CARACTERIZACION ESTRUCTURAL
DE BIOMOLECULAS

v'Interaccion radiacién-materia:

v'Técnicas de dispersion (elastica): difraccion de rayos X, electrones, neutrones...
v'Técnicas inelasticas (espectroscopias):

v'NMR
v'EPR
v'Espectroscopias opticas

v'"Raman
V...

v"Microscopias atdmicas



¢ Caracterizacion estructural?

¢ C0Omo es posible?

v'Purificacion de macromoléculas biolodgicas:

Cromatografias



DIFRACCION DE RAYOS X EN
MACROMOLECULAS BIOLOGICAS

Fundamento teorico:

v'Ley de Bragg

AB+ BC = ni AB= BC
2AB = ni send = AB/d
san 8 = nd/2d

2 send =ni

v ¢ Pueden las macromoléculas bioldgicas organizarse en cristales?

v’ ¢ Puede obtenerse la estructura de un cristal de proteina?



DIFRACCION DE RAYOS X

Rosalind Franklin

William Lawrence Bragg

Max Perutz John Cowdery Kendrew



DIFRACCION DE RAYOS X

Esquema general:

Calculo de la S D
densidad & g =
= m
l ; T 5' E g i
it R = ]
i ¥ e ) 3 g._
Cristalizacian

w

“Walidacion

MEF 1—!

FiG. 10.1. Esquema de las distintas etapas gue configuran un estudio estructural mediante Crista-
lografia de rayvos X.



DIFRACCION DE RAYOS X

CRECIMIENTO DE CRISTALES DE PROTEINAS

Se crecen a partir de disoluciones (acuosas)

. Mo saturagion ||  Sobresaturacion

| Metaestable |  Inestable

“Saturacion - -

No hay nucleacion Nucleacion |  Nucleacién
si se aporla | espontanea
energia
o se disminuye |

laenergla |
de activaciin |
!
|
|

Fig. 9.2.  Esquema muy simplificado de la relacién entre el grado de saturacion
v la formacidon de cristales.



DIFRACCION DE RAYOS X

Caracteristicas de la muestra de proteina para cristalizacion:

v'Alta concentracion v'Alta pureza

v'Alta homogeneidad v'Alta estabilidad

Meétodos para la obtencion de la sobresaturacion:

v'Control de la Evaporacién v'Control del pH v'Control de la temperatura
v'Control de la concentracion salina  v'Uso de precipitantes v'Inclusidn de sustratos
Gota colgante Gota sentada

Cémara de microdidlisis

‘ _ " conteniendo la protefna
Cubreobjetos siliconado

Sellado con grasa

Reservorio

Arandela de goma
que fija la membrana
de didlisis

Solucién
de cristalizacién




DIFRACCION DE RAYOS X

Obtencion de monocristales:

Cristales inestables (pérdida de agua):

Cristal Lazo

Snlucic’m/x

Madre Cristal




DIFRACCION DE RAYOS X

Fuentes de rayos X y difractometros

__Detector
i o

] RE&L
Mitrdgeno
frio

| Cabeza ~
| goniometrica

Patrdn de difraccidn obtenido




DIFRACCION DE RAYOS X

El problema de la fase

XyZ

%{hkf) :§ f;‘ eE.n: I"{hxj+ki’,r' +lzj]‘ > |E{hkf)| + @(ﬁkn{)

p(Xyz) = (1V) ZXX | E(hki)| cos 2xc (hx + ky + Iz - ¢ (ki) ——

|

th.{)_J del experimento

Funcion de Patterson:

1
P(u,v,w)= Ve 2¥%. |[F(hkl)|? cos2m (hutkv+lw)
hkl



DIFRACCION DE RAYOS X

v"Métodos de resolucion estructural (solucion al problema de la fase):

v"Métodos directos
v"Método de reemplazamiento multiple isomorfo (MIR)
v"Meétodo de dispersion andmala multiple (MAD)

v"Método de reemplazamiento molecular (MR)

v'Refinamiento estructural




DIFRACCION DE RAYOS X

Estructura obtenida: representaciones




DIFRACCION DE RAYOS X

Estructura obtenida: representaciones




DIFRACCION DE RAYOS X

Estructura obtenida: representaciones




DIFRACCION DE RAYOS X

Estructura obtenida: representaciones




DIFRACCION DE RAYOS X

Estructura obtenida: representaciones




DIFRACCION DE RAYOS X

Estructura obtenida: representaciones

“Protein Data Bank™: registro accesible de los varias decenas de miles de estructuras
resueltas de proteinas: www.pdb.org



DIFRACCION DE RAYOS X

EJEMPLO: EL COMPLEJO FNR-NADP

La enzima “Ferredoxina FADP* Reductasa”




DIFRACCION DE RAYOS X

Ciclo catalitico de la FNR;

ADP
I:IFH DP*
/ /7 2
)
T (ra,, YR TiAoP
) 4
Crralier




DIFRACCION DE RAYOS X

Estructura obtenida: representaciones




DIFRACCION DE RAYOS X




DIFRACCION DE RAYOS X




DIFRACCION DE RAYOS X




USO DE TECNICAS ESPECTROSCOPICAS EN BIOFISICA
(Para qué, la espectroscopia?

v'Las estructuras mediante difraccion de rayos X son muy utiles, pero...

v'No siempre se dispone de cristales
v'Debate: ;estructura cristal-estructura disolucion?
v'Informacion sobre la proteina activa

v'Informacidn no contenida en la estructura molecular

v'Las espectroscopias suministran métodos de caracterizacion inicial basica

v'Las espectroscopias seguriran suministrando caracterizacion avanzada que no
se puede sustituir mediante estructura por difraccion.



