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Introdyerion Introduccidn y pbletivoy 1
Introduccidn y objetivos

El estudio estructural de proteinas ha permitido en afios recientes encontrar las
relaciones estructura-actividad. Su aplicacién més importante, aparte de la comprensién de
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.. Conocer la estructura tridimensional de las proteinas es 1til en-algunas aplicaciones
de la biologia molecular, ingenieria genética o en el desarrollo de nuevos firmacos, pero la
técnica para resolver estructura de proteinas es un 4rea que no ha sido suficientemente
explotada en México, esto como consecuencia de que no existe la infraestructura adecuada

ni ¢l personal capacitado para la realizacion de dichas tareas.
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Los objetivos del presente trabajo son:

% Cimentar las bases para utilizar la Résonancia Magnética Nuclear en la elucidacién de -

la estructura de proteinas en México.




Baseysedricay Proteinas 3
Proteinas, g’enﬂ'a.k'dmm"Y

Las proteinas se encuentran presentes en todos los setes vivos, son biopolimeros formados

por diferentes combmaclones,,de;los-20—ammoéc|dos-.més..comumnente encontrados en la
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ARNn ensaJ (mARI\l proc&co que\generalmente ocurre ¢ dentro, :1’%1 nucleow:%los eucanotes) ¥

La=blolog£a,molecula1;;&stﬁ centrada en el hechmde (:]ue eliADN es transcrito en-ARN y

la traducc:éu en prote{nas ocurre en los nboscmas, ,que son los organelos especializados en esta
' tarea. Generalmente las protcinas son smtehzadas con =un~fragmento de;lS 26’ aminodcidos
extra, k:fr cualw su'ven como scﬂa;l “p?ra qpe sc'an translocada.s a través de lasdmembranas
celulares; una vez que las protefnas han'llegado al. sgguo en el que "se necesnan estos fragmentos
son eliminados. Ciertas enzimas y hormonas proteicas pueden sufrir eliminaciones posteriores
hasta lograr su estructura activa. Ademas, las proteinas pueden sufrir modificaciones covalentes
posteriores a su sintesis. Estas pueden ser la acetilacidn del amino terminal o la amidacidn del
carbonilo terminal; adicién de é&cidos grasos o lipidos, por ejemplo el famesilo que mantiene a la
proteina unida a la membrana celular; glicosilacidn, una de las modificaciones mas comunes, que
tiene diversas finalidades, siendo la més comtn ¢l reconocimiento celular mediante su interaccién

con otras moléculas; fosforilacidn, que sirve para modificar la afinidad por activadores o



Bateypedricas Proteinas 4

inhibidores, principalmente en la transduccién de sefiales; o lé formacién de enlaces disulfuro, en
el que cistelnas separadas en la secuencia, quedan unidas mediante un enlace covalente,

manteniendo juntas dos regiones separadas.
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Figara 1.1.- Estructura quimica de los 20 aminodcidos mds comunes presenies en la mayoria de las proteinas.
Aungue existen algunos otros aminodcidos particulares de ciertos seres vivos, estos 20 aminodcidos son comunes a
todos, estereoquimicamente casi siempre pertenecen a la serie L. Su estructura quimica general es: H2N-HCR-
COOH, donde R es la cadena lateral que caracteriza a cada uno de ellos. Existen varias formas de agrupar los
aminodcidos, todas ellas dependen de las caracteristicas fisicoquimicas de la cadena lateral (R); la mds general los
agrupa en base en su polaridad y afinidad por el agua. De esta manera, tenemos los hidrdfobos, cuya cadena lateral
estd compuesta por metilos y metilenos; los polares neutros como la Thr, que posee un OH en su cadena lateral y los
polares cargados, los cuales por las condiciones del pH fisioldgico se encuentran protonados (NHy', Gin, Asn, etc)
o desprotonados (COC, Glu, Asp, etc.)
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Los aminodcidos poseen la estructura general "HaN-CHR-COO", donde R, la cadena
lateral, determina la identidad dnica y, por lo tanto, su estructura y su reactividad. La formacién
del polipéptido o proteina involucra una reaccién de condensacién de los aminoicidos donde el
nitrégeno de la amma de un_residuo. queda-umdo-al-carbomlo del écldo de otro residuo para
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Figura 1.2.- Elementos regulares mds comunes de la estructura secundaria: a) las a hélices, b) las hebras plegadas
By c) las vueltas en U. Las proteinas son macromoléculas altamente estructuradas con regiones de conformacion
local particular. Estas conformaciones locales dependen de muchos factores, entre los que se encueniran: la
polaridad de las cadenas laterales y los puentes de hidrégeno. En la figura se muestra una a hélice (una de varias
conformaciones exisientes de este tipo; los diferentes tipos de hélices dependen del nimero de aminodcidos por cada
vuelta y del didmetro de la misma); también, se muestra una hoja plegada B antiparalela (en el caso de las hojas
sélo bay 2 tipos: las paralelas y antiparalelas); las vueitas en U también adquieren varias conformaciones
dependiendo de la direccidn y de la disposicion de los aminodcidos en esta estructura local.
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La forma en la que los elementos de la estructura secundaria se pliegan entre si para
formar una estructura globular compacta es conocida como la estructura terciaria. Fuerzas no
covalentes como puentes de hidrégeno, interacciones electrostiticas e interacciones hidrofébicas,
juegau un papel relevante en la detemunaclén d&la estructura.terciaria, En algunas proteinas, los
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Figura 1.3.- Planos de las unidades peptidicas y nomenclatura de los dngulos de torsion interplanar. El enlace
peptidico (C™_N) posee un cardcter parcial de doble enlace, debido a la deslocalizacidn del par electrénico del
nitrégeno; la deslocalizacién del par electrénico r&rfrmge el giro del enlace C™™_N, quedando restringido el
libre giro a los enlaces N-C* {dngulo ¢) y o (anendo ).
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Para cada proteina, el niimero de conformaciones. que puede adoptar es astron6mico,
debido a la gran cantidad de enlaces y a la rotacién que presentan algunos de ellos. Sin embargo,

cada protefna se pliega en una estructura activa unica. Una de las princfpales fuerzas que
determina y mantiene la estructura de-la- roteina-es~el—alslam1.e to del interior de la proteina al
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Ei SV40( es un virus que mfecta mdlv as pecles de primates. El virus atrajo la atencién

mundial cuando en 1960, algunos investigadores encontraron que era uno de los muchos v1rus
que contaminaban las células del rifién de monos “macacos rhesus, que fueron utilizados en la

produccién inicial de la vacuna contra la poliomielitis de Sabin y Salk.

Preocupados por los posibles efectos adversos del SV40, los investigadores pronto

encontraron que producia anormalidades en células animales y céncer en himsters. Basados en
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este y otros estudios, en 1961 el gobierno federal de los E.E.U.U, establecid que la vacuna contra
la poliomielitis estuviera libre del virus, aunque al parecer algo de la vacuna contaminada con
SV40 fue administrada en algunos lugares de los E.E.U.U. hasta 1963.
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s )je;pendxoma (cén)oe}.en " ggl:elgm) Sm embargo}fla séelacxén entre
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Ao X iy Pt T
A aw\. WY g vain o ¢
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cxposnc&én aI?SV40'%n;enerosgte 1997 mvestlgadores del.Instituto Naclonal,;de,Céncer {NCI)
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”‘;‘. . ,qu * i
expuestos‘f Ias .vacunasj? uuc1ales contra la polm contammadas con SV40 no han<n‘mstrado un
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El antigeno T del virus siamés (SV40Tag) €5 una proteina reguladora multifuncional que

estimula la transcripcién de 10 genes y forma complejos con las proteinas reguladoras de los
ciclos celulares como la Trp53 y Rbl que estin involucradas en el cdncer humano de pecho,

La proteina del antigeno T del virus siamés (SV40Tag) estd compuesto por 708
aminodcidos. En el presente.trabajo s6lo se utilizaron los aminogeidos 1-108 (SV40[1-108]) de'la

region amino terminal, debido a que esta regién ha mostrado ser capaz de inducir la



transformacién celular por si sola. Ademss, ha mostrado que posee lé. capacidad de inhibir la
actividad de las proteinas Trp53 y Rb1, que son las responsables del control ce.lular; esta proteina

promueve la transformacion celular de células normales a cancerosas.
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A R e f-'rwwﬂ‘m
% el si{w deL‘"u'us SV40 es una. hen*amlenta vallosa paracel estudm ﬁmcnonal de la
"h

maquinaria proteica durantc 13 rcphcacnén del ADN ceIu]ar efi eucanontcs, dcbe tenerse en

cuenta el papel multifuncional del antigeno T mayor

% iniciador de las funciones proteicas que promueven la replicacién del ADN por mutagénesis

% funciona como helicasa para desenrollar el ADN, previo al funcionamiento de la maqmnana

de polimerizacién de ADN . . -
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La estructura primaria del fragmento 1-108 de la proteina SV40 es:

1 5 10 15
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‘\e\“\ R0 45
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- m ?\ 5 78 By HESY
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Resonancia Magnética Nuclear, generalidades™"?

