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Spektroskopija NMR danas je metoda odabira za izuc¢avanje interakcija biomolekula s potencijal-
nim ligandima, sto predstavlja jedan od glavnih preduvjeta za dizajn lijekova na racionalnim os-
novama. Najvazniji doprinos spektroskopije NMR dizajnu lijekova do prije nekoliko godina bilo
je rjesavanje 3D strukture proteina. Uz to $to nam spektroskopija NMR daje podatke o 3D struk-
turi slobodnih proteina kao sirove podatke za molekulsko modeliranje vezanja liganada, NMR
nam izravno moze dati vazne eksperimentalne informacije o samim bioloski vaznim kompleksi-
ma. Za razliku od rendgenske strukturne analize spektroskopijom NMR moze se proucavati dina-
mika kako samih velikih biomolekula tako i dinamika kompleksa biomolekula i potencijalnih li-
ganda. Tako je moguce proucavanjem promjena u NMR parametrima prilikom vezanja kvalitativ-
no (npr. ,SAR by NMR”) i kvantitativno (promjene kemijskih pomaka i viemena relaksacije, difu-
zijski NMR eksperimenti itd.) odrediti sklonosti vezanja liganada. Takoder je moguce i uporabom
metoda kao sto su npr. tr-NOESY, STD, WaterLOGSY i dr. odrediti i mjesto vezanja, odnosno do-
biti informacije o konformaciji proteina, liganda ili njihovog kompleksa te epitope, tj. skupine na
ligandu koje su u neposrednoj blizini mjesta vezanja. U posljednje vrijeme razvijen je velik broj
tehnika NMR za izucavanje interakcija ligand-receptor, no u ovome radu opisane su samo neke
od njih te su pokazane njihove prednosti i nedostaci.

Kljucne rijeci: Nuklearna magnetska rezonancija, receptor, ligand, kompleks receptor-ligand,

NMR parametri, struktura, sklonost vezanju, aktivho mjesto, konstanta disocijacije,
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Uvod

Medudjelovanje molekula odreduje sredisnju ulogu u pro-
cesima molekulskog prepoznavanja, kao npr. kod nasta-
janja kompleksa proteina s drugim proteinima (u procesu
prenosenja signala), s malim molekulama (interakcije en-
zim-supstrat, protein-lijek) i s nukleinskim kiselinama (in-
terakcije protein — RNA/DNA, transkripcijski faktori s DNA i
dr.). Bioloski mehanizmi gotovo se uvijek temelje na vise ili
manje specificnim molekulskim interakcijama, te je pozna-
vanje tih interakcija preduvjet za suvremen pristup dizajni-
ranju lijekova. Pomocu spektroskopije NMR moguce je
dobiti potrebnu informaciju o interakcijama na raznim razi-
nama, od kvalitativne indikacije o nastajanju kompleksa, do
3D strukture i podataka o kinetici nastajanja kompleksa.' 2

Najvazniji doprinos spektroskopije NMR dizajnu lijekova
do prije nekoliko godina bilo je rjeSavanje 3D strukture pro-
teina. Prva struktura proteina dobivena NMR-om objav-
liena je 1985. godine.>* Danas se odredivanje strukture
proteina NMR-om vec¢inom provodi pomocu izotopno obo-
gacenih uzoraka proteina koji su dobiveni overekspresijom
u geneticki modificiranim bakterijama. Proteini molekulske
mase 10-12 kDa tako se jednoliko obogacuju stabilnim izo-
topom °N, dok se veci proteini uniformno obogacuju s izo-
topima "N i C. Za proteine vece od 20 kDa za uspjesnu
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asignaciju signala potrebno je i obogacivanje deuterijem.
Danasnjim metodama obogacivanja i novim tehnikama
NMR, koje su u stalnom razvitku moguce je rijesiti strukture
proteina veli¢ine 30-40 kDa, a daljnji razvoj tehnika te
NMR instrumenata obecavaju da ce velic¢ina proteina cija
se struktura moze odrediti spektroskopijom NMR sve se
vise povecati.>¢ Za razliku od rendgenske strukturne ana-
lize tesko je govoriti o rezoluciji strukture proteina dobi-
venih tehnikama NMR zbog razli¢itih racunskih metoda
kojima dobivamo strukturu iz eksperimentalnih podataka.
Prihvaceno je da se struktura rijeSena iz NMR podataka
moze usporediti sa strukturom dobivenom rendgenskom
strukturnom analizom rezolucije < 0,2 nm. Uz 3D struktu-
ru proteina, spektroskopija NMR za razliku od rendgenske
strukturne analize nezaobilazna je metoda za proucavanje
dinamike proteina,” odn. dinamike interakcija protein-li-
gand, zbog toga sto te interakcije ukljucuju promjenu kon-
formacija obje vrste koje sudjeluju u interakciji. Specific-
nost vezanja odredenog liganda npr. ovisi o fleksibilnosti
aktivnog mjesta proteina,® a fleksibilnost proteina i/ili li-
ganda ima utjecaj na termodinamiku i kinetiku nastajanja
kompleksa. NMR se pokazala kao dragocjen izvor podataka
o lokalnoj molekulskoj dinamici mjereéi promjene NMR
parametara u razlicitim dijelovima vremenske skale.?'°

Uz to Sto nam spektroskopija NMR daje podatke o 3D
strukturi slobodnih receptora kao sirove podatke za mo-
lekulsko modeliranje vezanja liganada, NMR nam izravno
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moze dati vazne eksperimentalne informacije o samim bio-
loski vaznim kompleksima.’

1. Kvalitativno i kvantitativno odredivanje vezanja — pro-
mjene u NMR parametrima dopustaju nam da opazimo i
kvantitativno odredimo sklonosti vezanju potencijalnih li-
ganada.