USO DE TECNICAS ESPECTROSCOPICAS EN BIOFISICA

Espectroscopia: estudio de la interaccion radiacion-materia con resolucion espectral

En general, son técnicas ineldsticas (absorcion, emision, dispersion inelastica)

Se clasifican por: v'Rango de frecuencias

v'Grado de libertad energético del material que se excita

v'Espectroscopias opticas
v NMR

v'EPR

v'Raman

v'Mossbauer
V...
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RADIACION EM e INTERACION INELASTICA

Radiacion EM Materia
Longitud de onda: A Niveles discretos de energia
Frecuencia: v = ¢/A = o/(2r)
hv Condicién de BOHR
Energia del foton: £ = Av ———Pp | 4F AE = hv
PROCESOS
Absorcion Emision espontanea Emision estimulada

hv .< hv _.T
— —
m:}mﬁ 2 =

Relaciones de Einstein

P(Emis. espon.) _
P(Abs) oc v P(Emis. Est.)oc P(Abs.)




INTRODUCION AL FENOMENO DE LA RESONANCIA (doblete)

Sistema de dos niveles, |[+)y | - ), separados en energia AE = gugB, en presencia de un campo estdtico B,,.

|+) n,
AE = guB, | N=n, +n.
P §ZT % (constante)
oy
|-) n_
dn,
=-Z,n_+2Z,n_
ddt Vi T dn
n —_— =
—— = Z,n_—Z4n_ dt
dt »L + T
Z -7
n*=n*-n®=—+_"TN

Estado estacionario

Equilibrio a una temperatura T
(Temperatura de espines)

Interacciones con "LA RED" y el CAMPO EM

S Z,+2,

equilibrio

n=n_-n,

dn_ n-n®
(2, -z N=(z, +24)n d 7
1
T—l—ZwLZT

TIEMPO DE RELAJACION



USO DE TECNICAS ESPECTROSCOPICAS EN BIOFISICA

. De qué color son las proteinas?

v" Espectrofotometria de absorcion
* IR
* Visible
*UV

v" Espectrofotometria de emision

v" Dicroismo Circular



ESPECTROSCOPIA OPTICA

Esquema de un espectrofotometro
de un solo haz y de doble haz
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ESPECTROSCOPIA OPTICA
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ESPECTROSCOPIA OPTICA

Isomeria Optica de aminoacidos

L-alanina

D-alanina



ESPECTROSCOPIA OPTICA

El enlace peptidico




ESPECTROSCOPIA OPTICA

3
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€

Estructura de h



ESPECTROSCOPIA OPTICA

Estructura
de lamina 3




ESPECTROSCOPIA OPTICA

Absorbancia visible-UV:
Caracterizacion de aminoacidos

Coeficiente de extincién (mM™ em™)
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ESPECTROSCOPIA OPTICA

Fluorescencia de aminoacidos aromaticos

Trp 1 uM

— Tyr5 uM
| Phe 100 uM

Florescencia relativa

| :
250 300 350 400 450
Longitud de onda (nm)




ESPECTROSCOPIA OPTICA

Estructura secundaria revelada 80| —m— Hélice a
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ESPECTROSCOPIA OPTICA

Estructura secundaria revelada
mediante absorcion de infrarrojos
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ESPECTROSCOPIA OPTICA

Espectro diferencial UV
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FUNDAMENTOS DE LA RESONANCIA

d

MAGNETICA NUCLEAR
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FUNDAMENTOS DE LA RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

Ondas de radio

N Acoplo de la oscilacion

Deteccion de la frecuencia de giro
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FUNDAMENTOS DE LA RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR
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FUNDAMENTOS DE LA RESONANCIA

d

MAGNETICA NUCLEAR

4

INFORMACION

[.a interaccion entre nucleos

ESTRUCTURAL

modifica la frecuencia de giro



FUNDAMENTOS DE LA RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR I8 PARAMENIAL COMETANTS, COERIH PACHOR A KEY ATA

TABLE G.4 Properties of Selected Nuclides/Atoms

4 [ 4 MNatural
v'Los nucleos de algunos is6topos Abundinse! y
. Z  Nuclide® (%) Spin e’ 2228y qp°
r ’ B
presentan degeneracion de espin ‘
1 H 99,9850 12 5.56SEME 15192704
H 0.0143 1 0.8574388 2332174
. r g, 3 i - -" n
v Al aplicar un campo magnético, la Iode gy i w0
., Li 92.5 312 2.170977 59.04908
degeneracion se resuelve, efecto Zeeman
i CBe 100 Y2 —0.7850 -21.352
5 "B 19.8 3 0,600220 16.32557
(HUCIGar) g 80.2 3 1.792437 48.75306
6 °c L1 1/2 1.40483 38.2104
> = 7N 99,63 1 04037637 10.98209
— . — N 0.366 12 -0.5663826  -15.40522
H _IUNgN BO I = luNgN BO Iz 5 Y0 0.038 512 —0.35.7522 = 2060406
9 “F 100 112 525771 143.0077
0 MNe 0.27 32 -0441200 -12.0003
E(M) E B M 11 ®Ma 100 32 1478402 40.21151
=Ly~ HyEN By 12 *Mg 10.00 57 —0.3428 —9,30713
13 Al 100 512 1.456612 39.61883
14 g 4.67 1/2 =1.1106 =30.20778
| M) 15 P 00 172 226312 £1.55703
6 =8 0.75 302 0.42911 1167158
Transiciones dipolares mo¥a ommpo 2 0S40
g 1.0 32 0.4560854 12.40521
.. 19 " 93.26 32 0.2609928 7.09882
= +
2I+1 magne‘hcas | AM | _1 “K 6.73 32 0.1432553 3.89644
hv W “Ca 0.135 T -03764IT —10.23828
A e 100 712 135962 36.9807 |
2 T 74 52 -031530 ~8.5784
. i 5.4 702 —0.315468 ~B.38051
Resonancia /IV = ”N gN Bo 3 ::v 0.250 6 0.556597 1513906
_| |V|> oy 99.750 12 146837 39.9347
24 Cr 9.50 2 —0.3147 —8.560
3 “Mn 100 502 1.3819 37.587
2% TFe 2.15 172 0.1806 4,912
77 "o 100 12 1318 35,849
B’ NI 113 32 —0.50001 ~13.6000
9 “Cu 9.2 32 1.484 40.3%
. “Cu 0.8 32 1.588 43.19
De acuerdo con Av = 4y, gy B, la resonancia se puede obtener  » o 52 oses oo
. A . @ 0.1 31 134440 36.5668
experimentalmente variando la frecuencia, v, o el campo "G 39 i amels s
/.y 2 PGe T8 92 ~{.1954371 —5.315654
estatico, B. 3 A 100 32 0.95963¢ 26.10153
o M s 7.6 112 1.0693 29,084
s Br 50,69 312 1.404276 38,10535