La resonancia magnética nuclear (RMN) es la técnica espectroscdpica més eficaz en la
determinacion de la estructura,_confnnnacxdn-y—propledades.dmé:mcas de moléculas orgénicas e

- FRRINAs &l
A S@d‘ﬁﬁ@%é{{ A Uﬁ’m T AT B
ne&entm-la*matenardentro- umcam @ ﬁ?lébﬂ o, y I
%_ . yla
de los 60 e ixﬁcig,d}anss;,m mﬂf%mﬁz,m\aga RMN
' nfonnaciémd_q; i fﬁtl%léculas f;yandfp%nmcla
ﬁlmemﬁ!‘épsﬁi{mms de ;g}%‘f ‘}IJO MHz,

o

envada-delad&splammento\é cdy tes de
& @%frhaussf'}en‘?@;pgsms dgmgdwﬁg%é
- J% %wﬁ}a" @@Ig
42 e, T, [ apig¥e N"‘Lﬂﬂ-lz
po~niagnético«de_ los ohietros, (200, =500 ) a
# 1a;m¢.§ ﬂ} 1
los 80, se mcrementé la complejndad deq‘l mo s{que se
e IS 6 BAS Al
Adacmnalmen@:se 1mc16;.,e anéhs;s dey
1 et “:3’ %
dagunque en €s05; ?{n'gn;,ogino:se gbtenia co

AD MR | el g
mnalf( D)y te las macromoléculas "labRMNy.se  utilizd
5, 2665 T S N —

5%1(."’ umem; degtaphcacmn&{}:ie la RMN/:’;H Ias“’}clen-mas%:Plolégwas se mcrementé

[P %
sustang] eagfmedlados de l'bs\ﬁ() debldoﬂa"muluples _Lr;gjoras mstrumentales W alos
AR, S
nuevos métodos u se‘,han desamgllado desde”entonces. KPam::ularmeme eLdesarmllo de la
metodologi para la ‘asignacién *y etermmam(m de las estmcturas de,pépudos y proteinas
TR

Sa
mediante espectros de»R%'/H\I‘ZDm ¢idlment?, la nuevarmetodologia’sumunstré la‘capamdad de

\‘*'mrm*m

«‘{
determindr, a-esu'uctura- dmensnb&al*complq\ﬁ,"ae pequeﬁas proteinas (< 10. kDa) basados en la
St 7,-4 et \r—;)‘

determinacién de una gran cantldag deE .restrlccm‘l‘:es"de distancias” mterprotémcas a partir de
espectros NOE 2D (NOESY). Con el reciente desa:rollo de los espectros 3D y 4D y los
espectrémetros de campo lto (750 ¥ 800-Miiz) el limite de peso molecular se ha incrementado a
més de 30 kDa (un poco més de 350 aminodcidos).

En general, muchos de los avances metodoldgicos recientes en RMN, se han basado en el
desarrollo de una gran cantidad de secuencias de pulsos para la obtencién de diversos tipos de

informacion de una muestra, asi como de los diferentes nicleos que se pueden utilizar ahora,
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Marcando uniformemente las protefnas con C, N y/o H, muchos experimentos nuevos
pueden aplicarse para obtener mejor informacién de los espectros de RMN. Esto incluye el uso
de los amplios intervalos de las constantes de acoplamiento heteronucleares, para dispersar las

sefiales en espcctros multxd1mens1onales~redu01endo con‘ello el traslape de las mismas; de las
1 FITah g
nstant 6ilshb: de 4n
nstantes.d acop%{ tf\‘hj ﬁJF\ J‘Ul‘ilts- lnformacl nlﬁ 1" restrice 0n e 4ngulos

A\ At HET
"die { ) reﬁnalmento-de =la- estructura, ademés del uso de Ving editados
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,mclmdos Siexclmdos, smphﬁcandm con-ello conmdem{lil;mente los espectros )bfaclhu{ndo el
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! :lﬁ } de; tFnsf d s 4 ?**‘-"’f”fﬂw
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Sy { 44-;-33.::.,‘ P , }g, r;ﬁfj.b
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Los avances” énslmmeutales que han acompaﬁado 5807 estos{,a nUEvos .-gdesa.rrollos
metodoléglcc:f, son el mcrementq, eg‘k el campo magnetlco mc_| oras ‘en ‘ﬁl‘a preclslén y ﬂexfllallldad
enla el%i:trgmcafque genera los pulsos g de radmfrecuencna, el desarm]lo del hardware pam los
pulsosd de gradlente decampo y‘mlen la tecnolog:a dela sonda. :r L ,.W.,,cw'

“’%.) 2 ,,f’ 3 s’a‘e\f IR A f -

La estrategla gencral (! gura 2.1) para la determmacaén dela estructura “tridimensional de
una protema (estructura«\tcrcmna detla proteina) utlhzando espectroscopla de RM;,\I involucra
varios pasos: (1) asngnac:én n'de‘las’ seﬂales de RMN, (rH l3C y "N a dtomos o grupos de 4tomos
de la proteina. (2) extraccion de las restnccnones expenmentales de los datos de RMN, las cuales
proveen de informacién fundamental acerca de la posaclén espacial de estos dtomos dentro de la
proteina y (3) ¢l uso de las restricciones para que un programa de cémputo obtenga conjuntos de

estructuras de la proteina, cada una de las cuales satisface as restricciones experimentales,
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asignacidn de las correlacmnes de

i 2
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TOCSY y NOESY) =vactualmcnte esta aproxnmaclé .: a

én por debajo de los 5 KDa. Este método
se ha utilizado con un €xito muy limitado para prote[nas cuyos pesos moleculares superan los 10

un es ampllamente utlllzada para la

detennmamén de protemas cuyos pesos»moleculares

kDa; como una ruta mis eficiente se ha extendido ia estrategia de asignar experimentos
heteronucleares de tres dimensiones, aprovechando el marcaje isotépico de °C y/o *N..La
presencia de ese marcaje se utiliza simplemente para dispersar los espectros 2D homonucleares
de acuerdo al desplazamiento quimico del niicleo de *C/'*N al que se encuentran unidos,
incrementando de- manera significativa: la dispersién espectral. Los expérimentos de triple

resonancia, que correlacionan los desplazamientos quimicos de 'H, B, 5N en subconjuntos de
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sefiales relacionados a través de correlacién escalar, proveen una gran altemativa para lograr la

asignacion de seflales a una secuencia de aminodcidos especifica.

El desarrollo de la m Qdologia-do-m\dN-zD;-a-pnnclpms de los 80, fue el punto de
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ﬁfm t% NN
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e _en  LUIHIAR Ll e i
obt ‘?1611 deﬂm expenmento pio\} Jgurapg:.i),. e&a squemavse rep?te en multlples ocasmnes,

mcrememando penédxcamente el=tiempo de, gxgluc n (). Una'vez conclmdawla‘adqulslcnén de
TN AN e
datos, se lleva a cabo,una primera‘transfo ouner (ésta{se &fecttia ‘sobre £2); de ella se
.‘;'5‘4 f]n‘a,\\ \'a“-“ _“.~ (,,,uﬁ'
obtienen seﬁales cu ilitadh entlos diversds'i m mentos efectuados ensty,’ estani modulada
ya%!,p l\‘:i-ru-\ \ qref . ey I, “

por la fl'CCl!lenCla q“}.,nucleo -con e%\que*co

acloané,, durante el penodo wde mezx:_lado en la
frecuencia propia del nucleo que O{gu?a dlchaﬁe ‘!%sta modulaclén se traduce en el aumento y
la disminucién de la intensidad de las scﬁa]es de una forma muy similar at libre decaimiento de
la induccién (FID, en la segunda"dimensién .r;) ¥ si se realiza una segunda transformada de
Fourier, obtendremos un espectro cuadrado con dos dimensiones de frecuencia (), @3). En los
experimentos homonucleares 2D, las sefiales de la diagonal son iguales a los experimentos 1D y

los elementos de correlacion entre los espines son las seilales fuera de la diagonal.
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Figura 2.3.- Esquema para obtener experimentos 2D. Con una secuencia de pulsos se obtienen n experimentos en
los que se incrementa periddicamente el tiempo de evolucién (). La primer iransformada de Fourier (que opera
sobre el tiempo de adquisicion, ty} genera n espectros 1D cuya intensidad estd modulada por el acoplamiento con
ofros, durante v, Al tomar una frecuencia a lo largo de v se observa una variacion de la intensidad de las seflales,
este compartamienio grmonico es idéntico al FID que observamos durante el periode de deteccién; al realizar una
nueva transformada de Fourier sobre 1, obtenemos el especiro 2D, las seRales de la diagonal son similares a las
que se obtendrian en un espectro 1D y las seflales fuera de la diagonal nos fhdican la correlacién entre dos micleos;
el significado de las correlaciones depende de la secuencia de pulsos utilizada en cada experimento.