2. Odredivanje mjesta vezanja — na temelju promjena u
asigniranim NMR-signalima nakon dodatka liganda, moze
se odrediti mjesto vezanja liganda na protein.

3. Informacije o konformaciji — konformacija kompleksa
proteina s ligandom moze se usporediti s konformacijom
slobodnog proteina odnosno liganda.

4. Informacije o dinamici — uz dodatak stati¢koj strukturi,
NMR-om se moze odrediti i lokalna pokretljivost kom-
pleksa i slobodnih komponenata, $to nam daje tocniju
informaciju o medumolekulskim interakcijama.

U posljednje vrijeme razvijen je velik broj NMR tehnika za
izucavanje interakcija ligand-receptor (mjerenje relaksacije
(T,, T1p, T,), mjerenje difuzijskih koeficjenata, Tr-NOE,
STD, NOE-pumping, Water-LOGSY, promjena kemijskih
pomaka (SAR by NMR), no u ovome radu opisane su samo
najznacajnije tehnike i one koje se danas najvise primje-
njuju.

Sklonost vezanju — “binding affinity”

Ponasanje kompleksa protein-ligand uvelike ovisi o njiho-
vim termodinamickim i kineti¢kim svojstvima (odn. kon-
stantama disocijacije i omjeru brzina vezanja i otpustanja
liganda (,on/off”)). Odabir NMR tehnike odreduju karak-
teristike sustava koji promatramo i informacija koju zelimo
dobiti. Koncentracije proteina u otopini Cesto su ogranice-
ne topljivos¢u proteina i agregacijom (i naravno dostupnos-
Cu proteina) i obi¢no se kre¢u oko ¢ = (0,5 - 5) - 10-* mol
L-'. Za takvu uobicajenu milimolarnu koncentraciju protei-
na postoje tri podjele u vremenskoj skali interakcija:

1. jako vezanje — konst. disocijacije (K ;) submikromolarna
(Ky < 107° mol L)

2. umjereno vezanje — konst. disocijacije (K;) mikromolarna
(Ky~10°mol L)

3. slabo vezanje — konst. disocijacije (K,) milimolarna (K, ~
103 mol L)

Uobicajeno je da kod koncentracija proteina vecih od 1
mol L™ ne dolazi do stvaranja kompleksa s ligandom, pa ta-
ko nema ni promjene u NMR parametrima. Za ligande s
vrlo velikom sklonos¢u vezanju (,high-affinity ligands”)
konstanta disocijacije u podru¢ju K; ~ 10~ mol L-" vodi do
zanemarivih koncentracija slobodnog liganda i proteina, pa
mozemo pretpostaviti da i ligand i protein postoje iskljucivo
u vezanom stanju. Kompleks se tada u otopini ponasa kao
jedna stabilna molekula, te njegovi NMR spektri ne pokazu-
ju signale slobodnih vrsta, niti signale izmjene izmedu slo-
bodne i vezane vrste.

U slucaju umjerenog vezanja, pod stehiometrijskim uvje-
tima, i protein i ligand postoje u otopini i u slobodnom i u
vezanom stanju. U ovisnosti o kinetickoj stabilnosti kom-
pleksa izmjena izmedu slobodne i vezane vrste moze ut-
jecati na NMR spektar. Npr. pri konstanti disocijacije od

102 mol L= u stehiometrijskoj smjesi proteina i liganda sa-
mo polovina molekula postoji kao kompleks protein-ligand,
dok su druga polovina slobodni protein i ligand u sporoj ili
brzoj izmjeni s kompleksom u milimolarnom koncentracij-
skom podrucju. Ocigledno je da ¢e pri ovim uvjetima izgled
NMR spektra biti znatno slozeniji nego u prvom slucaju.
Medutim, za mikromolarne konstante disocijacije kom-
pleksa potpuno kompleksirano stanje proteina mozemo
posti¢i dodatkom umjerenog suviska (10 do 100 puta) li-
ganda. Signali suvisSne komponente tada se mogu iz spektra
filtrirati tehnikama izotopnog filtriranja. Zbog toga sto su
najcesc¢i kemijski i bioloski procesi u prirodi upravo takvi,
odn. ukljucuju dinamicku ravnotezu izmedu slobodnog i
vezanog stanja komponenata, rezultat je da se takvi kom-
pleksi Cesto ne mogu kristalizirati, pa je tada spektroskopija
NMR metoda odabira za proucavanje strukture kompleksa.

U slucaju slabo vezuéih liganada ne mozemo potpuno po-
maknuti ravnotezu u korist nastajanja kompleksa dodatkom
suviska liganda. Pod uvjetima NMR-a vrlo mali dio moleku-
la postoji u kompleksiranom stanju onemogucavajuéi uobi-
Cajene tehnike za odredivanje 3D strukture. No pomocu
nekih specificnih NMR tehnika moguce je ipak prikupiti
mnostvo informacija o kompleksu kao $to su indikacije o
promjeni konformacije, mape epitopa i dr.

Izotopno filtriranje

Izotopni filtri znatno pomazu ulogu u pojednostavljivanju
spektara u sustavima koji su bez njih preslozeni za rjesa-
vanje."" Uporaba izotopnih filtara omogucuje nam prouca-
vanje samo jedne komponente sustava, sto uvelike olaksava
asignaciju i rjesavanje 3D strukture velikih kompleksa (pro-
tein-protein, protein-nukleinska kiselina, itd.). Takoder,
izotopni filtri su vazni kod umjerenog vezanja, kada u oto-
pini imamo suvisak jedne komponente. NMR signali tada
se mogu filtrirati, rezultat Cega je spektar samo onih kompo-
nenti koje dolaze od potpuno kompleksirane vrste, bez
smetnje slobodnih vrsta.