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Evolucion de la magnetizacion bajo campo estético

B, = Bk ]
A M |
A ) Y =My &y g L bM
|| 2« M0 o M ,,
B, M=(1) =L BM,
- dM
S dM ~ = £=0
. ——=—y M AB, dt
/ 2
X, w, =yB < —=< Frecuencia de Larmor

(propia de cada nucleo)

La magnetizacion realiza
M, (t) =M, (O)Sin(a)Lt) una precesion en torno al

campo magnético estatico



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

M (t)z e’ M, (O) cos(a)Lt) La precesion de la magnetizacion

M (t)=e"""M (0)sin(w,?)
M) =M~ M7 - M (0)

relaja al estado de equilibrio a
través de la interaccion con los

modos de energia de la red

Microondas: introducen un campo transversal, débil y variable
l§1 (t) =B, [cos(w t)z7 + Sen(w t) ]]

Cuando w = w,, el campo de microondas se
acopla a la magnetizacion, y se produce
absorcion de energia (resonancia)

abs




DESCRIPCION EN COORDENADAS ROTATORIAS

(ejes rotando en torno a Z con una frecuencia o)

El comportamiento de A/ se describe con las mismas

A7
ecuaciones, considerando un campo efectivo B —B—a)y k.

resonancia

v' Parae=w0,.b =0: la magnetizacion
precede en el plano Z-Y, pasando
a estados de energia mds alta




Descripcion cuantica de la magnetizacion

M =(1)=t{l, p)=>{ m,) :%%(mi I

i
m;

m, Ii P m'i>'0m',~mi

Caso puro: el sistema contiene un conjunto de espines nucleares iguales

o« P
[+1/2)]-1/2)
MATRIZ DENSIDAD:
sistema I = 1/2 (base de al[1/2)f a | c*
estados de I)) P =
pl-1/2) ¢ | b
Elementos diagonales - En el equilibrio a, =—by #0
(POBLACIONES)

—t/T,
» Evolucién temporal a(t)=a,—(a,—a(0)) e """

b(t)=b, (b, —b(0)) e~ """

Elementos no diagonales - En el equilibrio c=0 v p
(COHERENCIAS) L EiTR oy
- Evolucién temporal c(t) =c(0) e 2™ e7''%



Descripcion cuantica de la magnetizacion

Muestra inhomogénea: existen N distintos subsistemas (de espines) independientes
N N
p=p,=>M=>u1),n]

S1 los sistemas no son independientes, se describen en el espacio ®(1)

M. —trlp Z Z <m1,mz,...,

my My .. ity MMy, g0y

!
1°

'
-5 N> IO(m'l,m'Z,...,m'N)(ml My .. J1y )

(Iz)] (Iz)Z (Iz)N
A A K_H
Casol =1/2: +(1/2 -1/2\:1/2 -1/2\ +1/2 -1/2
(+1/2
(Z,), <
| -1/2
— (+1/2
P (),
| -1/2

+1/2
N
-1/2




Descripcion cuantica de la magnetizacion

v'Efecto de las microondas: en la resonancia, se reducen los elementos diagonales y se
aumentan los no diagonales (transferencia de poblaciones a coherencias) con absorcion
de energia

RESONANCIA
Descripcion cuantica Magnetizacion
MW T .
a, 0 /a C\ S
0 | b, cy Db
_Y‘/’E‘a_

La magnetizacion transversal depende de los elementos no diagonales de p

M, =(1,)=0ll, p)= 22 m

[y‘m'i>pmgmi <ml- ]y‘m'l.>¢()<:>mi £

Aparece magnetizacion transversal con absorcion de energia (equilibrio absorcion-relajacion)



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
NMR pulsado

v" Pulsos “duros”: modifican la magnetizacion (matriz densidad) en tiempos mucho mas
rapidos que la relajacion, y con anchura de banda capaz de excitar todo el sistema de espines

AZ
0 ‘ & M
“—> BO 7 ? X(R/Z) X /)'_ _____ > y
f 'A .
P | .
| M A
X TR 2
° tp<< Tlﬂ T2 ‘,’ y X(TC) X ,):-————-’
© 0=yBy, NG l M Y
PU|Sgozﬁ;n'::ri':rs\s;|i2¢;eprc;t;|;(2: nae > pulso w: intercambia coherencias y
poblaciones poblaciones
a | o X(mt/2) ; d\: :’f* \ 0 | o X(m) IZ/QC
C b f ~_ € C b I a




RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

NMR pulsado: experimento general

Medida de la MAGNETIZACION TRANSVERSAL tras la aplicacién de una
secuencia de pulsos a un sistema que parte del equilibrio

Pl PZ Pn—l Pn
T Th-1
91 92 9n-l 9n \
- - o DETECCION
v'Se detecta la magnetizacion transversal
My :< [y > :tr(]y 'O): Zz<ml Iy‘ m'i> 'Om'imi

m';

m; i

1

deteccion de coherencias entre estados de (I,),

v'Las coherencias oscilan a frecuencias dadas por la diferencia de energia
entre los estados: necesitamos conocer las energia (Hamiltoniano)



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Jean Jeener Richard Ernst Kurt Withrich



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Hamiltoniano (de espin) nuclear:

Zemann nuclear Chemical Shift Acoplamiento escalar Interaccion dipolar

A

A AN A
4 N N N 7

~
H = uygyB- Z(T )n ~ tygyB- 20, (T )n + ZJ nn(i )n (j )n +(:uNgN)2Z(I)n (3])n B [(])HFJL(])W?]

n,n' r

—

Interacciones entre espines distintos (los

I : s de orbital espines que interaccionan dejan de ser
nteracciones a traves de orbitales independien'res y pued en pres entar

(conectividad a uno dos o tres enlaces) coherencias no nulas fuera del equilibrio

Da lugar al efecto Overhauser nuclear
(NOE), dependiente de r°, sin conectividad



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Experimento “Decaimiento libre de la induccion”

90°

FID J\

v'Se pueblan las coherencias entre estados del mismo nucleo

v'Oscilan con una frecuencia que es la diferencia entre las energias de los dos estados

v'El espectro (transformada de Fourier del FID) muestra picos que asignan las
energias del Zeeman nuclear y Chemical Shift



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

v'Espectros multidimensionales: una correcta eleccion de las secuencias de pulsos
permite detectar coherencias relacionadas con el acoplamiento escalar o con el NOE

Ejemplos: A

i

90° 9()° l{n1

— -
’uul‘u‘uwlw». — . ® wB

I I
wB wh 0,

v'En la diagonal, picos del experimento FID (asignacion del nicleo concreto)
v'Fuera de la diagonal, correlaciones entre nticleos con interaccion escalar exclusivamente

v'La intensidad de los picos no diagonales depende de la conectividad



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Ejemplos: A
90° 90%, 90°
\ =1 ®
l:1 tm \
NOESY | e ®
f wB Ic-:uA-W:

v'En la diagonal, picos del experimento FID (asignacion del nicleo concreto)
v'Fuera de la diagonal, correlaciones entre nticleos con NOE exclusivamente

v'La intensidad de los picos no diagonales depende de la distancia

v'Se pueden ajustar los tiempos para excitar distintas coherencias NOE

l{n1

| mA

wB



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Ejemplos:

v'Experimentos heteronucleares: se detectan coherencias entre nticleos de
naturaleza distinta

v'Se hace uso de las abundancias (relativas o enriquecidas) de 13C, 70...

Pulse sequence for HSQC
ocbservation
i
channe]
G0Fxr 180Fx 90Fy 180% Wrx 180rx fid acquisition +x
coupled 5, . I evolution time #, I .
channel
relaxation 180 0 80 90°x 180
Lome B2 872
eradent
channgel




RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Estrategias para la resolucion de estructuras:

Desplazamientos quimicos
en los 20 aminoacidos

HD HE

PPM

Gly Aa Mval lew lle Phe Azn Gn Trp Pro Ser Thr Ty Cys Met Asp Gu Lys Arg His




RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Estrategias para la resolucion de estructuras:

Espectro COSY de la alanina

4.15 ppm

> &
C,H °
A 88
¥ Y cuo= | e et
) L
| Y] [ =] [ ]
C.H C.H CH
o 5 2 L o oo [ 6 [
NsH
&3 H
l NH NH
.'gl -] - [ o °
{a) (h) (c)

Figura II1.11.3.- Espectros COSY idealizados para (a) alalina, (b) dcido glutamico
vV f¢) areinina.



RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Estrategias para la resolucion de estructuras:

NOE4 » M3 C{__gH"
/ Ce3 Q C
Interacciones en el anillo aromatico T ég C!g 3
del residuo de triptofano 7 77N\
P Ch—= 7 Q Ce2 “Heo

70 6.9

Hb  (ppml

76 75 7.4 7.3 7.2 7.1

D
CoSsy 9 )
5 7.5 7.4 T3 72 71 7.0 6.9 [~

Ha (ppm)




ASIGNACION SECUENCIAL DE PEPTIDOS Y PROTEINAS

Para la asignacion secuencial se hace uso del efecto NOE entre diferentes
nucleos cercanos en el espacio: Espectro 2D-NOESY.

A principio de los 80, analizando las estructuras de un conjunto de proteinas,
Kurt Wuthrich y cols. observaron que para la mayoria de los residuos las
distacias entre protones de residuos adyacentes es en muchos casos menor

de 5 A.
Por tanto, debe poder observarse casi siempre un NOE (NOE secuencial)

entre dichos nucleos.

..............

CH; CH,
N/
BCIH: O




El método de asignacion secuencial propuesto por Wiithrich se basa en
relacionar los sistemas de spin previamente identificados mediante los NOEs

secuenciales en el espectro NOESY.

Dipeptide Fragment 2
58 A
cH” CH &8 Hy
N Y © / Hp
?H{\ o -2
CHZ NH & © Ha
NN NN
HN C CHa N
(I:; | i+1
R HN
— Res.i — Res. i+1 -

{valine)

Una alternativa a este protocolo, propuesta por el grupo de Walter Englander,
se llama asignacion dirigida por la cadena principal, que relaciona
segmentos de la cadena principal mediante el uso combinado de NOEs
secuenciales y de NOEs caracteristicos de las diferentes estructuras

secundarias.