Bmsestedricas, Rexonancia Magnériog Nuclear 16

Los experimentos se distinguen por la naturaleza de la correlacion obtenida durante el

" periodo de mezclado. El acoplamiento escalar entre protones separados hasta por tres enlaces de
distancia es utilizado en ¢l experimento de espectroscopia de COrrelacién (COSY) para generar
las sefiales de correlaclén (;eﬂales.fuera de-la-dlagonal) ~Elexperimento de COrrelacién T0tal
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Figura 24.- Sistema de espines de los 20 aminodcidos mds abundantes en la naturaleza En este esquema
observamos la similitud entre los sistemas de espin de varios aminodcides. GIn, Glu y Met presentan 6 sefiales en el
espectro (H' [no se muestra en estos esquemas], H, 1, H*", /', H""}, ocasionalmente los H® y ' aparecen como
una sola sefal (son equivalentes). Algo similar sucede con Ia.r aminodcidas Asp, Asn, Cys, Ser, His, Phe, Trp y Tyr
donde se observan 4 seflales y eventualmente los protones 1 son equivalentes. Los aminodcidos con sistemas de
espin inico son Ala, Thr, Val, Giy e lle.
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En la primera etapa de la asignacién de las sefiales de RMN, se asigna el sistema de
espines a un grupo aminoécidos cuyo patrén de seflales es similar en los experimentos 2D de
acoplamiento escalar (TOCSY, COSY).
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£84 "o, ""”«n .,
HY. U vez que una'’y pequeﬁ‘k\sacueqcm de “Tésiduos de amind: écidbs l( 6 4} ldcmdenuﬁcada
por sus SIStcn%’as de feSpinesh ‘se co‘_!‘oca “‘dentro vdef la« e pnmana del péptido,

Estadisncaménte si de:un”grup{o\-'de 3, amnnoﬁclc;os (de!losﬁifn ComunEs) se h:fben todas las
. combma%mnmuse‘obnenen 6840 P&snblgg"amglos,a en i el caso de ;:r‘é sea\__wgonjunto de 4
aminodcidos se obtienen 1 16280 pos:blw[éneglosil‘oi”ésta n, Zuando se ha identificado una
secuencia de 3 6 4 amino4cidos se puede asignar a una secuencia especifica con una certeza del
99.98 %;- una vez localizado el fragmento se puede ampliar ficilmente en ambas direcciones, Este
* proceso se Tepite hasta que todas las asignaciones se hayan realizado.

La asignacién completa e inequivoca de las sefiales utilizando solamente experimentos

" homonucleares, generalmente es inadecuado para proteinas con peso molecular mayor a 5 kDa,
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debido al bajo tiempo de correlacién que incrementa la eficiencia de la relajacién transversa,
ensancha las sefiales y disminuye la transferencia de coherencia a través del acoplamiento gscalar
homonuclear; adicionalmente, al incrementar ¢l nimero de protones disminuye ain mis la

resolucién del espectro. Los expenmentos-iiD-homonucleares proveen algo de ayuda, aunque la
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marcadas motéplcaménte con relatwa facnhdad fGencmlmente seguulmn proteinas marcadas
1] ren

A
umformemente con, C.yg’N' au-:fque se obtlenen protcinas selccnvas (cs d‘eclr, sélo
E )

con PG ‘"“uNﬁmarcadas iélo las :Jeucximko algun otromoécldo, etc.). Lasvpropledades
magnétlcas d o s’nuclcos (ambos poseen niméro cuénnco'de wpinflllw ‘V:) les,permlteu ser
utilizados e o%ﬂ_‘\d mcntoide,R%,,ﬂwexplom sus, constantes de acoplamtemo escalar a uno
y/o dos cnlaaes:de dlstanc1a~que<son-caractenst1cas Las;constantes‘de acoplamwnto escalar
mayores‘son la,gran ventaja de los espectros heteronucleares sobre los homonucleares ya que es
mucho més eficiente la transferencxa de polanzacxén en el’ pnmer caso. El experimento de
Correla_cigix_l _Hcteroquclear con transfcrencm de polanzaclén Cuintica Simple (HSQC, figura
2.6) nos proporciona los desplazamientos quimicos de los BN 6 IJC-({iel esqueleto de la proteina
y de las cadenas laterales, en una proteina uniformemente marcada) y de los protones (‘H) que
estdn directamente unidos, con una gran sensibilidad. La secuencia de pulsos involucra la
transferencia inicial de magnetizacién del "H al "*N a través del acoplamiento a un eniace dc
distancia, un periodo de evolucion (¢) donde la magnetizacién es marcada con el desplazamiento

quimico del 5N y el regreso de la magnetizacién del BN al 'H para finalmente detectar la sefial
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en protén (*H) durante £, Dos transformaciones de Fourier nos proporcionan el espectro 2D, en
los que se obtiene directamente los desplazamientos quimicos de los protones y el

desplazamiento quimico del nitrégeno al que se encuentra unido.
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Figura 2.5.- (4} Construccién de un experimento de RMN-TF-3D a partir de dos experimentos 2D. El periodo de
deteccién de la primer secuencia de pulsos es eliminado junto con el periodo de preparacion del segundo
experimento. Los tiempos de evolucién se transforman ahora en t\ y 42 y el periodo de deteccitn es ta. (B)
Procesando el experimento 3D. Los tiempo de evolucidn ty y t, se incrementan m y n veces, respectivamente;
primero, se obtiene una serie de m especiros en o5 que se incrementd v, mientras 4 se mantiene constante. A
continuacion, se incrementa t, y con este nuevo valor fijo, se repite la serie de experimentos incrementado t,. Fste

proceso se repite n veces. Al efectuar las dos primeras transformadas de Fourier (sobre ty y 4, se obtiene un _

conjunto de n espectros en 2D. ‘La inténsidad de Ids seftales en este espectro estardn moduladas por el incremento en
ty, por lo que al aplicar una tercera transformada de Fourier creard el tercer eje en el dominio de las frecuencias.
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rajﬂ-
corrwpond cial H,S' C),:disminuyendo ePtraslape dg,las seﬁalcs Este expenmenfé, llamado 3D-

. 1":”
TOCSY- HSQC es»mtcrpgegad_“ través de pequeﬁas frarya.s' bldlmensm(—H- -H), que son
tomadas d;:;l& desplazanuentq ‘quil'nlc()\-.de] —-’Nsk s%ﬁcnhm la tbusqueda de este wltimo
d&cplazarmento quﬁmcqymlmndofel especlro 2D SQC sy postenormente “en el‘experu-neuto
3D, nmladéndonos.al-p que comspgndafcon dlChO desplammnerpto quiml ,anacado el
se‘cona esta franja y se asigna al grupo de

aminodcidos que compartan el sistema de espines que coincida con el que presenta el espectro.

desplaza:mento quimico antés? mencmnado

Para asignar a un aminoécido particular es necesario utilizar el experimento 3D-NOESY~HSQC7 |
(que se construye de la misma manera en la que se hizo el 3D-TOCSY- -HSQC), para lo cual
primero se obtienen las conectividades secuenciales, utilizando las correlaciones entre los HN del
esqueleto. Una vez encontradas las secuencias se comienza a identificar las posibles
combinaciones de las franjas con la estructura primaria de la proteina. Como se indico

anteriormente, cuatro aminodcidos son suficientes para hacer una asignacién a dicha secuencia
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con un 99 % de certeza. Cuando se han asignado todos, o la mayoria, de los sistemas de espines y
se han colocado en su posicién dentro de Iz secuencia correspondiente a la estructura primaria, s¢
procede a obtener las restricciones de larga distancia de este mismo espectro.
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La asignacién de %das‘ B’Jcam todas, lag ?ef{alfs se llévia"a cabo en los experimentos
anteriormente mencionados. Cualqu:er ambigiiedad ennla asignacién se puede resolver mediante
un proceso_'de céleulo iterativo, en el qﬁe se calculan e;lructuras de proteinas con los datos
obtenidos. Estos resultados de estructuras preliminares se utilizan para resolver las asignaciones
ambiguas, ya que estas seflales serian inconsistentes con las estructuras calculadas, Se hacen
nuevos célculos incluyendo nuevas asignaciones y eliminando o corrigiendo las erréneas del

calculo anterior; las nuevas estructuras, deberdn ser mejores que las anteriores, utilizéndose para
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hacer nuevas asignaciones. Este procedimiento se repite cuantas veces sea necesario, hasta que ya
no haya ambigliedades que resolver o sefiales que asignar. ‘
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¥ 1.8-5.0 A, donde 1.8 A es el radio de van der Waals que corresponde a la distancia de la nube
electrénica de dos protones que estin en contacto (cabe mencionar que la medicién exacta de
estas distancia no es fundamental para los célculos de dinidmica molecular, es méis importante
contar con una gran cantldad..de.datos;-'aunque—éstas-se clas:ﬁquen en los fres grupos
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S L o ©7

quirrucos;.como el éngulmentrc los HN-H® envl protcinas (f' gnm~1.3) Co'zf*no ejs una funcidén

_ oscilante (f gura 2 n}hax, mult}plesivalores qlflét“;;msfacen la: ecuac:én aunque en la~précnca los
angula‘s edféstlhi H“’"i“ i ”ré"" glﬁaéﬁtﬁ%resmngldé a],.l{ervalo $'2430° hasta ¢ = .1 §P° Los
elcmentos regula.res ‘de? l?é‘structu.rmsecundana\tlengljvalores caracteristlcos de ’era para las -
hélices %/, 3:'5‘ ;53‘& (’J A {}{9’*1{; s -sm&pm 1as”'ﬁ;]as plegadas B g..g 8.5-12 Hz
(antlparalela 3.] =89, ?4# 1-5;-%9\" *pu;ra].ela i‘fag‘g T ¢ o -l 19°) fﬂoﬂrﬁ mtermed:os entre
estos dos mtervalos generalmente son’ eI productof’def"promedlo de los é:‘:l:;s dé torsnén debido

.

ala granm(\):ﬁ’l’d;ad mterna de.las reg:g'ngs"'termmalée' -ofde regloné”s interdas™s s1n estructura
secundaria definida. Aunque los valoresﬁde L.‘I“;;Na‘qs\e pueden medir para todos los residuos, se
utilizan solo aquellas de los ammoécndos que pertenecen a las regiones con estructura secundaria
definida (& hélices o las hojas plegadas ), convirtiéndolas en dngulos para utilizarse como

- restricciones en el cdlculo de las estructuras.

