Baltymy struktiiriniai tyrimai naudojant DEER spektroskopija

DEER spectroscopy for investigation of protein structures
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Dvigubo elektrono — elektrono rezonanso (DEER)
spektroskopija yra placiai paplitusi struktdrinés
biologijos srityje, suteikianti vertingos struktiirinés ir
dinaminés informacijos apie jvairias biologines sistemas,
kaip baltymai, RNR ir DNR [1].

DEER yra impulsinis elektrony paramagnetinio
rezonanso (EPR) eksperimentas, kurio pagalba galima
nustatyti atstumy pasiskirstyma tarp dviejy nesuporuoty
elektrony sukiniy nanometringje skal¢je. DEER remiasi
dviejy skirtingy dazniy mikrobangy impulsais, kuriy
metu vienas elektrono sukinys yra detektuojamas
impulsiniu EPR metodu, o kitas — zadinamas, sukant jo
imagnetéjimo vektoriy (1 pav.) [2]. Eksperimento metu
stebimas dipolinés sgveikos kitimas tarp sgveikaujanciy
nesuporuoty elektrony, o tai leidzia nustatyti atstuma tarp
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1 pav. DEER eksperimento mikrobangy impulsy seka.

DEER tyrinéjamos sistemos dazniausiai sudaro
biologinés sistemos, kuriy didzioji dalis neturi
nesuporuoty elektrony, t.y. negali biiti studijuojamos
EPR spektroskopijos biidu. Todél | pasirenkama
molekulés vieta jtraukiamas nesuporuotas elektronas
sukinio zymeklio pavidalu, naudojant site-directed spin-
labeling (SDSL) metoda [2].

Greta DEER metodikos, siekiant nustatyti molekulés
struktlirag,  taip pat naudojama Rentgeno spinduliy
kristalografija, taCiau ji neleidzia nustatyti baltymy
struktiiry tirpale. Kitas paplites metodas — branduoliy
magnetinis rezonansas (BMR), taciau jis néra tinkamas
itin dideliy baltymy tyrimams dél itin sudétingos BMR
spektro interpretacijos bei gana Zemo matavimy jautrumo
[1]. Krioelektroniné mikroskopija (cryo-EM) taip pat
suteikia vertingos informacijos apie molekuliy struktiira,
taciau ji gali biiti naudojama tik dideliems baltymams
(150-300 kDa). DEER S$iy apribojimy neturi ir gali biti
naudojamas jvairios morfologijos bei dydzio baltymy
tyrimams. [2].

Siuo metu DEER yra laikomas galingu jrankiu tirti
molekuliy struktiirg [1], kadangi galima stebéti lokalios

struktiiros pokycius, saveikas su kitomis molekulémis,
atstumo pokycius tarp elektrony sukiniy, vizualizuoti
konformacinj nevienalytiSkuma ir dinamika.

Siekiant praktiskai nustatyti DEER spektroskopijos
galimybes ir apribojimus, mes tyréme S100A9 baltyma,
turint] kalcj riSancius domenus, ir nustatéme atstumo
pasiskirstyma tarp dviejy cisteino grupiy (2 pav.). Siame
bandinyje kaip sukinio zymeklis buvo panaudotas
nitroksido radikalas.
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2 pav. Atstumo pasiskirstymas tarp elektrony sukiniy
S100A9 baltyme.
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