Generalmente se utiliza una combinacion de ambos métodos.



DISTANCIAS CORTAS CARACTERISTICAS DE LAS
DIFERENTES ESTRUCTURAS SECUNDARIAS

H-C H-C

/
o

Lamina 3 paralela

Giro B tipo |

e
N

C=0) wr H-N

o
)
T
#’J
=
|
1 i

o
&
-
T
3N
T

rd
e AN,

C-H+»H-C

T
il
)
|
O

R N
S

5
i
I
L
)
t

T
)
N

N—H » Q=C

Lamina 3 antiparalela

Giro f tipo Il



DISTANCIAS CORTAS CARACTERISTICAS DE LAS
DIFERENTES ESTRUCTURAS SECUNDARIAS

fF-antiparallel #-parallel

Distance® a-Helix*  3,, helix sheet sheet Type | turn Type !l turn
d o (i0) 2.7 2.7 2.8 28 2.8/2.8 2.7/22
d5(7.1)° 2229 22-29 22-29 2.2-29 2.2-29 2.2-29

dgn (74)? 20-34 2034 24-37 2.6-3.8 2.0-35 2.0-3.4/3.2-4.0
dyi+1) 3.5 3.4 2.2 2.2 3.4/3.2 22132
dun(ii+1) 2.8 2.6 4.3 4.2 26/2.4 45/2.4
den(ii+1)¢  25-38 29-30 3242 3.74.4 29-4.1/3.644 3644

d, (i i+2) 4.4 3.8 3.6 3.3
dun(ii+2) 4.2 4.1 3.8 43

d i i+3) 34 3.3 3.1-4.2 3.8-4.7
d(ii+3)" 25-44  3.1-5.1

d i+ 4) 4.2

d (i f)° 3.2 3.0

dun(iN)° 3.3 4.0

Okt [)° 2.3 4.8

Distancias cortas (< ~2.5 A) generalmente daran lugar a un NOE fuerte (pico
de cruce intenso en el NOESY).
Distancias intermedias (=2.5-3.5 A) dan un NOE intermedio.
Distancias largas (= 3.5-5.0 A) daran un NOE débil.



ESQUEMAS DE NOEs SECUENCIALES Y
CARACTERISTICOS DE ESTRUCTURAS SECUNDARIAS

Se suelen realizar representaciones esquematicas de los NOEs
indicando su intensidad mediante el grosor de las lineas.

helix strand turn | turn 1] half-turn

1234567 1234567 1234 1234 1234

dyn(i4)  cee—— ) - -
AN (i i+1) i .. ——— i
dep(iied) = _

daﬁ(i,i+3) e

d, (i) —_ — —

dpn(ii+2) —



IDENTIFICACION DE LOS TIPOS DE NOEs

Antes de proceder a la asignacion secuencial, es necesario discernir entre
NOEs intrarresiduo y NOEs interresiduo.
Para ello se superponen los espectros NOESY y TOCSY y se marcan los

NOEs intrarresiduo. Los NOEs restantes son interresiduo (secuenciales 6 a
larga distancia)




NOEs aN(i - i+1)

Generalmente se comienza relacionando pares de sistema de spin que
correspondan a pares de residuos Unicos en la secuencia

Ej. N11-A12 6 L19-K20(tipo U).

Esto nos permite identificar A12, L19 y K20.




NOEs BN(i - i+1)

Generalmente los NOEs aN(i-i+1) se acompanan de NOEs BN(i-i+1) entre
los mismos residuos.

S
2




NOEs NN(i - i+1)

Se pueden observar también NOEs NN(i - i+1)
NoE

7.6
(ppm)

7

8.0

4

D2



A partir de los pares de residuos identificados podemos ir extendiendo la
asignacion a lo largo de la secuencia.

Sistemas de spin: N11 A3 J1 L5 U2 E2 V17G18L2 U3
Secuencia: N11 A12 W13 L14 R15 E16 V17 G18 L19 K20




Resto de la asignacion secuencial:

Sistemas de spin: U4 T1L3T2L4E1A2A1 L1 UL

Secuencia: K1T2L3T4L5E6A7A8L9 R10
Sistemasdespin: J2 A3 J1 L5 U2 E2 V17G18L2 U3
Secuencia: N11 A12 W13 L14 R15 E16 V17 G18 L19 K20




NOEs NN(i - i+1)

NoE

7.6

(ppm)

W13 Hs3 W13 Hn3
L9—>W13 @fLS ‘+W13 HN_>‘
A8 R10 1O
8.4 8.0 7.6 7.2

DI (ppm)

7

8.0

4

D2



ESQUEMA DE NOEs

K1 T2 L3 T4 L5 E6 A7 A8 L9 R10 N11 A12 W13 L14 R15 E16 V17 G18 L19 K20

daN(i’i+1) B 2 e - =
dBN(i’i+1) el Tl

d (ii+1) B — ——
d_(i,i+2) S— S—
d_(i,i+3)
dyn(1,1+2) -
d,(i,1+3)

A esta informacion se suelen afadir las constantes de acoplamiento J, .,
e informacion sobre la proteccion de cada HN frente al intercambio con
deuterio.



LISTA DE ASIGNACION COMPLETA.

Uniendo la informacion de la asignacion secuencial con la identificacion de las
sefales de cada sistema de spin, se obtiene la asignacion completa que se suele
expresar en forma de lista.