-Aunque existen numerosos métodos para medir la constante de acoplamiento, se debe

tener cuidado con la resolucién de los espectros que se utilizardn con este fin. Se han desarrollado
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métodos muy precisos para medir *Juva que utilizan la constante de acoplamiento *N-'H. Por

ejemplo, el experimento HSQC-J modulado, que basicamente consiste en un experimento HSQC
normal con un periodo extra de espera 1 previo a la adquisicién de la sefial. Durante esta espera,

la magnetizacién del protdn.de-la-amida- ) } marcad ~con-la-frecuencia de "N durame {;, para
evoluci m Balﬂei acoplm'i'u S’“t'c'b &al Hu ! 9}:3 fy:; dgj! es~fuera de la
diago %m por- JHM, .72, de acuerdo con Ja- mgu:ente eclaci ﬁ

(1 Q‘\m \ m&- ?57.!
A[ocs(n:]r )cos(::lr,) OSSen( r[: (737:)]9 ' ‘%%%

G e et L 5%

donde lﬁ(& olumen de la'seﬁﬁ fﬁlh‘m de la dxagonalreniﬁmcxén dek de espera T, 4

esel vf w era deila dlagonal cuanc{p”::i?& O*J ] lg;,\ nstanfgde acopla.mnento
, Lgl c-'relajaclén transvemo aparente. Se oi)tlen 4 F‘an" nl;N Ll El s que

slen
Tk PNETEY
se mcremen f'osgggores dejr: yglos ca;n"lblos en"l ‘intensidad de'las’sefal i 9 } ra’de la;djagonal
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Figura 2.7.- Grdfico que muestra la dependencia de la constante de acoplamiento (Vo) en funcion del dngulo de
torsion &

Desplazamiente quimico.

El desplazamiento quimico de los nicleos es muy sensible al ambiente quimico que lo

rodea. Se ha observado que el desplazamiénto quimico de los niicleos de protén {H®) y del
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carbono (°C* Py C") estén fuertemente influidos por el tipo de estructura secundaria a
la que pertenecen. Por ejemplo, los protones A pertenecientes a una a-hélice muestran un
corrimiento de su desplazamiento quimico hacia campo alto, relativo a los valores que se
presentan en los péptidos_ de .cadena—al a"‘oeurre d ecir, un corrimiento del

p@éﬁ%mﬁﬁ: 3 “-1‘5 4 ba o) sﬁl{;j’s}ﬁé{ traﬂ € mal_lhﬁ? pjgxgada B.
Esto

Jn&rpmt&d() en_}erm1n0s de’lox :nth‘?‘de-despIazam enta,qu[m&co para los
e,

nicleos t&ﬁ’*‘te mencnon@dos‘* lo\que permite una'predxcmén -uy. precisa de; loslelcmentos
dela .

"Etllra’secundana de 1% protema.oﬂ
GdLCﬁp:D LAS‘QESTRUCIURAS !IERCMRMSrA:PARTIR DELOS!. ATOS DE4

Mﬂps 3

al en‘la’apl Eﬁléﬁeilos expeff%entosg cletermmaclén de

‘;:i? structurales dé'ﬁ“&dg.g. dgh para :gEn' racla ist.t'uc,?.:ras tcéq}gnas A
.pr%‘puwtg?mﬁltlples métodosxd(? é'élculo, l?s.‘ utilizados ¢ laagét;ualidad
Wi e g.*d&“‘ : ;;ﬁg T
i ek ; 7 I Aéa i
; ;

eometna de*dxstancl‘as{‘es u\::a rama dc(_gs‘:ﬁ?latem@uggs aphcadas;a Ia construcclén de
stnn:tu% partir dé g‘lstancmskl\ﬁ"’ efmas, slendo muy,g\t-ﬂ*para lalconstmcmén de lla estructura
terci . ,-'J B s AL
iafia, d Ias proteinas,ﬁ,paruendo »de las ,rﬁcmgcl%w ‘-élmpuestas por, las d:stancnas

1 restobte dasnpor los ex entos Exlstcn dos algontmos a:_{sl“'célculo de las
k’; N

in =
¥ tefria Ialpamr.‘dg, Ipq“datos de RMN: uno‘que: o q:mnclas espaciales
\ ? AT, é{; &
(llamado apro, 160 de)miatri% métnca elg tro en el,espacl%de gulos 'de torsion.
‘ w - P RN = ,,,ﬁ.,.rgm W,-ﬂm..
f D lﬁ: i q\

P LI

- L Dearpits '\«4{ . k)

e

prifnersprogiama. de,geom;;?'l'a de dlstanclas desagollado‘pa:a calcular.‘csu'ucturas de
datos de RMN estuvo basado en la;aproxxmaclén}de‘!mamz métnca {DISGEQ). Esta involucra
cinco fases dlstmtas 1) gcncraclén de la matnz de las dlstanclas de los enlaces, 2) refinamiento
de las distancias de los enlaces, 3) gcneraclén de distancias de prueba, 4) fijacién (embeddmg) y
5) optimizacién. En el primer paso, la matriz que se construye contiene los limites superior ¢
inferior de las distancias entre los enlaces de dos 4tomos directamente unidos; una matriz
simétrica de este tipo contiene (N ? -1)/2 distancias para proteinas con N dtomos. La distancia

minima inicial es la suma de los radios de van der Waals de los dos atomos, mientras la distancia




Basey fedricey _ Resonancla Magnériog Nucleor i a1

méxima es la derivada de los datos de los experimentos NOE, ¢ en case de no contar con ellos
(como sucede cuando se utiliza el algoritmo de espacio de 4ngulos de torsién), se utiliza
cualquier valor arbitrario, tan largo como el propio tamafio de la protefna. En las restricciones ‘
iniciales también se utlllzan las.dlstanclas-hpxcas-de-los-enlaces covalentes y los éngulos .

. predete E ﬁ im.i } ﬂ
P \\\ ?R:)\U pﬁ'{}”‘.u ¢ PAY H ﬁif [X/,}
A i e ol !
ntmuac:én se reducc ,;,el\tamaﬁo de la molécula_, medmnte un_ﬁt‘nﬁodo llamado
| a.j‘“‘ f:"‘ 1&* r«w ‘ﬁ
refinami d menlacer Ei <métodocmgs simple *de reﬁnamlento utlhza_t‘la.a’aimgﬁi%d}ad del
2 2
;3 _nenta el tamafio de *la dxstancna,mimma y dlsnunuymténéam nte la

X o
%que amboS- '}E‘ méu'wamente‘conmstentes &f ere; tﬁf} atomos i, f

a’? i nc1as1l?t‘:l,’ um]y‘?%El étomo:k se encuexitg" e u'eslogél%mos ii'y j, por

proceg}n?ento ss apllca a todos,los conjuntos; deﬁes étomos hasta; ique ya no
caciones. pos;b'les \'f\u N ‘ g !‘{if:; 3% “ gl
3 'aél“és’?" A\ 1{:( ;“3&_5.‘” ,;.l' 3 i :P &
$Ios enlées menores; pemunéndoles‘ajuémme hasta

E" o

que aJ Sncen .clgl ite mGDOILPOa...uOl' ‘al_ a_;uste de la dlstanma de los enlaces, se ellgen‘las
distancias de- LT) qlle s; &uizz\ar;; en&a geﬁerac:én abdc lasf,cgorgenadas atémlcas fijandolas
entre Iosﬁ%:i\; tie m}:u:mr prevnamente establecldo -rEste procesz)yde ﬁjaclén)genera una
matriz méfrica ufil oQa regla de }os ,gcosen{.s }Las» coordenadas tndlmenswnales son

calculadas utilizando los tres emgenvalores‘?‘méxlmos y los eigenvectores asociados.
._ Eingenvectores negativos implican distancias. negativas, por lo-que se descartan las estructuras
que den estos valores, Las estructu:aé que surgen de este proceso podran no satisfacer todas las
distancias, por lo que es necesario un proceso de optimizacion que satisfaga las distancias
méxima y minima de los enlaces.
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La optimizacion se lleva a cabo con una funcién de error que mide dicho error entre las
distancias de la estructura calculada y las condiciones limite. La forma tipica de la funcién de

error es (E):

)y

"donde kdm es.u:.m faétorade pondemclén yu es el valor de la% stancia al. evaluarse};i‘error (E).

g/
Se aplica en{%ax'lccs Ul a] ntmo que dlsmm a'E hasta un‘valgr predetennmado"'@;y %Lg
I? Mm K0P E /%% B S
by = =" - f
L ”m esart 'llaél\ﬁ para funcionar en el espicno d&gngulﬁ ?o gmician
nh@gf’““l \;'7 eeo=3d 1 v I. \R‘:?
con una esh'uctlura\fal : er:erada o base‘.en la estrugtura pnﬁ é&',?}lg l H@
enlaces y il Rén%%l’“s esteindzm.esi La estructum 3§ ﬁ%d} %_edigqtc’ I ﬁ’j e R%g de los
b et D “TEE R R i
éngulg;si dfé tgirs__l,iS_p"par';. :,‘_ s 1610 i \ij.ch‘ste mf%’tocf‘r fsél%%a?%il%)sfﬁngulos
> gL S i3 B ool
durantei lgs\ca]culos‘ uhhm 1 i,—. puto/’%eﬁlos%q%e utiliza el
método’ basado en: la matnz métnca. f? é‘;g!
‘*"e, % ‘;'::,"h ; &:.’:ﬁ“ g !4:?'