U standardnom postupku samo jedna komponenta obogati
se sa stabilnim NMR-aktivnim izotopom (uobicajeno 5N
i/ili 3C), a ostale komponente sustava ostaju pri prirodnoj
zastupljenosti tog izotopa. NMR-aktivni izotopi nam tada
sluze za asignaciju kemijskih pomaka pomoc¢u 2D i 3D
heteronuklearnih korelacijskih NMR spektara. Zbog toga
Sto te tehnike zahtijevaju 5N i 13C obogacene jezgre, samo
obogacen dio kompleksa ce pokazivati signale u NMR
spektru, a ostale komponente se nece vidjeti u spektru zbog
vrlo male prirodne zastupljenosti tih jezgri ("N - 0,3 %, '3C -
1,1 %).12-15 Alternativno, signali obiljezene ili neobiljezene
komponente mogu se selektirati pomocu filtra u pulsnom
slijedu, te tako dobiti informacije o intermolekulskim NOE-
-kontaktima. Za supresiju "H NMR signala moze se provesti
i selektivno obiljezavanje deuterijem jedne komponente iz
kompleksa sto tada uklanja tu komponentu iz protonskih
NMR-spektara.s

Vremenska skala izmjena
za NMR-parametre

Kompleks protein-ligand u otopini koegzistira u ravnotezi
sa znatnim koli¢inama slobodnog proteina i/ili slobodnog li-
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ganda, $to ovisi o relativnim mnozinskim odnosima,® osim
za ligande s velikom sklonosti vezanju. Konstanta disocija-
cije Ky oplenito se moze prikazati kao omjer koeficijenata
vezanja (k,,) i otpustanja (k. liganda (L):

koff
P+L == PL
kOl’]
k ff
K, =-9"
d=7 (1)

gdje je vrijeme Zivota kompleksa protein-ligand obrnuto
proporcionalno brzini otpustanja (k) liganda.

Ako se pretpostavi da je k,, difuzijski ograni¢ena (odn. oko
108 mol-' L s7), vremena zivota kompleksa mogu se pro-
suditi za razlicite sklonosti vezanju.

Tablica 1 — Sklonosti vezanju liganda i viemena Zivota kom-

pleksa’®
Table 1 - Bindin§6affinities and lifetimes of the complex
species
| hats? | Vieme s lonplde
1072 mol L 0,1 10
107 mol L 100 0,01

Tablica 2 — Vremenska skala za ucinke izmjene u eksperi-
mentima NMR'®

Table 2 — Time scale for exchange effects of NMR para-
meters'®
Razlika izmedul ,, .. .
slobodnog i Vrijeme Zivota
- Mjerno | vezanog stanja prt umjereno
Velic¢ina . . izmjeni
. podrucje Difference o
Quantity R Lifetime at
ange between free | . di
and bound intermediate
state exchange
Kemijski pomak ~ 0-10000/Hz 100-1000/Hz ~ 107°-107%s
Chemical shift
Skalarna sprega 0-200/Hz 1-10/Hz 0,1-1/s
Scalar coupling
NOE 0-5 0,1-5 0,2-10
NOE
Relaksacijska 0,1-10/s 0,1-10/Hz 0,1-10/s
vremena T,
Relaxation times T, 1-100/s 1-50/Hz 0,02-1/s

Da bismo izmjerili NMR parametre (npr. frekvencija) za-
sebno za svako stanje (odn. slobodno ili vezano stanje), vri-
jeme Zzivota odredenog stanja mora biti znatno dulje od
obrnuto proporcionalne razlike vremena Zzivota slobodnih
vrsti. Tako, da bismo izmjerili kemijske pomake slobodnih i
vezanih vrsti odvojeno (dva skupa NMR signala), njihova
vremena zivota moraju biti u omjeru od stotinjak mili-
sekundi do sekunde (spora izmjena). S druge strane ako su
individualna vremena zivota u submilisekundnom omjeru
(brza izmjena), tada u NMR spektru vidimo samo jedan

skup signala koji odrazava uprosjecene kemijske pomake
slobodne i vezane vrste (koji ovisi o njihovim relativnim
koncentracijama).

Osim liganada s velikom sklonos¢u vezanja s nanomolar-
nim K, vrijednostima, vremena zivota kompleksa protein-li-
gand obicno se nalaze u milisekundnom rezimu. Iz tablice
pomak i vrijeme relaksacije T, (transverzalno ili spin-spin).
Tr-NOE-mijerenja najvise se koriste pri brzoj izmjeni.

Mjerenje sklonosti vezanju pomocu
spektroskopije NMR

Postoje dva pristupa u izucavanju interakcija ligand-recep-
tor, a to su:

1) mjerenje promjena NMR parametra biomolekule (SAR
by NMR)

2) mjerenje promjena NMR parametra liganda:
a) promjena kemijskog pomaka (titracije)

b) relaksacijske tehnike (T, T,, T, )

c) difuzijske tehnike

d) tehnike prijenosa magnetizacije (Tr-NOE, STD, NOE
pumping, WaterLOGSY)

U ovome radu bit ¢e opisane neke od metoda u kojima se
primjenjuju promjene u NMR parametrima biomolekule,
te neke koje promatraju promjene parametara liganda.

Metoda odnosa strukture i svojstva pomocu
spektroskopije NMR (,,SAR by NMR”)

,SAR by NMR”"7-19 je brza metoda probira baze potenci-
jalno bioloski aktivnih spojeva, u kojoj se male organske
molekule vezu za protein, identificiraju, optimiziraju i vezu
zajedno da bismo dobili ligand s velikom sklonos¢u vezanju.

