych spostrzezen jest, iz natura dgzy do oszczedzania zasobow
i maksymalnego wykorzystania informacji genetycznej. W tym celu, duze maszyny molekularne sg
czesto ztozone z mniejszych biatek, utozonych zgodnie z wysokg symetrig. Skrajnym przyktadem sg
otoczki wirusowe zbudowane z setek kopii jednego biatka. W bakteriach i wyzszych organizmach,
skomplikowane maszynerie molekularne takie jak np. replizom DNA czy proteazom czesto zawierajg
symetryczne samoorganizujgce sie kompleksy biatek w ksztatcie pierscienia.

Biatka cechuja sie rowniez wyrazng dynamikg, a ich funkcja wynika nieraz z przejsciowych
oddziatywan z innymi biatkami lub kwasami nukleinowymi. Z tego wzgledu statyczny obraz
pojedynczych biatek, uzyskany klasycznymi metodami biologi strukturalne;
(tj. krystalografig rentgenowska,  mikroskopig  krioelektronéw  lub  jgdrowym  rezonansem
magnetycznym (NMR)), jest czesto niewystarczajgcy do zrozumienia funkcji biatka. Ostatnia z
wymienionych metod (NMR) wykorzystuje magnetyzm jgder wodoru, atomu wszechobecnego w
molekutach o znaczeniu biologicznym, pozwalajgc na monitorowanie ich otoczenia chemicznego.
Z tego wzgledu NMR stanowi unikalng metode badania oddziatywan miedzy biatkami lub z kwasami
nukleinowymi, ktore modulujg lokalng strukture i dynamike jgder.

W tym projekcie proponujemy zastosowanie spektroskopii NMR do badania
samoorganizujgcych sie kompleksow biatek. Konwencjonalny NMR dla duzych biatek w roztworach
napotyka ogromne trudnosci z powodu wolnej reocrientacji molekut, prowadzgcej do btyskawicznego
zaniku sygnatu NMR. Jako alternatywe proponujemy wykorzystat nowe metody badan
unieruchomionych biomolekut, ktére zachowuja sie podobnie jak w fazie statej, mimo ze
makroskopowo prébka przypomina zel. Jedng z metod przestrzennego ograniczenia ruchu molekut
jest sedymentacja pod wptywem ogromnych przyspieszen odsrodkowych. Wypadkowa grawitacja,
siegajgca 150 000 g w ultrawiréwce lub kilku miliondw g w wirujgcym rotorze, utrzymuje molekuty w
niewielkich  odlegtosciach, uniemozliwiajgc ich  obroty, pomimo braku istotnych  sit
miedzyczasteczkowych. Co wazne, biatka pozostajg w prawie natywnym $Srodowisku z duzag
zawartoscia wody, co pozwala na obserwacje oddziatywan miedzymolekularnych tak jak w roztworze.

Dla optymalizacji wtasciwosci spektroskopowych w NMR, faza ,stata” ztozona z przestrzennie
sttoczonych biatek musi by¢ wirowana z duzg czestoscig. Obecnie probka jest umieszczana w
niewielkich rotorach, o $rednicy zewnetrznej rzedu 1 milimetra, i wirowana pod wplywem
skierowanego strumienia powietrza z czestoscig przekraczajgcg 100 000 razy na sekunde, co czyni
rotor najszybciej wirujgcym obiektern mechanicznym uzywanym dotad przez cztowieka. Rotacja
odbywa sie w statorze nachylonym pod tzw. kgtem magicznym (=54°) wzgledem silnego
zewnetrznego pola magnetycznego, generowanego przez kriogenicznie chtodzony nadprzewodzacy
magnes. Posiadajgc tak zaawansowane wyposazenie, mozemy wykorzysta¢ fale czestosci radiowe;
do uzyskania informacji o otoczeniu chemicznym jadrowych momentoéw magnetycznych.

Celem projektu jest opracowanie strategii interpretacji ztozonych widm NMR duzych biatek,
ktére zawierajg setki do tysiecy linii rezonansowych w ograniczonym zakresie czestosci.
Zaprojektujemy nowe eksperymenty dla rozdzielenia sygnatow, a analize danych eksperymentalnych
wesprzemy wykorzystujgc dostepne struktury tréjwymiarowe z uzyciem odpowiednich metod
obliczeniowych. Dodatkowo wykorzystamy nowatorskie metody biosyntetyczne, tj. selektywne
znakowanie izotopowe wybranych domen biatek, dla ograniczenia liczby widocznych w NMR
rezonanséw. W ten sposdéb zachowamy atomowg rozdzielczos¢ widm NMR, 1. mozliwose
jednoznacznego przypisania kazdego sygnatu do okreslonego atomu w biatku.

Metody te umozliwig $ledzenie wigzania sie oraz okreslenie powierzchni kontaktu biatek w
jednym z komponentéw maszyny replikacyjnej DNA w bakteriach: kompleksu helikazy DnaB oraz
uzytecznos¢ spektroskopii NMR na przyktadzie proteazomu 20S z archeondw, kompleksu ktory
rozwija i degraduje zbedne lub nieprawidtowo zwiniete biatka.