Lat] funcu’m objetwo utlhzada en la rmnumzacnén,,@s sm@a la%que se ﬁuuhza enel
algontmo antcnor “El problema al. natarﬂd? mnmmmaﬁ [a»ﬁnc:S&gbjetwo mtroducxendo de
manera snmulténea todas lawanables es~que ,'la ﬁ.mmén po upleszmimmos‘locales que
1mp1de$1?que S, alcance demarera duecta1e1 mitima global" Bn l llo,- pnmero deberén de
optimizar las lﬁ\\restnccwnss locziléf {.las}esmcmdnes se‘cue'ncliljs éi mtrarresnduo) 0)Y, posteriormente

se mtroducenr las resmccmncs de mayorvdlstanma, hasta que,se«hayan cons1derado todas las
restricciones en el cé.lculo.. N ' . i,a. “ : :,a,m,“- Jj "‘s

La geometria -de distancias se considera el método Sptimo (rdpido y confiable) para
calcular las estructuras iniciales de los datos de RMN. Sin embargo, cada una de las

aproximaciones anteriores tienen ciertas dificultades.

_El éxito del algoritmo de matriz métrica depende estrechamente de la adecuada eleccién

de las distancias de prucba.rEn la mayoria de los programas que utilizan esta aproximacién, dicha
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distancia es un valor elegido de manera aleatoria entre los limites méximo y minimo del enlace.
Con ello se asume que el conjunto de las distancias posee una distribucién uniforme entre los
- limites de enlace, mientras que en Ia teoria de polfmeros se predice que la distribucién estaré

sesgada hacia los limites ug_p,o las-cadenas—corx\:-hbm_ iro. El resultado es que esta
161~ | ién media
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et
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e y ;bﬁ i ﬁ_{ -~3'
s:prggamas que calculan las‘ gsﬁ'u turas rnedlantqueometrla de dlst?nm:sa;n .el"espacio

de énguf%gﬁtorsmrik,;u‘neug E’gmago&\;%bablhméﬁfrcm' wm‘f%jgéfb%cto del
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donde los términos K son constantes de fuerza. El primer término es un arménico de potencial
que representa el estiramiento del enlace covalente a lo largo de b y la longitud del enlace con la
menor energia by, que varia con ¢l tipo de enlace covalente. Términos similares son utilizados

para describir la energfa de arqueo de los dngulos de enlace 0. Se utilizan dos términos en la
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descripcién de la distorsién de los 4ngulos diedros: un término arménico utilizado en dngulos
diedros  en los que no son posibles las transiciones (por ejemplo, los 4ngulos diedros que
forman los anillos arométicos), mientras que ¢l término senoidal es utilizado para angulos diedros
P que pueden rotar 362:’___ ELtérmmo-ﬁna]'es'la'suma-de todas-las.interacciones interatémicas de
los parcs-de protones \Ia pr';ipei!-"e} i“f)artebL%Ia A@J ?}\gemccwnes de 3 Jan der Waals (un
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Desarrollo experimental

La proteina enriquecida en '°N fue obtenida en los laboratorios de la Harvard Medical

School por los mvesngado;es.del-gru;ﬁ;t el‘gDoctor’G;_-Wagner.medlante técnicas de mgemeria
Pooobpaie
genétlca,-mCQ h] ap b E!épm J; 1ganismos ade!guados jpara | la expresnén de .la proteina
\\j ‘T’\U 11'\\-" i MIEATLH A "\y

de mterés l]éndolos erun’ medlo cuya wnica fuent de*mtrégeno em cloruro de amonio
f\ M u; f’

ennquecldq‘_"(_. €l) ,\Obtemdatla muestra, s¢ separéamedlante»técmca‘:fencromatograﬁa de
, W d 1 ,‘"1"‘5-, . . ——

partlclég' Punﬁcada'rla"f;frotema, sét%mglwé en un buﬁ'er de" tns-etlléndlamma ;a* pl-\lﬁ] -“‘7 5, en

‘una mezcgl«:% 0 90:10. Los: e':':‘gecu'os 2D: HSQC 3D-TOCSY-HSQQ~y 3D-NOESY-

b

HSQC se ol?uyleron Convestasmues n-eqmpos-de BNH\I-a-’ISO,‘MHz y}§00 para la
%E el SR A K &
resonafii gel ] Yarian Unity, Plus ... o capeser epnorey % i f'
f l @@;:ﬂ oy %ﬁé mjﬂlzﬁ ”"
‘* '!m‘;‘i "‘i};ﬁi} e i}.ﬁ}‘ < g 3y
R nnﬁ‘Qiﬁ & =

penment -TOCSY—HSQ obtemdo con uempo de! “spm loclghde 20 ms,

gl 1.“& % i v ” ]
nuentms ue n iment 3D-NOESY HSQC?s“eiullliz*é h%&i : .‘fh‘i 2 0100 s.
ig,qi fyfz!"%ﬁjjsﬁ
& \i renn : ‘*f" FraBis
1L.03 ex memos seprocesaron con unafi c16n seno cuadradoago° con"2561puntos en
P il ‘i" = é‘ «F*"“h

&, A %
- Jr Q’ f
\'-\u ah S %

R
nimero dejpuntos en ‘la dﬁ@sﬁm mdn'ecta, se: reahzb una‘predlcmén lineal de 128 puntos en la
A PSR 1 Y

Ia dlmen‘&jn de ﬂsN’yéﬂg puntds.en cada dnnens?én c"H Con‘el*ﬁn de,mcreme:&ltar al doble el
dunensné%ile N, corngz Q;Ilg lmearbase de’ asuerdo con 1€l algontmol de Shmnder-W!}g_gner Asi
se inctemen) !Qg,elanumer%de datos conun\i;onnicxén,uen lugar ide utlllzar ‘el llenadd conncerqs (zero
filling)} tiplc?mjénte utlllzadm en RI\/IN-TFspara-mcrcmemar la resoluclén dg;los espectros El

- _',“1-

proceso se:llevdia ﬁbo co.n el programa Fellx (MSI) -\,Los espectros en tres dimensiones {una vez
procesados-r%edgante ires transfonnacmneSwde Founer),son analuados .Y, se-amgnan las sefiales

i\'“'-'-;»"

con ayu&'deWme’ (ver\“l i)WI;anmtemclén de los{plcos ;ife‘las scﬁale‘s;r del espectro
3D-NOESY-HSQC se llevé'aaacaboéconﬁlaésubmvpeahanuefesté integrada al programa
Xeasy; los datos de volumen obtenidos en la integracién son transformados en resmcclones de
distancias utilizando el programa Caliba.” Los calculos de las estructuras se realizaron en la
super computadora Berenice8 (8 procesadores R10000 a 195 MHz con 2048 Mb de memoria
RAM), Bonampak (procesador R4400 a 250 MHz con 256 Mb de memoria RAM) y Uxmal
(procesadox: Pentium III a 500 MHz con 256 Mb de memoria RAM), en tedas ellas se utiliza el
prograina CNsH (Cristalographics and Nuclear Magnetic Resonance System, ver. 1.0a). El

procesamiento de los datos de energia sc efectuaron mediante programas desarrollados por €l
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propio grupo de trabajo. La visualizacién de las estructuras se efectué en Bonampak utilizando el
programa MOLMOL" (MOLecules display & MOLecules procesing, ver. 2K.1).

Idenn'fmcwkﬁdem ectro-3D-TQCSY-HSQC, ayudado por el experimento
“sr" i a.gr.m:?,p E‘T‘w
M Q\gﬁﬁﬁuf“'g“ S L)

A LN

Y bR
El,;pnmer»- en el proceso de aSlgnamén-de/seﬁaJes, con51ste-.e eterminar el
? ‘”4}! £ ﬁs."i "“H...

desplazamento quirmco del pﬁfén'dg aguda del esqueleto de Ja’proteina-( HN) eny el-espectro 3D

1H—"N-'I‘OCSY—HSQC en el cualfdos dxmensmnes som de 1protén (y son‘#las qu 4101 los
B SCLTINNE e e Y T
planos de? pm rrespondlente«allexpenmento-TOCSY)« la. ‘%m(d%ﬁ%({ﬁ d;Jmensnén
fuera cb{f ‘i f lj ﬁle m 15~(parte.heteronuclear_que§%spersa as;seﬁaiegsjﬁlitando el
nm ento HSQG ‘? programa utilizado ’in elip g fﬁég’ Jgri?clg; de las
‘{*\.., -u, “-”«.P i S
seiilale4 sélo m ﬁﬂ os ctros en do ue,co sporideriala alal unol de los
M Hnaﬁ wz*f@ S
128 plan es@o mwsq; llabv;u'l
; aa’ %d ‘}3 3¢ il
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uullza el egenmen