U prvom stupnju metode, biblioteka liganada male mo-
lekulske mase probire se radi identifikacije molekula koje se
vezu na protein. Vezanje se utvrduje promjenom kemijskog
pomaka >N ili H jezgre u 2D SN-HSQC NMR spektru na-
kon dodatka liganda u otopinu proteina obiljezenog izoto-
pom "5N. Takvi spektri dobivaju se vrlo brzo, omogucavaju-
¢i probir velikog broja malih molekula u relativno kratkom
vremenu. Kada se odredi ligand s najboljim vezanjem, ana-
lozi te molekule probiru se radi poboljsanja vezanja na ak-
tivno mjesto. Nadalje, promatra se i vezanje liganada na
sekundarna mjesta na proteinu, koja su u relativnoj blizini
aktivnog mjesta. Iz analize kemijskih pomaka identificira se
sekundarno aktivno mjesto. Kada se tako selektira ligand s
najve¢om sklonos¢u vezanja za sekundarno aktivno mjesto,
kompleks proteina s oba liganda asignira se pomocu tehni-
ka NMR-a ili rendgenske strukturne analize. Na temelju do-
bivenih strukturnih elemenata, sintetizira se novi ligand,
koji se sastoji od povezanog primarnog i sekundarnog li-
ganda radi dobivanja novog jos boljeg liganda s vrlo velikom
sklonosc¢u vezanju.

Prednosti ove metode su u tome $to je vrijeme snimanja
NMR kratko (danas su poznate tehnike u kojima je moguce
dobiti NMR spektar u manje od minute), ovisno o tehnici
snima se 10 do 100 liganada u jednom eksperimentu, $to
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omogucuje probir 1 000 do 10 000 liganada dnevno. Zbog
toga Sto se u spektrima prate 5N signali izotopno obiljeze-
nog proteina signal neobiljezenog liganda je filtriran, pa se
zbog toga vezanje moze odrediti i pri velikim koncentracija-
ma liganada, sto je prednost pred uobicajenim flourimetrij-
skim ili kolorimetrijskim mjerenjima gdje suvisak liganda
uvelike povecava pozadinski Sum i onemogucava detekciju
vezanja.

Ogranicenja, s druge strane, su topljivost uzoraka, velicina
proteina (mogu se rabiti mali proteini (30-40 kDa)), velike
koli¢ine proteina (do 200 mg po eksperimentu), slaba os-
jetljivost NMR-a (uklanja se uporabom krio-tehnologije).

Isto tako, za uspjesnu analizu potrebno je poznavati struk-
turu proteina, mjesto vezanja (aktivno mjesto) te vrstu inter-
akcije receptor-ligand koja ¢e se izucavati.

Eksperimenti kao sto je metoda odnosa strukture i svojstva
pomocu spektroskopije NMR, odn. ,SAR by NMR"7 naj-
Cesce se primjenjuje za kvalitativnu detekciju vezanja liga-
nada.

Promjena kemijskog pomaka - titracije

Sklonost vezanju moze se kvalitativno odrediti iz NMR
spektara serijom titracijskih eksperimenata. Najcesce, naj-
lakse je pratiti NMR signale (izotopno obiljezenog) proteina
uz dodavanje liganda u otopinu u npr. heteronuklearnom
2D korelacijskom eksperimentu (HMQC, HSQC). U sluca-
ju spore izmjene, dodatkom liganda signali slobodnog pro-
teina iSCezavaju, a nastaje novi skup signala kompleksiranog
proteina. Za kvantitativno odredivanje sklonosti vezanju
mjere se intenziteti signala slobodne i vezane vrste tijekom
titracijskog eksperimenta. Titracijskim NMR eksperimenti-
ma mogu se mjeriti konstante disocijacije u mikro i milimo-
larnom rasponu. Donju granicu u mjerenju iskazuje najma-
nja moguca koncentracija kompleksa za koju instrument jos
uvijek ima povoljan odnos signala prema Sumu, odn. omjer
S/N (signal to noise).

Nedostatak te metode je $to je pojavom novog skupa signa-
la moguce preklapanje skupova signala vezane i slobodne
vrste i nemogucnost tocne asignacije i kvantifikacije intenzi-
teta signala.

Prilikom brze izmjene opaza se samo jedan skup signala
proteina, te se kemijski pomak mijenja od onoga slobodne
vrste prema vezanoj. Zbog toga $to imamo postupan pri-
jelaz kemijskih pomaka, olaksana je asignacija signala veza-
ne vrste ako su signali slobodnog proteina prije toga us-
pjesno asignirani. Analizom titracijske krivulje moguce je
odrediti konstantu vezanja.'20-22 Pri brzoj izmjeni mozemo
koristiti NMR spektre s losim S/N-omjerom zbog toga sto
eksperimenti ne zahtijevaju to¢no odredivanje intenziteta.

Difuzijski NMR eksperimenti

Translacijska difuzija je mijesanje molekula ili atoma zbog
nasumicnog termickog gibanja.

Difuzijski eksperimenti mogu se upotrijebiti za kvantitativ-
no i kvalitativno odredivanje sklonosti vezanja liganda.23-30

Metoda koja se temelji na difuziji u prednosti je prema
drugima zbog toga Sto je brza (rezultati se mogu dobiti u
sekundi ili minuti), jednostavna i selektivna, sto omogucava
istodobnu analizu mnostva liganada.

Koeficijenti difuzije obrnuto su proporcionalni promjeru
solvatiranom molekule (d) i viskozitetu otapala () prema
Stokes—Einsteinovoj jed. (2):

{ kT } 2)
D=
6rna

gdje je k Boltzmanova konstanta, a T apsolutna temperatu-
ra. Jednadzba pretpostavlja da je solvatirana molekula sfer-
na. Iz jed. (2) proizlazi da manja molekula (odn. ona koja
ima maniji solvatirani promjer) ima veci koeficijent difuzije,
dok vec¢a molekula ima maniji koeficijent difuzije.

Tako se vezudi ligandi mogu lagano razlikovati od nevezu-
¢ih zbog znatnog povecanja promjera liganda vezanjem na
protein, sto se ocituje u smanjenju koeficijenta difuzije.