Sec. NH aH B H Otros

K1 - 417 1.97,1.97 yCH2 1.54,1.54 6CH2 1.77,1.77 ¢CH2 3.07,3.07 {NH3 7.70

T2 8.67 4.43 4.20 yCH3 1.28 vOH -

L3 8.57 4.49 1.71,1.71 yCH 1.73 0CH3 0.96, 0.91

T4 7.78 4.38 4.52 yCH3 1.33 YOH -

L5 8.43 4.20 1.74,1.74 yCH 1.64 0CH3 0.97, 0.93

E6 8.38 3.94 2.15,2.04 yCH2 2.46

A7 7.92 4.10 1.54

A8 8.27 4.17 1.57

L9 8.56 4.15 1.87,1.48 yCH 1.80 0CH3 0.87, 0.87

R10 8.16 4.10 2.01,1.96 yCH2 1,83,1.67 0CH2 3.23,3.23 ¢éNH 7.24

N11 8.26 452 2.83,2.96 ONH?2 6.98, 7,72

Al2 8.14 4.16 1.61

W13 8.54 4.33 3.37,3.54 €¢INH 9.83 81CH 7.15 ¢3CH 7.41
nlCH 7.15 {2CH 7.03 {3CH 7.52

L14 8.55 3.83 2.00,1.40 yCH 2.07 0CH3 0.98, 0.94

R15 7.84 4.22 1.96,1.82 yCH2 1.65,1,65 6CH2 3.25,3.25 ¢NH 7.40

E16 8.11 4.12 2.19,2.19 yCH2 2.46,2.52

V17 7.89 4.02 1.89 vyCH3 0.56,0.47

G18 7.69 3.86,4.00

L19 7.89 4.40 1.61,1.61 yCH1.61 0CH3 0.89, 0.89

K20 7.62 4.23 1.83,1.67 yCH21.42,1.42 d6CH21.72,1.72 ¢CH2 3.02,3.02 {NH3 7.65



El banco de datos de desplazamientos quimicos de RMN
BioMagResBank ( BMRB)

Contiene los desplazamientos quimicos de unos 2900 péptidos, proteinas,
DNA y RNA, ademas de parametros relacionados con RMN, condiciones de

estudio, datos de secuencias, datos cinéticos y termodinamicos obtenidos o
relacionados con la RMN.


http://www.bmrb.wisc.edu/index.html

ESTRUCTURAS DE PROTEINAS

Difraccion de rayos X

La estructura por RMN no requiere obtencion de monocristales



FENOMENO DE LA RESONANCIA MAGNETICA

(caso espin electronico)

Sistema asilado con momento angular J (degenracién 2J+1)

Razén giromagnética ¥ |::> Momento magnético ﬁ =Y J

Campo magnhético estdtico }}0 =B k (Descenso de simetria O(3) > C.)
H=-By-u=-yBy-J=-yByJ, |::> E(M):EO_VBOM
M) Transiciones dipolares magnéticas | AM | = 1
Resonancia hv = yB
2J+1
hv eh
Electrones pp =——=13.996 GHz/T Y= =g Ug
2mc
M) " B m) 1
Ndcleos Hp = Hp m, | 1836.11 Hp Y= ~9nvHEN

De acuerdo con Av = yB, la resonancia se puede obtener experimentalmente variando la
frecuencia, v, o el campo estatico, B,.



RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Evolucion de la magnetizacion bajo campo estético

B, = Byk ]
A M
! . Y=ty Qy . =@ BM,
— ZL M<t) R ~ dMy
B, M=(1) =L BM,
Y - dM
S dM ~ - £=0
, ——=—y M AB, dt
M) dt
Y A\
X, w, =yB <{—=< Frecuencia de Larmor

(propia de cada nucleo)

La magnetizacion realiza
M, (t) =M, (O)Sin(a)Lt) una precesion en torno al

(O) campo magnético estatico
z



RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

M . (t)z e ') f N (O) COS(a)Lt) La precesion de la magnetizacion

M (t)=e"""M (0)sin(w,?)
M.(0)= M.~ 5 u1 "~ (0))

relaja al estado de equilibrio a
través de la interaccion con los

modos de energia de la red

Microondas: introducen un campo transversal, débil y variable

—

Bl(t) =B [COS(ZD' t)z7 + sen(w t)]]

Cuando w = w,, el campo de microondas se
acopla a la magnetizacion, y se produce
absorcidn de energia (resonancia)

abs




RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

DESCRIPCION EN COORDENADAS ROTATORIAS

(ejes rotando en torno a Z con una frecuencia o)

El comportamiento de A/ se describe con las mismas
7
ecuaciones, considerando un campo efectivo B —B—a)y k.

resonancia

v Para e =w,,b =0: la magnetizacién
precede en el plano Z-Y, pasando
a estados de energia mds alta




RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

DESCRIPCION CUANTICA

La magnetizacion M « tr (p ) es el la magnitud macroscopica asociada al observable espin

o p
+1/2) |-1/2)
MATRIZ DENSIDAD: +1/2) "
sistema S = 1/2 0= . ajc .1,
B ‘—1/2} C b
Elementos diagonales - En el equilibrio a, =—by #0
(POBLACIONES) T
- Evolucién temporal a(t)=a,—(a,—a(0)) e "™
b(t) = b, —(b, —b(0)) e "%
Elementos no diagonales - En el equilibrio ¢=0 E_r
(COHERENCIAS) i~

—i Ly
» Evolucion temporal c(t) =c(0) e 2mh o 1T



RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Hamiltoniano de espin:

ZFS Ze HF cuadrupolar Zn
v'Interaccion en ger!eral anisotropa v Interaccion con el propio
v'Fuertemente influido por la nacleo del atomo
configuracion electronica y el entorno v Interaccion con nucleos
(no caracteriza directamente en centro) préximos, por conectividad o

dipolar

v'D, tensor de traza nula
v'Solo se da para S > %2
(algunos metales, birradicales...)




RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

INFORMACION OBTENIBLE DE UN ESPECTRO DE EPR

IDENTIFICACION DE ESPECIES
» Espin electrénico (Valencia)
» Espin nuclear (Elemento)

DETERMINACION ENTORNOS LOCALES
» Simetria local (anisotropias)

INTERACCIONES MAGNETICAS
» Interacciones entre especies
magnéticas (pares, oligémeros)
» Sistemas concentrados
(dipolar, canje)

PARAMETROS ESPECTROSCOPICOS
» Tensorg

» Tensor hiperfino Mapa

» ZFS — distribucion
» shf electronica
> .

INTERACCIONES SISTEMA - BANO
» Tiempos de relajacion
= Reorientacidn :>{
= Difusion

Procesos
dindmicos

SONDAS PARAMAGNETICAS PARA
» Transiciones de fase estructurales
Orden en CL

>
» Atrapamiento de productos metaestables
>



RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Caso S = 1/2, I = 1/2, g is6tropo en interaccion hiperfina:

H=ppgBS;+al,S, + a(S, 1 +S-1,)-gyuyBI,

\ N

Ho

M,m) (M=-SS m=-11)

EPR regla de seleccion
IAM| =1, JAm| =0

hv=gugB +am
B - hv  a -
SHp EHp

Espectro de EPR 21+1 lineas

—

_

H;

E(l)(M,m): gupBM + aMm — g uyBm

N

hv
8HpB

1 _ hv

W BO_21+1ZB'”B
ABzBm+1_BmQ

EHp

B —»



RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Caso S = 1/2, I = 1/2, g is6tropo en interaccion hiperfina:

+1/2
1'2 +1/2 -1/2 -1/2 +1/2 a A
+1/2 -1/2
o
-1/2
-1/2 -1/2
+1/2 B
A 4 +1/2
a . Sz =+1/2
B:S,=-1/2

En el experimento continuo se detectan las transiciones permitidas (coherencias dentro de
La misma variedad de espin electronico)

EPR regla de seleccion
IAM| =1, JAm| =0



RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Interaccion hiperfina con varios nucleos:

Anion benceno Anion butadieno

H H
CH2=C—C=CH2




RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Ensanchamiento

Anchura de linea Inhomogéneo (interaccion
homogénea hiperfina, distintos centros,
relajacion inhomogénea...)
ﬁa&
2751 la—
o —>

O —r

Solucion: técnicas de pulsos permiten inducir coherencias entre transiciones ocultas
en el ensanchamiento (en especial hiperfinas) y detectarlas

Pl PZ Pn-l n

T Th.
0, ' 0, 0.1 " 0, f\

DETECCION




Produccion Fotosintética de
NADPH

/\ NADP*
NADPH

%

L Ferredoxin—-NADP+ reductase
FLD,, + FNR,—» FLDg, + FNRg

FLD,q + FNRie—> FLDg, + FNR,q
FNR,, + NADP*— FNR,, + NADPH + H*




Estados Redox del Anillo de

Isoaloxazina en Flavoproteinas

2e- + 2H*
A >A

<

1eyy'j/>[ s N 1e+1H+v

iIi:::I:jm //P\j/ Semiquinona neutra @\\ N\W/
Oxidado ‘\\\\‘ Reducido
ilifii[: “\T/ le- + 2H*
CH

4N\
O
Semiquinona aniodnica



EPR DE FLAVOPROTEINAS
¢Por que?
v'Estado semiquinona, paramagnético (S = 1/2)

v'Radical molecular: ;distribucién electrénica?

v'Estructura hiperfina: Interaccion entre el espin del
nucleo y el del electron

Presencia del electron en las

proximidades del ntcleo Desdoblamiento hiperfino

“A knowledge of sites of high spin-density is of mechanistic
Importance in that it suggests potential sites where one-electron
transfer could occur in flavoenzyme-catalysed reactions
Involving the semiquinone intermediate.”

D. E. Edmondson, “Electron-spin resonance studies on
flavoenzymes”, Biochem. Soc. Trans. 13, 593 (1985).




CW-EPR de flavoproteinas

«—> *Semiquinona neutra
T *Semiquinona anionica
/ \
1mT //4/‘7 . _ . n
«—> \ n ra.
MM// [ o= 2005 Eﬂgenas diferencias en anchura
\ /~1dentificacion de la forma de flavina
\ /
N4

IH ==> 2H (D)

v'Diferencias de anchura por intercambios:{
14| === 15\

v Anchuras debidas a desdoblamiento hiperfino no resuelto

v'Desdoblamientos resueltos el flavinas modelo



Técnicas avanzadas

Permiten la deteccion de desdoblamientos hiperfinos no resueltos

ENDOR (doble resonancia electron-nuicleo)
Metilo en C(8)

H en C(6)
C ‘8 EN
.
6
CHg/\/
H




Acoplamientos Hiperfinos de
Algunos Protones de la Flavina
Obtenidos Medrante ENDOR

Flavoproteina CH;(8) CH(6)
semiguinona (+ 0.1 MHZ)
—
A A, a a
Flavodoxina 7.91 9.46 8.42 5.53

Ferredoxina-NADP*
reductasa 7.47 9.41 8.12 5.11

Colesterol oxidasa 10.30 12.11 10.90 9.0

—



TECNICA DE EPR PULSADO ESEEM
ESEEM bidimensional: HYSCORE

F1:[MHz]

5 =30

L-25

20

15

10

Q q«}ffj‘ O_Qv‘@g@ N(l), N(B)
0. »

— . ‘ . ‘ . . ‘ . ‘ . — .
-30 -20 -10 0 10 20 30
F2:[MHz]




Parametros de Interaccion de los Nucleos H y 14N
de la Isoaloxazina Obtenidos por HYSCORE

Flavoproteina Posicion a (MHz) T (MHZ) K2(3+ M) (MHz?) n
semiquinona atomica

Colesterol Oxidasa

H(5)

N(A)2 1.9 £+ 0.2° < 0.3 2.3 £ 0.2 0.5 £ 0.1

N(B)2 0.7 £ 0.2 < 0.3 2.1 £+ 0.1 n.d.