Elm{gxpenmento 2D H-"N HSQC revela de manera" mﬁ-ledlata os' desp]azamlentos

uimicos de, los proton am1 ﬁanto enel dcsplazam:ento quimlco de protén ( H) comg en el
q RBin D1
s

desplazamentowquumco dc mtrégeno (n,,"’N) Yaqque hemosxobtemdo los du’plazannentos

ey Fa¥ %k
quimicos de‘nlosuloztﬂ'éxmno jdos™ (las prolmas.carecen de protén dcr*amxda,wpor lo"que no
b T Y Vot S "

| LN
aparecen’en’ estt;ls gxpgrunento\s) utlhza.mos e(Lexpenm‘gnto 3D H SN TOC§¥. HSQC

W

, Al . e -
Yo 2§ Yoo g L .
P ¥ dmﬁ_\ IR 'E'.'\- i 4 g-e""’

Usgdo los=Sg§plazarnlentos quumcos de: mtrégeno obtemeS del expenmcnto D 'H-""N-
gpenatig ) e

HSQC, por medio del programa’ Xeasy,..._

10§ :niovemos ‘alsplano”que co:rcsponda a dicho
desplazamiento quimico (de '*N); en este 'plano aﬁgnaremos la sefial de "HN a la que posea los
dos desplazamientos quimicos de protén ldéntl_cos al que se-determiné en el experimento 2D 'H-
*N-HSQC; esta sefial corresponde a la diagonal en los experimentos tipicos de dos dimensiones.
Una vez que hemos encontrado las sefiales de los protones 'HN, coru;amos franjas (de
aproximadamente 0.3 ppm de ancho por 13 ppm de largo), utilizadas en la identificacién de los

sistemas de espin y la asignacién a un grupo de aminodcidos..
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El experimento TOCSY puede mostrar (en teoria) todas las seffales de la molécula; en la -

prictica sélo se observan sefiales de correlacién entre protones que no rebasen los 7 enlaces de

distancia. Afortunadamente, el ammoé.mdo més largo es la lisina, en la que hay 7 enlaces entre ¢l

HN y °H; en los amlnoécldo HN;s¢ encu 46.5, cnlaces en promedlo de

los deyi %‘mto xri% %)?21& k{ gnm;may f:rlls‘_o@}hétoj}és se obse};:;lo?a?l sefiales

de los protones .que~tontienen los aminoécidos, en los"‘de;;l';mnuemos quﬁmé)s/ acorde al
ALEve % ot TP,
log’ rodee;(gstas dos caractensncas, el.niimero “d6-set sefiales-observadas Yy

T e ﬁ K,-

_la posm:én dei‘cadavuna de ellas, s‘r:'n, lé‘;. que definen, el,mstema de espin dé"’cada un0f de los
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: amblen}}e electrémco que
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%‘é@% 4 e B
L stemf?gp qsx(}'gura.‘)‘l) A;v':f?
s “““%:u AR i

Phe, Ser, Trp:é.y Tyr E:{n}
»f

z ) . 1 1 +
grupo que esté.” compuesto por Ile, Leufy Val presenta mayores dlﬁcultades, tyafque pueden

o e
prescntar.4 i £ ggbtdo T?’sumhtud"’&e los desplazam?emos qumh;“cosnde‘ ig region

s t o I
ahfétlca. Los o oééldos *rest‘hantes,,kn ‘:. engloban en mmgun ,gmpo, por que sus
L] it PN ' § 5.-5,
desplazanucntos"quirqmos' 0s ";ib“en géractebﬂgncos.y:suhdentlﬁcamén s menos ardua la alanina
“w - ‘5& ag, R "’W v % P,

(Ala) presenta‘ties-séfales,con desplamrmentos quumcos, rfectamente dlstmgulbles -la freonina
%ﬁ# & W [
(Thr) muestra 4 sefiales; la lisina (Lys)~muestxa§5 6 sefiales en el espectro (°H y °H tienen

desplazamientos-similares), mientras que la arginina (Arg) muestra 4 6-5(*3Hy "H-son simjlares): ==

y la glicina (Gly) generalmente sélo presenta 2 sefiales (ocasionalmente los *H son distintos y
aparece una sefial para cada uno de ellos). La prolina (Pro) no aparece en estos espectros por

carecer de protdn HN (figura 2.4).
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Figura 3. .+ Esquema de.m’especn'o 3D 'HPN- TDCS
Obsérvese gire !ag .risremde z’n ds" 03 aminodcidos!
BN, La graniventafa dé de lgs e‘.spemm 3D &5 que dismimiye el.ir
el esquema‘:e presemmj’do.:‘ mpdcid w,w: sistemd
glicina; la ﬁ'mya de la serma miuedtra i a de aspme: que ¢ camparten & aminodcidos {Asp. AsniCys, Ser, His,
Phe, Trp, T%r);"par lo qu dﬁafmt{gp‘tzﬂoa unq‘fe ellos, .l'mmd;‘ mfo;mamén. .
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W ’ ki éﬁ 1 .‘w f 5 21 é ,J' J.& ‘h "f ﬁ ,,r
Secumr:taadg;‘de das fmn as.a.s'lgr%adas a ig{a-res:duo, parasu. ardenaclén dentro de la
) - #

- esrructura prmmria ~Jmhmndo el espectro 3D 1'I-I-’ 5N NOESY ﬁIySQC.

. a 14 % "..__“-.‘ oy %‘k L . "ﬂ-
“4% r:“i*«h 8t ¢
[}: L '.. v y} ] ’; q;{: fea X \\ . s ‘{rj‘””,_»mnw

P%ria efcctuar la’ asugnaclén preclsaadeq_gadaﬂuna"c;gslas franjas alun ammoaclcfg particular,
se trabaja“con €l espectro_‘g?q‘:ﬂ TjN:‘I:Iv(‘i)Eg‘Y-HSQC —wEl.,,efecto nuclear Overhauser (NOE)
proporciona sefiales de correlacién éntre'dos protoriesique se encuentran préximos en el espacio
(la distancia méxima a la que podemos observar este efecto es aproximadamente 5 A), sin
importar ¢l nimero de enlaces entre ellos, a diferencia del experimento TOCSY en el que los
nicleos necesariamente tienen que estar acoplados y a menos de 7 enlaces de distancia, Otra
caracteristica importante del NOE es que se observan sefiales de correlacién entre protones
interresiduos (dos residuos de aminodcidos distintos) e intrarresiduo {del mismo residuo de .

aminoécido), mientrds que en el TOCSY s6l0 §¢ obsetvan sefiales intrarresiduo. )
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En el experimento 3D 'H-"N-NOESY-HSQC utilizamos los desplazamientos quimicos
de las seiiales que fueron asignadas previamente con el experimento 3D 'H-N-TOCSY-HSQC
(debido a que las 3 dimensiones utilizadas en ambos experimentos son las mismas). El
experimento NOE correlaclona,pmtones-que se encuentren- enos de 5 A de distancia; los

proton%,d da&[} del %‘(?‘\U‘ F H“ ;?g%!encucn&an }{2%4 (dnstancla

prome a-hél:ccs*)‘y 4: 3"A‘(dlstancla promedlo de las
hojas plegadas B), el expggnn}entoENOE)presentaré sefiales degc'c}),rrelamén mMZ.N {del
h)

-l A Py
:—és:malremduo) ayael-protén H'fny&(de‘::mmoémdo postcnor al x-és:mai‘reSlduo) squeutilizaremos

para determmar»la secuencia; ademés ta"distancia enteﬁel :H,-H,+ Nesde 35 A"‘én «ung/gi-hélice y
i W%m T by e
de 22 A en?unatho_]aqplegada- ~esta.seffal.de.correlacin; nos.proporcmna para la
Hines Mt 51}, T D B AT ) et
terminacié Ed l d‘ npr gmwo (ordenac:dn de los i ammoécm'as em‘dtrecctdn"d
[HECHRIEATY o 1 Ry, P56 A m e u*‘ﬁs%ﬂ'kslm
amino; termmal hacm el carboxilo lermmal) dc las franjas, uméndolos f:cad
R ghﬁ?ﬁ"% Wi :hm? L-“ > \"W%W
que nos ﬁndctim ; ut‘ﬂll(fiiadf Ffj proceso'de, fonnacnén de las cade
H G pAREa
y Mrﬁ:}}ﬁi OHOIIHE ilﬁrma"'fn
] f";;g
gh\z\ﬂg(-ﬁ e §""“E”"

Una evezg‘?r derladas alas franjas en cadenas— 3utthzaremo

]"‘-v

SR :
proteina para asxgnarfcflgﬁ’naneraiumca e meqmvo 3 cada

este procego tom.amosjde cualqmcr cadena una ﬁanja x (que asxguaremos;como i) aun
grupo de %mmo:h:ldos (Glu, f}lﬁ 6;}‘(\‘det) yle as:gna:nos(,prbiinfénéﬁ%nientc uno de ellos (Met, por
e_lemplo) ‘busca:ﬁ?s en’ liikeshucturaspnmana las. posxclonw en lasique s¢ presenta la metionina
(todos*]os aml?n{mécldos se encuentran mﬁs de:1; vez enla SVil‘O,Z{aelleglmos‘u.nzalg devlas | posiciones

en las quc se presente y observamos cué] ‘€S, el ammoéc:do SIgl.uente, ‘gxammamos si‘el sistema de
J'
espines de lan+1 ﬁanja comclde con el\que observarfamos para el ammokicldo do presente en la
T ’E; i .%
secuencla. Suel s:stcma‘?e espmes de la. fran_;a 1+J1no comclde con el a:‘g’lpnoécrdo presente en la

secuencid, entonces e]eglmos la sxgulentesposmxén enxla que encontmmos al>amiriodcido Met.