Mjerenja koeficijenta difuzije moguca su uporabom impul-
snih sljedova koji upotrebljavaju gradijente magnetskog
polja (,pulse-field gradients”, PFG).3" Gradijenti magnet-
skog polja dobivaju se pomocu tzv. gradijentnih zavojnica u
NMR probi. Kad je gradijent primijenjen, narusava se ho-
mogenost statickog magnetskog polja i ono tada ovisi o po-
loZaju spinova unutar uzorka. Snaga gradijenta varira li-
nearno po duljini uzorka u NMR cjevcici, a definirana je
produktom amplitude gradijenta (C), duljine trajanja gradi-
jenta (0) i ziromagnetskog omjera (y). Pulsevi gradijenata
omogucavaju pracenje polozaja jezgri prije (vrijeme kodi-
ranja gradijenta) i nakon (vrijeme dekodiranja gradijenta)
eksperimentalnog vremena difuzije (4). Ucinkovitost deko-
diranja ovisi o tome koliko je uprosjecena longitudinalna
difuzija molekule s obzirom na smjer polja gradijenta ti-
jekom A. Sto je veci pomak zbog difuzije, slabije je dekodi-
ranje gradijenta. Npr. difuzija malog liganda u otopini dat
¢e vec¢i pomak u prostoru tijekom A u usporedbi s velikim
proteinom. Zbog toga ¢e ligand dobiti znacajno razlic¢ite ko-
dirajuce i dekodirajuce fazne kutove, sto vodi smanjenju
signala liganda jer magnetizacija nije do kraja refokusirana.
Tijekom difuzijskog NMR eksperimenta intenzitet signala, /,
eksponencijalno ¢e se smanjivati s kvadratom povrsine gra-
dijenta prema jed. (3) (slika 1a):

1=l expl-Dly d G*(A— 05/ 3)] (3)

U jed. (3) I, je intenzitet signala bez primijenjenog mag-
netskog polja gradijenta. Brzina smanjenja eksponencijalne
krivulje za ligand i protein proporcionalna je njihovim ko-
eficijentima difuzije. Logaritmirajuci obje strane jed. (3) do-
bivamo linearnu jednadzbu (slika 1B) i tada se D izracu-
nava iz nagiba pravca.

Mjerenja s visokom osjetljivos¢u omogucavaju odredivanje
koeficijenta difuzije ¢ak i molekula sa slicnom molekulskom
masom i 3D strukturom ako su njihove rezonancije odi-
jeliene u NMR spektru. Ukoliko rezonancije nisu odijelje-
ne, alternativa je NMR tehnika nazvana DOSY (difussion-
ordered spectroscopy), koja nam daje 2D spektar u kojem
su na horizontalnoj osi kemijski pomaci, a na vertikalnoj iz-
racunati koeficijenti difuzije.
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Slika 1 - Ucinak amplitude gradijenata na NMR signale.?
(A) Povecanjem amplitude gradijenata atenuacija signala ano-
mernog protona (5,23 - 107%) glukoze-6-fosfata (G6F) brza je od
atenuacije signala protona na 5,41 - 107 zbog njegove brze difu-
zije. (B) Podaci prikazani kao prirodni logaritam pokazuju linearnu
ovisnost NMR podataka prema jed. (3). Difuzijski koeficijent moze
se odrediti iz nagiba pravca.

Fig 1 - Effect of gradient amplitude on NMR resonances in a
diffusion experiment.?? (A) As the gradient amplitude is increased,
the attenuation of the glucose-6-phosphate (G6P) anomeric proton
(5.23 - 107%) resonance is faster than the attenuation of the sucrose
anomeric proton (5.41 - 107%) due to its faster diffusion. (B) The da-
ta displayed on a natural log scale to show the NMR data fit the li-
near version of eq. (3). The diffusion coefficient can be determined
from the slope of the line.

Konstanta vezanja dobivena uporabom PFG-NMR difu-
zijskih eksperimenata za ekvimolarno ravnotezno vezanje
liganda na protein izracunava se pomocu jed. (4). Ligand
prelazi iz slobodnog [L] u vezano [LP] stanje brzinom (k)
proporcionalnoj termodinamickoj konstanti disocijacije

(K, Ged. (4)).
LP==1L+P

[P ko
K= { [LP] }kon i

Koncentracija slobodnog proteina dana je s [P] u jed. (4).

Za ligande u sporom rezimu izmjene ravnotezna konstanta
disocijacije moze se izracunati izravno iz integrala signala
vezanog i slobodnog liganda pomocu jed. (5). Integral sig-
nala slobodnog liganda (I) proporcionalan je koncentraciji
slobodnog liganda [L], integral signala vezanog liganda (/,)
proporcionalan je koncentraciji kompleksa protein-lignad
[LP]. [P] je koncentracija slobodnog proteina, a definira se
kao [Py — (Lo * 1)1, gdje su [L,] i [P,] ukupne koncentracije
liganda i proteina, a [f,] djelomi¢na koncentracija vezanog
liganda. Ukupne koncentracije liganda [L,,] i proteina [P,,]
moraju bit poznate kako bi se iz jed. (5) mogla izracunati K,
u rezimu spore izmjene liganda:

! -l ]
471 e

ly

S obzirom da je kemijska izmjena slobodnog i vezanog li-
ganda veoma brza i na vremenskoj skali "H kemijskih po-
maka i na difuzijskoj vremenskoj skali, odredivanje inte-
grala signala u spektru za slobodnu i vezanu vrstu nije mo-
guce. U tom slucaju nam difuzijska NMR mjerenja mogu
posluziti za racunanje konstante disocijacije liganda pri
brzoj izmjeni.?2

Kada je izmjena brza u NMR-spektru opazamo samo jedan
signal s uprosjecenim kemijskim pomakom prema jed. (6):