N(10) 11.7 £ 1.0 9.0 + 1.1 n.d n.d.
FNR

H(5) -18.7 + 0.8 8.2 + 0.4

N(A)2 1.2 £ 0.2° < 0.3 2.2 £+ 0.1 0.5 + 0.1¢c

N(B)2 0.7 + 0.3P < 0.3 2.4 £+ 0.2 n.d

N(10) 11.7 + 1.0 9.0 £+ 1.1 n.d n.d
Flavodoxina

H(5) -18.8 + 0.6 8.7 + 0.3

N(A)2 1.3 £ 0.3° < 0.3 2.2 + 0.1 0.5 + 0.1¢

N(B)2 0.8 £ 0.2P < 0.3 2.1 £+ 0.1 n.d.

N(10) 11.7 + 1.0 9.0 + 1.1 n.d n.d.

a Estos nitrogenos corresponden a N(1) o N(3) del anillo de flavina.
b S6lo se ha determinado el valor absoluto.
c Estimado de los datos obtenidos para colesterol oxidasa.



Posiciones del
Antllo de
Isoaloxazina
en
Flavoproteinas
Caracterizadas
Medirante ESEEM
e HYSCORE

Semiquinona Anionica



< N 10 ’1\\(0
- - 8 2
Posiciones del \7 ‘ .

Antllo de CH \t
Isoaloxazina H L ©
en Semiquinona Neutra
Flavoproteinas ]
Caracterizadas R
Mediante TN T§r0
ENDOR, ESEEM e . N N
HYSCORE of Z

Semiqguinona Anidnica



v"Mediante el uso combinado de las técnicas avanzadas de EPR
ESEEM y ENDOR disponemos de un mapa del espin a través de
las interacciones hiperfinas

v"Rasgos del mapa:

v'Elevada presencia del espin en
el anillo central (“pirazinoide”™),
sobre todo en el N(5)

v"Moderada presencia en el anillo

de Ia iquierda (“bencenOide”), y Adaptado de D. E. Edmondson, “Electron-spin resonance studies
muy baJa en el de |a derecha on flavoenzymes”, Biochem. Soc. Trans. 13, 593 (1985).

(“pirimidinoide”)
v"Uso del mapa: Elucidacion del mecanismo
de reaccion (¢por donde salta el electron?)

v'Sensibilidad al entorno en la proteina

v'Efecto de la entrada del sustrato



CALCULOS CUANTICOS DE LA FLAVINA

v'Programa Gaussian

v'Calculo de la distribucion de espin en el estado
semiquinona (capa abierta)

v'Eleccidn del funcional y de las bases de calculo

v'Eleccion del sistema a calcular

Lumiflavina, neutra y anionica

C
‘SEN ‘SSN
76/ 76/
CHs
H



Resultados de los calculos para el orbital
ocupado por el electron desapareado




Comparacion calculos-experimentos

Calculated Data Experimental Data
ATOM a (MHz) T (MHz) K (MHz) n a (MHz) T (MHz) K (MHz) n
H(5) -21.4 11.0 -18.8 9.0
H(6) -6.4 2.1 -5.7 n.d.”’
H(met8) 9.1 0.6 8.4 0.5
H(met10) 9.8 1.0 12.5° 1.15°
N(1) 0.1 0.3 0.7 0.8 0.8° nd. 0.8 0.5°
N(3) -1.0 0.3 0.8 0.2 1.3 n.d.’ 0.7-0.9° n.d.’
N(5) 13.6 14.6 0.7 0.3 22.1° - - -
N(10) 7.6 7.6 0.8 0.2 11.7 9.0 1.3" -
Neutra
Calculated Data Experimental Data
ATOM a (MHz) T (MHz) K (MHz) n a (MHz) T (MHz) K (MHz) n
H(6) -11.3 2.7 9.0 n.d.”
H(met8) 13.9 0.6 10.9 0.6
N(1) 0.7 1.1 0.7 0.8 0.7 n.d.’ 0.7-0.9° n.d.’
N(3) -1.3 0.1 0.8 0.2 1.9° n.d.” 0.8’ 0.5’
N(5) 16.0 17.4 0.7 0.3 20.4° - - -
N(10) 8.2 5.2 0.8 0.2 11.7 9.0 1.3' n.d.”

Anidnica



RESULTADOS DE LA COMPARACION

v'Los célculos reflejan bastante bien (desviacion < 20%) los
valores de desdoblamiento hiperfino, tanto la parte isétropa como
la anisotropa

v'Los célculos predicen correctamente las diferencias entre
flavina neutra y anionica

RESULTADOS ADICIONALES DEL CALCULO

v'El orbital ocupado por el electrén desapareado tiene un
marcado caracter 7.

v Ademas de en los atomos con densidad detectada (a través de
la interaccion hiperfina), hay una elevada densidad de espin en
0(2), O(4) y C(4a)

POSIBILIDADES DE LOS CALCULOS

v'Disponer del mapa completo de densidades de espin

v'Calcular el efecto del entorno del anillo dentro de la proteina



Resultados de los calculos para el orbital ocupado por el
electron desapareado considerando el entorno (R-X)