| rerwagnt

Ubicada la nueva posicidn, volvcmos ai observarqelna.mmoéc:do i+1; nos regresa.mos ala i+]
franja y observamos si_el sistema de espines de ésta. coincide_con las que-presentaria el
aminodcido i+/ presente en la estructura primaria. Si nuevamente no coinciden las sefiales con el
sistema de espin, elegimos la posicién siguiente y continuamos de esta manera, hasta que se
terminen todas las posibilidades para el aminodcido / = Met. En el caso de que no hayan
coincidido, entonces probamos asignando la franja / a otro qminoécido de ese grupo, por ejemplo

Glu; repetimos el pméeso de observar el aminoécido i+1 y verificar con el sistema de espines de
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la franja i+ 1. Cuando encontremos que el sistema de espines de dos franjas adyacentes coinciden

con dos amino4cidos contiguos en la estructura primaria, revisamos la i+2 franja, asignada a

algin grupo de aminodcidos, cuyo sistema de espines debe coincidir con el aminoécido #+2.

a % % l}mnm Y ‘
c1 ‘> aminodcidos se
. \éut‘ M ﬁiu .{Vg o
repita en una,proteina-(la-probablhdad-de quuna secuencl r&y
se repita dgsw‘ecc?% :0 ina es de 0.0146 °u) ‘ la.que al i dentiffcar- i
fran]asiﬂ .aminoacid (gej S fal 9ei+2 al‘\:/ acilita’la aSIgnac,; n.d’q:‘l""ﬁ-an as que

se encuen alrededor de esta secigg o 2,1
N\

&

a{:.
ignacién rﬁtiegqmlii(ldenuﬁ
Amos a la parte ”%"*dlﬁc I'del pmce Ee‘
\ BE ST U

E‘

encon! lacmnesade larga distancia, que :ﬁos =mdié?gn} p\%exumdad derdosiprotones

(scparados por una: dlgtan‘% enog_a 5 A) que ;se‘ubli:an egfgos»ré’;nuluo %&e ammoécldo lejanos
' 0,

en la estruciura pnmana m g\:‘laclon 1se desp lvs‘iﬁ;fcsmcclones para obtener la

estructurqrfterclana -de la,# 'fn@

die o Procesc Pequisrerder uc%u“ggpo de minucioso. 8halisis
de los wpecn-os gy que l\q\ nocer la, estructuralterclana de la proteina no nos pcrfx{ne saber a

priori cuéles sont los rqspms‘de ammoécldo que’se encuenn'an'crcr}anos Y. cuél&&sunxsus seflales

decorrclac:én "i“n.@-.ﬂ“,:"zmm&“ ,.'. _‘"
% ‘-h" At i -d""ﬂ:'”.
g " {iﬁ.:‘-—i\' s . ’grﬂzfﬁ"‘w : -~

Los,protone;&mu'arremduo se~encuen o i'a una distancia. menor “de -A razop'por la cual
el experimento NOESY presentara (en la mayor;iak‘gtlos casos) las THismas sefiales de correlacion
observadas en el experimento TOCSY Sin embargo, el experimento 3D 'H-'"N-NOESY-HSQC

mostrard sefiales que no se presentan en el espectro TOCSY, que son el producto de la

correlacién entre protones de aminoécidos distantes, y serdn estas sefiales las que més nos
interesan para la obtencién de las restricciones de larga distancia, con las que fijaremos la
estructura terciaria de nuestra proteina. Por gjemplo, la sefial del protén "H, en la franja de HN,

por su proximidad espacial con los protones del aminoé4cido j, mostrar una sefial de correlacion
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con el aminoacido j; esta sefial serd muy parecida a la que se muestra en HN pero se presentard
en la franja del H)N ubicada en el desplazamiento quimico de N (figura 3.2).

N d

1
(ﬁ ﬁ.“’\pr‘fyﬂf; Qlf':}.

R <ET ilH &1‘ ﬂ"
Figura 3.2 Espectro 3D "H'”N-NOESYHSQC En
{(similares a Ia que mue.s‘!ra;, el e.s'pec ‘1?6;5‘19 y sefiales que no ‘pert necen ‘al sistema de espin: estas seflales de
correlacxdn‘de Iarga%dmamua ?lasq m:'remos en re.str:ccioné& para calcular la_estructura tercmrla de la
proreina." sicirciilos” negros repre.?emamlas seﬁales de: correlacaén(m:rare.ﬂduo (TOCSY) - de,ﬁuna{serma. fox
cuadros bia?:ém’represeman lag correlacionies, m:rarre.wduo:de wna alaning y los cuadros y circulos. gﬂ.re.r las .
sefiales’de carrelac:dn de !arga d:srancur(NOE) R

e SR ol
et - . e . "-f"
\)J C2yy EM\;\" f/t . f"’, %5 e
Tmtarkde encontrar la%co B.nf\t?lacn&n{de estas dos:seﬂalcs obscrvando ino por uno los 128
e d - - s

planos quc crmfonnan el}cspéié‘lro‘cséria un proceso muyflento por lo que es prefenble utilizar las

subrutmas mtegradas eii‘é] programa*Xeasy que; facxhtan ¢l trabajo de busqueda de las seflales de
correlacién. Una de estas subn'fffﬁas de Xeasy nos muestra un corte transversal del espectro 3D a
través de la dimensién de lsN dlmensu‘m utlhzada en la dispersion de las sefiales de 'H {los
planos desplegados por el programa muestran planos cuyas coordenadas son de desplazamientos
quimicos de 'H, figura 3.3). Las sefiales de correlacién forman un cuadrado, dentro del espectro
se escogen los desplazamientos quimicos que forman dicho cuadrado y se hace un corte
transversal del espectro, es mas sencillo de trabajar el espectro de 1 dimensién de protén {(a lo

largo de los desplazamientos quimicos de nitrégeno) lo que nés permite comparar facilmente
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estas cuatro regiones; cuando dos sefiales de larga distancia correlacionan, dos picos coinciden en

-el desplazamiento quimico en las que se presenten las sefiales de correlacion de larga distancia.
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Figura 3.3.- quemad, la subruting para Imtoca!:zac:dn de Imseﬂa!es de carrelacuj;:_,,d& larga distancia a través
del espectro 3D Tomma{ ejq.mplo de‘la f gura 3. 2: tuna senea ¥i :ma a!mma. Si nos encontramos en el plano de

o

la serina (P‘g)' lazamznto.r quim:‘co.v donde e.rperamw encoutrar;las ‘Sefales de Zorrelacion con
la alanina {3} Obtenemds d& esos 4 puntos.el.trazo’ del:espec:raja«rravé: Fdel desplammremo de, "N (b en los
espectros Dfﬂ%’ﬁ)bten emos el despIaza‘fmenroquimicoﬁde “¥idonde aparecen la¥ 2 sehales.con'el mismo &8y,
Regresamos al espectro 3D y colocamos el e.é'pectro enef desplazamiemo -&%-encontrado (que corresponderd ol
desplazamiento quimico de la alaning, P,,J “Cortamos Ia.?‘ﬁanjaa-en Pser y Pala, colocdndolas en un solo piano
{como si ﬁlera un e.rpecrro: 2D), que ﬁcilrla la m.ferpreracrdn fc).

Adlcmnalmente a la anterior, otro programa (xppm) busca sefiales, alrededor de un
desplazamiento quimico determinado {(con un pequefio intervalo de certidumbre), de 1a base de
datos que se ha generado en el proceso de asignacién y los aminodcidos en los que se encuentran
las sefiales encontradas, De esta forma obtenemos la sefial del protdn con el que probablemente

esta correlacionando (°H, Py, ™H, ete.) y los desplazamientos quimicos en los que se encuentra.
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Con los desplazamientos quimicos nos trasladamos a ese plano’ del espectro y cortamos una
- franja, colocamos juntas ambas franjas para facilitar la comparacién de estas sefiales y la
determinacion de que efectivamente se traten de sefiales de correlacién o sélo es una de tantas

seilales que tienen desplazmm:ntos.quirmcos—-parecldos.- : fiales de correlacién de larga

distanci thbs-:&‘;t?ﬁ%f ‘q‘sAU\ ?Ej\ :_l‘i Tg:t* { a:gn r diversas
correlamon ,_.H,;N-HHN'-H'N- HaHaN- Hr H,.N- H4Hj ;F [Z?N THy-
HgN, e ademés,-echaracterisnco en los elementos regular&s de ema.s a, por la

proxmudad'en y, { que el ammoéclc}o A-1 esté c&'éa’* %1’ ammoiclda.A-Z-es cerca
al a.mmoécld wﬁ‘ ,con lo cual sq,,conﬁnnan las,as;gnacmnes alos elemento“regulares dela
esmm@qugﬂd%wgm HDG e Rt > a@
5
ﬁﬁﬁ"iar ,f"”\ﬁ*‘@mi oA ¥ .

Idennﬁcacté Tbstelementos regulares o5 de Ia esIructiiri secunda wp TOIE] n o(1-
v >
EJ 08), q; tmv& del indice de pror3n. té

g""{’ “ ol ?ﬁgh | S, Y.