(30 = ((Sf 'Xf) + (6b .Xb) (6)

gdje je 0, prosjek kemijskih pomaka liganda u slobodnom i
vezanom stanju, o; kemijski pomak liganda u slobodnom
stanju, 0, kemijski pomak liganda u vezanom stanju, x;
mnozinski udio slobodnog liganda, x;, je mnozinski udio
vezanog liganda, koji tada daje jedan uprosjecen koefi-
cijent difuzije prema jed. (7):

D, = (D;-x;) + (Dy " x,) 7)

Ako kombiniramo jed. (4) i (7), dobivamo jed. (8) koja nam
daje konstantu disocijacije kompleksa ligand-protein iz
PFG-NMR difuzijskih mjerenja:33

G-l 22 @

Dy, - D¢

Konstanta ravnoteze tada se racuna znajuci ukupne kon-
centracije proteina [P,] i liganda [L,,] i mjerenjem koefici-
jenta difuzije (D,) za jasno odijeljene NMR signale u spektru
otopine liganda i proteina. Neovisna difuzijska mjerenja
slobodnog liganda (D;, korigiranog za viskozitet otopine
proteina) i proteina (difuzijski koeficijent vezanog liganda
se aproksimira koeficijentom difuzije slobodnog proteina,
D,) takoder su nuzna za izracunavanje K.

Taj slucaj pretpostavlja ravnotezni sustav vezanja liganda
r=1:1, no u prirodi je moguce da protein ima vise aktivnih
mjesta, odn. mjesta na koje se ligand moze vezati. U tom
slucaju eksperimentima PFG-NMR mogu se dobiti relativne
sklonosti vezanju, bez znanja o broju mjesta za vezanje li-
ganda.3*

Prednost te metode je da izotopno obogacivanje proteina
nije potrebno, omjer izmedu koncentracija liganda i protei-
naje 1:1 (do 1:10), sto iziskuje mnogo manje koli¢ine pro-
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teina. Metoda je brza, robusna i jednostavna za prilagodbu
brojnim sustavima ligand-receptor. Jedan od glavnih nedo-
stataka te metode je njezina slaba osjetljivost.

Mjesto vezanja

Uporaba NMR tehnika nije ograni¢ena samo na detekciju i
kvantifikaciju sklonosti vezanja liganada. Zbog korelacija iz-
medu individualnih signala NMR-a i specificnog polozaja
atoma u strukturi molekule moguca je neposredna lokaliza-
cija ucinaka prouzrocenih vezanjem liganda na aktivno
mjesto proteina. Tako se mjesto vezanja na proteinu moze
odrediti pomocu signala NOE koji dolaze od medumo-
lekulskih kontakata proteina i liganda u NMR spektru. Cje-
lokupna analiza NOE zahtijeva potpunu asignaciju korela-
cija NOE proteina i liganda u vezanom stanju. To je mo-
guce samo u rezimu spore izmjene odn. jako vezucih liga-
nada. Pri umjerenoj izmjeni u spektru dolazi do pojave
signala slobodnih vrsti kompliciraju¢i tako asignaciju NOE
korelacija kompleksa. U tom slucaju upotrebljavaju se izo-
topno obiljezene vrste uz upotrebu izotopnog filtriranja u
pulsnim sljedovima.

Takoder, zbog toga sto je vrijeme rasta NOE (,build-up”)
sporo, a obicno su tada i vremena mijesanja u pulsnom sli-
jedu NOE oko 100 ms, uvjet za nastanak NOE signala je da
postoji spora izmjena. Za sve rezime izmjene, NOE ucinak
¢e biti usrednjen izmedu slobodne i vezane vrste. To je vaz-
no za semikvantitativnu analizu NOE korelacija intramo-
lekulskih NOE. Intermolekulski NOE dolaze samo od kom-
pleksiranog stanja, tako da je moguca kvantitativna analiza
spektra.

Mnogo brze i jednostavnije metode upotrebljavaju se kada
je potrebno samo odrediti aktivno mjesto proteina. Vezanje
neke molekule poremeti kemijsku okolinu u mjestu vezanja
zbog elektrostatskih i anizotropnih ucinaka skupina atoma,
te zbog toga moze do¢i do promjene konformacije prilikom
vezanja liganda na aktivno mjesto proteina. Rezultat toga je
da se kemijski pomaci atoma u aktivnom mjestu mijenjaju.
Poznavajuci asignaciju tih atoma u nevezanom stanju, lako
je preklapanjem dvaju spektara (slobodne i vezane vrste)
uociti promjene u kemijskim pomacima odredenih atoma,
te ih tako lokalizirati i asignirati.

Relativnu orijentaciju dviju molekula (proteina i liganda),
odn. relativnu orijentaciju liganda unutar aktivnog mjesta
tada moZemo odrediti pomoc¢u dodatnih informacija kao
Sto su prije navedene intermolekulske NOE korelacije i/ili
homo- ili heteronuklearne konstante sprega dugog dosega.

Prijenosni nuklearni Overhauserov
efekt (tr-NOE)

Prijenosni nuklearni Overhauserov efekt (tr-NOE) je tehni-
ka koja se primjenjuje za dobivanje informacija o vezanoj
konformaciji slabo vezuc¢ih liganada. Metoda zahtijeva rela-
tivno malu sklonost vezanju (K; > 100 mmol L") i vremena
Zivota slobodnih i vezanih liganda od nekoliko stotina mili-
sekundi. U tom slucaju u spektru se vide samo uprosjeceni
skupovi signala za ligand, a intramolekulski NOE signali ta-
koder ce biti uprosjeceni izmedu slobodne i vezane konfor-
macije.

Da bismo kvalitetno interpretirali rezultate vezane konfor-
macije, doprinos signala slobodnog liganda i proteina spek-
tru vezanog liganda mora biti zanemariv. NOE ucinak se
ponistava za korelacijska vremena (t.) molekula s malim
molekulskim masama od oko 1000 Da (3to ovisi o tempera-
turi, viskoznosti otapala i frekvenciji spektrometra). Kada se
ligand veze na receptor koji je obicno makromolekula, tada
je korelacijsko vrijeme vezanog stanja odredeno mnogo
vec¢om molekulskom masom kompleksa, koji vodi intenziv-
nijim NOE signalima. Informacije dobivene cak i od vrlo
male koli¢ine vezanog liganda tada prevladavaju u upro-
sjeCenom NOE NMR spektru liganda. U praksi se primje-
njuju 10 do 100-struki suvisak liganda, tako da su NMR
signali uocljivog intenziteta, a tehnike izotopnog filtriranja
za uklanjanje signala slobodnog proteina ili liganda nisu po-
trebne. Zbog toga $to se signali vezane vrste i samog protei-
na ne vide u spektru, ova metoda moze se upotrijebiti za
komplekse s vrlo velikim biomolekulama kao $to su npr. ri-
bosomi3538 (slika 2). Prilikom dizajna lijekova na racio-
nalnim osnovama dobro je poznavati konformaciju slobod-
nog**-42 i vezanog liganda u otopini kako bi se sto uspjesnije
mogli kemijski derivatizirati ligandi zbog poboljsanja njiho-
ve aktivnosti ili fizicko-kemijskih svojstava.

P
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Slika 2 — tr-NOE NMR-spektar azitromicina vezanog u aktiv-
nom mjestu ribosoma E. Coli

Fig. 2 — tr-NOE spectrum of azithromycin bound to the active

site of E. Coli ribosome

Najvazniji nedostatak tr-NOE tehnike je da je ogranicena
samo na relativno male, slabo vezujuce ligande. Takoder
ucinci NOE koji se dobivaju su uprosjeceni, iako intenzi-
tetom prevladavaju signali vezane konformacije, ne mogu
se odrediti to¢ne interatomske udaljenosti, samo grube
prosudbe, tako da se strukturni modeli za interakcije pro-
tein-ligand moraju usavrsiti dodatnim informacijama ili mo-
lekulskim modeliranjem.

Metoda razlike prijenosa zasic¢enja
,Saturation transfer difference” (STD)

Razlika prijenosa zasicenja ili ,Saturation transfer differen-
ce” (STD)*+¢ brza je i pouzdana NMR metoda za probir
potencijalno aktivnih molekula liganada u smjesi. Temelji
se na prijenosu magnetizacije zasi¢enjem signala proteina i
njegovim uc¢inkom na signale liganda (slika 3).
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Slika 3 — Craficki prikaz STD ucinka
Fig. 3 — Graphic illustration of the STD effect

Makromolekule kao sto su proteini imaju veliku mrezu pro-
tona ¢vrsto povezanih interakcijama dipol-dipol. Zasicenje
samo jedne rezonancije moze prouzrociti brzi prijenos zasi-
¢enja preko cijele mreze protona proteina ukoliko je spin-
ska difuzija medu atomima proteina ucinkovita. Tijekom
zasi¢enja, dolazi do progresivnog prijelaza magnetizacije s
jezgri proteina na jezgre liganada, ako se taj ligand veZe na
protein. Protoni liganda koji su prostorno najblize protoni-
ma proteina najvise se zasicuju, te daju najjaci signal u
STD-NMR spektru. Protoni liganada koji su prostorno uda-
ljeniji, manje se zasicuju te su njihovi signali slabiji. Zbog to-
ga stupanj zasi¢enosti individualnog protona liganda ovisi o
njegovoj prostornoj udaljenosti od povrsine proteina i mo-
Ze se ucinkovito iskoristiti za odredivanje dijelova liganda
(mapiranje epitopa) koji se vezu za aktivno mjesto proteina.

Kada kreiramo takvu mapu mjesta vezanja, STD intenzitet
signala odreden je prema referenci i obi¢no se opisuje tzv.
STD faktorom, Ay (shema 1):

IO B Isat — ISTD

Astp = (8)

lo lo

Shema 1 - STD-faktori (Ag;p) azitromicina vezanog u aktiv-

nom mjestu ribosoma E. Coli

Scheme 1 - STD enhancements of azitromycin bound to E.
Coli ribosomes
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Slika 4 - (a) ,Off-resonance” (referentan) i (b) ,on-resonance”
NMR-spektar oleandomicin-ribosom (E. Coli) kompleksa3”

Fig. 4 - (a) ,Off-resonance” (reference) and (b) ,on-reso-
nance” NMR spectra of oleandomycin-E. Coli ribosome complex3”

gdje je lyintenzitet signala u tzv. ,off-resonance” spektru (tj.
bez selektivne pobude protona proteina), a I, je intenzitet
u tzv.,on-resonance” spektru (tj. kada je primijenjena se-
lektivna pobuda protona proteina) (slika 4).

Ta metoda, koju su uveli M. Mayer i B. Meyer** omogucava
nam iznimno brzu analizu procesa vezanja, probira biblio-
teka liganada i sto je najvaznije odredivanje dijelova ligana-
da koji su odgovorni za vezanje. Upotreba velikog suviska
liganda daje nam prednost na dva nacina: intenziteti signala
su jaci, Sto omogucava vecu osjetljivost STD eksperimenta,
te je moguce razlikovanje izmedu atoma koji sudjeluju u
vezanju i atoma koji ne sudjeluju cak i u jednoj grupi na li-
gandu. Tehnika STD takoder nije ograni¢ena samo na ,ma-
nje” proteine, nego se moze primjenjivati i na vece sustave
(ribosom).38

Zakljucak

Spektroskopija NMR danas je nezaobilazna metoda za is-
trazivanje specificnih molekulskih interakcija u bioloskim
sustavima. Poznavanje tih interakcija preduvjet je za racio-
nalan dizajn novih lijekova. Danas, razvojem novih im-
pulsnih tehnika spektroskopije NMR i samih instrumenata
ne samo da se mogu odrediti 3D strukture proteina (30 —40
kDa) vec se moze izucavati dinamika kako samih proteina
tako i kompleksa s ligandima ili drugim biomolekulama.
Specifiéne tehnike NMR razvijene su za brzo i izravno
detektiranje vezanja liganda na aktivno mjesto proteina,
kao sto je ,SAR by NMR”. Uz detekciju moguce je iz
NMR spektara izracunati i konstantu disocijacije komplek-
sa, te doci do vrijednih podataka o jacini interakcije. Na
kraju, metode kao sto su tr-NOE i STD razvijene su za od-
redivanje konformacije vezanog liganda i skupina atoma
koje su izravno odgovorne za vezanje liganda u aktivno
mjesto.
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U danas izrazito zanimljivom i jos uvijek nedovoljno istra-
zenom polju biomolekulskih interakcija, NMR ima i dalje
¢e imati velik doprinos njihovom razumjevanju. Razvojem
magneta s jakim magnetskim poljima (> TGHz), uporabom
kriotehnologija te razvojem novih tehnika koje skracuju
vrijeme snimanja, spektroskopija NMR prerasla je neka-
dasnje nedostatke male osjetljivosti i dugotrajnosti snimanja
spektara. Zbog svojih prednosti u moguénosti simuliranja
fizioloskih uvjeta, brzini snimanja i koli¢ini dobivenih infor-
macija, spektroskopija NMR je metoda odabira kada Zeli-
mo izucavati interakcije izmedu receptora i liganda.
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Popis kratica
List of abbreviations

NMR — nuklearna magnetska rezonancija
— nuclear magnetic resonance
RNA — ribonukleinska kiselina
— ribonucleic acid
DNA — deoksiribonukleinska kiselina
— deoxyribonucleic acid
NOE — nuklearni Overhauserov efekt
— nuclear Overhauser effect
tr-NOE — prijenosni nuklearni Overhauserov efekt

— transferred nuclear Overhauser effect

tr-NOESY - spektroskopija nuklearnog Overhauserovog
efekta
— nuclear Overhauser enhancement spectroscopy

HMQC — heteronuklearna korelacijska spektroskopija NMR
koja koristi koherenciju od nula i dva kvanta
— heteronuclear multiple quantum correlation

HSQC — heteronuklearna korelacijska spektroskopija NMR
koja koristi koherenciju od jednog kvanta
— heteronuclear single quantum correlation

S/N — omjer signala i Suma
— signal to noise ratio
SAR — metoda odnosa strukture i svojstva pomocu
by NMR spektroskpije NMR
— structure-activity relationship by NMR
spectroscopy
PFG — gradijenti magnetskog polja
— pulse-field gradients
G6F — glukoza-6-fosfat
— glucose-6-phosphate
DOSY — difuzijski uvjetovana spektroskopija NMR

— diffusion-ordered NMR spectroscopy

STD — razlika prijenosa zasi¢enja
— saturation transfer difference
WaterLOGSY — interakcija vode i liganda opazena pomocu

gradijenta
— water-ligand observed via gradient spectroscopy

C — (mnozinska) koncentracija, mol L~
— (amount) concentration, mol L

D — koeficijent difuzije, m2 s
— diffusion coefficient, m2 s
d — promjer molekule
— molekule diameter
a — amplitudni gradijent, m-
— gradient amplitude, m-
I — normalizirani intenzitet signala
— normalized signal intensity
k — Boltzmannova konstanta, J K-
— Boltzmann constant, J K1
ks — koeficijent otpustanja, mol' L s
— remitting coefficient, mol-' L s~
ks, - koeficijent vezanja, mol-' L s
— bonding coefficient, mol-' L s
Ky = konstanta disocijacije, 10-3 mol L
— dissociation constant, 10-3 mol L
v — mnozinski omjer, ny/n, o
— amount ratio, Ny/n o
T — temperatura, K
— temperature, K
t — vrijeme, s
— time, s
T, — relaksacija spin-redetka ili longitudinalna relaksacija, s
— spin-lattice relexation or longitudinal relaxation, s
T,,  — relaksacija spin-redetka u rotiraju¢em okviru, s
— spin-lattice relaxation time in the rotating frame, s
T, — relaksacija spin-spin ili transverzalna relaksacija, s
— spin-spin relaxation or transverse relaxation, s
y — giromagnetski omjer
— giromagnetic ratio
A — gradijentno vrijeme
— gradient time
) — kemijski pomak, ppm
— chemical shift, ppm
n — dinamicni viskozitet, Pa s
— dynamic viscosity, Pa s
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SUMMARY

Ligand-receptor Interactions by NMR Spectroscopy
P. Tepes® and P. NovakP

Today NMR spectroscopy is a method of choice for elucidation of interactions between biomo-
lecules and the potential ligands. Knowledge on these interactions is an essential prerequisite for
the rational drug design. The most important contribution of NMR to drug design a few years ago
was the 3D structure determination of proteins. Besides delivering the 3D structures of the free
proteins as a raw material for the modeling studies on ligand binding, NMR can directly yield valu-
able experimental data on the biologically important protein-ligand complexes. In addition to X-
-ray diffraction, NMR spectroscopy can provide information on the internal protein dynamics or
dynamics of intermolecular interactions. Changes in NMR parameters allow us to detect (“SAR by
NMR”) and quantitatively determine binding affinities (titration, diffusion NMR experiments, etc.)
of potential ligands. Also, it is possible to determine the binding site and conformations of ligands,
receptors and receptor-ligand complexes with the help of NMR methods such as tr-NOESY. Epi-
topes or functional groups responsible for binding of ligands to the receptor can be identified by
employing STD or WaterLOGSY experiments. In this review are described some of the most fre-
quent NMR methods for the characterization of the interactions between biomolecules and li-
gands, together with their advantages and disadvantages.
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