Log lem'“ a;ésh%de la estructiifa”secundaria podemf 1denuﬁcar]osg éf:;lmente
Ea fa i) ke i
utilizando ,é \desplazamiento3} quimlcosdg los} proto 1do a que
.m CATE i Rl .1 pra L
los dn‘ a%uiltesﬂf %cfgsldad elech‘dmcai.q j reva en ;una hoja
[ i) ) :\-'_:.':.-.' SN
plegadal ;a egion ‘siniestructura secundarian la; mod ;ustanrq ente el
R Y k‘,:,;‘,;ﬁiﬁéﬁ /33y, u’a’{‘
desplamnuento fquimlcogﬁﬁde estos pmtone%s% yComoAse menclm%gb.,%nten ente, el
£3 "t ™ BT
dtsplamm?}ento qujmlcmde los\nucleos €S muy:s se%snble a«las :fhferenclas q&el ambignte quimico .

. R.x RAALIC
que loy S una l:eglénlse encuen en una zona'én la que;se tiche mucho contactgreon el
oA, Sl TN tra\ st {0 S Aun |
dlsolvente‘ (HzO) 0s desplazamxentos,‘_quinncoshse;én muy parec1dos a. los qu se ‘observan
-‘;d e Y

(‘\,4
cuando'&se estudlax}.,ohgopéptgdos, un fenémeno-similar sucede enJas _}as ple adas-ﬁ en la que

o

su wuuctura l gﬁill 1queda muy,;,expmtmal*dlsolvcnte, ;en estg.vf regmnemlos desplazamientos
o . w NV
quimicos dez;los ay’ sg@cncﬁéﬁtran a camposg més‘!bajosq(mayore ppm)"'Las a;‘héllces son
..,- ‘ ,. e 5; ¥ ©

o2y,
esu'ucmras%que.neﬁennun menor contact con el‘dlsolvqn’fé estas estructmaggse enrollan sobre sf

"’3&-

mismas alrededor de un eje; adqumendo -una.confo&aclén compact;ﬁ en la regin interna y las
cadenas laterales de los aminodcidos excluyen al disolvente de esta region (en la Zona interna de
la hélice se encuentran los protonéé °H); la preseniéia de las cadenas laterales de cardcter
hidréfobo,ejercen un efecto de proteccion magnética sobre los °H modificando su desplaz&niento

quimico hacia campos altos (menores ppm).

Por lo anterior, es posible determinar ficilmente las regiones que poseen determinada

estructura secundaria y los aminodcidos que conforman dicha regién. Para ello obtenemos el
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desplazamiento quimico de los ®H de cada amino4cido; si su desplazamiento quimico se modifica
de su valor tipico en al menos 0.1 ppm podemos intuir que dicho aminodcido pertenece a una
regién de estructura secundaria definida. Para establecer a qué elemento regular pertenece una

serie de protones, basdndonos. ennlas dlfere_ncms de'desplazamnento quumco se construye el

gréﬁco e'!ndm pratdn“-g{’ f'en ielg’q:xe sei if a.r;&\m de affiinodcidos  cuyo
des ﬁéﬁtz %m lflﬁ"lé unal ;odlﬁcaclén h;c;a':}campo{{alhtio (fljiomf cac%g?ﬁ 'del;x\da ala
presencia, de iina.o. hehce), hama’c.;:tnpos mds bajos (momﬁc{a‘élén ambgldft ala presenc;;. de una
hoja plegada:‘i}“);af;;uellas Zonas enflas que no se modlf.if:a su&st:nzlalme;teweladesplazammnto

YSSEN

o~ R

. ol
-quimico, compondlente auna reglén sm estrucmra secunda.na definida.
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Al*‘hacer y anahzar la gréﬁca de lndlce de protﬁn s gura 3. 4),'s:ncontramos que el
ﬁagmcnto de los ammoécldosdaa 108 de Iaxprg{%Ta¢SV40 estd. consutmdua\bﬁlcz‘tﬁente por «
hélices; se determind que las cuatro reg:ones de a hélices se exhcnde alo largo de los siguientes

residuos de ammoéc;do

Hélice Aminoécidps
a-hélice 1 9-19
a-hélice I 24-41
a-hélice  1II . 49-71

a-hélice v 89-103
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distinguir los elementos de estructura secundana, porejemplo, las a-hélices se caracterizan por la
presencia-de sefiales muy intensas HN-H;+/N, ademés de sefales de intensidad media (o débil)
“H-H;+N, *Hr-H;+ 3N, HN-H;. N y ocasionalmente se observa “H-H,.,N. Mientras que las hojas

plegadas-p se caracterizan por sefiales muy débiles HN-H,,;N y muy intensas “HpH, N »*¢
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Andlisis de resultados y discusidn

En cualquier determinacion estructural por RMN es necesario primero asociar cada una de

las sefiales de los espectrog % a%!‘%%‘%wy%%% 67851017 5 orandes

pend nnclpalmente—d P
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4\dlmc{x§lqne{ 93]3 'HZ*NTOESY-HSQC, 3D 'H-"N-
o ) d@gﬂg{gr&slduo de-ammoécl os (como el
i'e 18 ammoé,cldos}-son estudiadas

hte con °C, N o con ambos. Estas marcas

selectivas favorecen la aplicacién de experimentos en 3 6 4 dimensiones que aprovechan las

constantes de acoplamiento heteronucleares a un enlace que mejora la transferencia de

magnetizacién y que evita el traslape de seiiales.

La metodologia para la asignacién de las sefiales de RMN involucré los siguientes pasos:
obtener los desplazamientos quimicos de BN para ubicar los planos en los experimentos 3D,

asignar las franjas a un grupo de aminoécidos, encontrar las corrclaciones que nos permitan
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ordenar las franjas en cadenas, hacer la asignacién de cada franja a un aminoécido dentro de la
secuencia primaria de la proteina, encontrar las sefiales de correlacién de larga distancia,
determinar las regiones con estructura secundaria definida y conjuntar todos los datos obtenidos
ularla-estructura-de-la-p: '
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oacldos present en lasS- rii) olinas que

w sefial en’]os expex;lmentos . No fue posible
nirig como la a;faﬂilrdg:,n?a,f-SG Ademés se asignaron cerca de

En Ia primera parte deol wiBag! st S¥sgnaron algunas franjas a un aminodeido
particular (algunas alaninas y treoninas) y principalmente se asignaron las sefiales a los diferentes
tipos de protones, ademéds de que a cada franja se asigné a un grupo de aminodcidos. A
continuacién se procede a asignar secuencialmente las franjas en cadenas utilizando el
experimento 3D lH-”N-NOESY-HSQC', la distancia entre los protones HN,, H* y HB, de un
aminodcido i y el protén H", del amino4cido siguiente (i+1) siempre es menor a 5 A, entre ellos

se presentaran sefizles de comclacion NOE (figura 4-3) que utilizamos para organizarlas
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secuencialmente a partir del amino terminal, progresivamente hacia ¢l carboxilo terminal y con
las franjas en orden {amino terminal-HNi, w1, 12, #2) #+4s -n 1#COOH-carboxilo terminal}

utilizamos la estructura primaria de la proteina para asignar las franjas a un aminodcido

’

especifico, En la figura 4-4 @@ﬁmﬂe—# )m.(te ipnes donde aparecen las sefiales
Bﬂg]fﬁ)@ enld \ja del H;+;

unh fla éstructura primari

bf’.l&l-'l attdenhﬁcaclénnd _‘: ; "
e "-zq@?

e e e e R e
1100 10.00 9.00 RO0 T.00 600 5.00

Figura 4-1.- Espectro 2D 'HJ’N-HSQC. En &l se aprecia que la dispersién de las sefiales en la dimensién de PN
abarca de alrededor de 105 ppm hasta cerca de 130 ppm (apraximadamente 25 ppm); en contraste, la dispersion en
la dimensién de 'H abarca sélo 3 ppm: de 7 hasta aproximadamente 10 ppin. Por ello las sefiales en la dimensién de
nitrégeno presentan menos trasiape, mientras que en la dimension de hidrégeno hay mis sefiales en el mismo
desplazamiento ‘quimico, Esta es la gran vemtaja de los experimentos heteronucleares multidimensionaltes;: la
wiilizacidn de los desplazamientos quimicos del heteronticleo evita el iraslape de las sefiales.
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Figura 4-2.- Se muestran 8 franjas del experimento 3D 'H-PN-TOCSY-HSQC, que corresponden a: 1) Ala 97, 2}
Gly 65, 3} Thr 57, 4) Val 66, 5} Tyr 68, 6) His 70, 7) Ser 10 y 8) Trp 24. Estas franjas son cortes de diversos planos
del espectro 3D colocados al mismo nivel. Las primeras cuatro franjas son relativamente ficiles de asignar, los
sistemas de espin linicos hace posible una identificacion sin muchos problemas (por el nimero de seiiales y el
desplazamiento quimico de cada una de ellas). Las siguientes 4 corresponden a aminodcidos de un mismo grupo que
- no son fdciles de asignar. En la parte superior se observa el desplazamiento quimico de N de cada una de las -
franjas, a los lados y en la parte inferior se observan los desplazamientos quimicos de 'H.
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Figura 4-3.- Esquema en el que se muestran las distancias promedio entre los diferentes protones dentro de las dos
estructuras secundarias mds comunes a} a hélice y b} hoja plegada A En ambos casos puede observarse que la
distancia “H-HiN es menor a 5' A (presentard seftal de correlacién en los espectros NOE), mientras que la .
distancia aHi-Hi-1N es mayor a 5 A. distancia limite a la que aparecen las sefales de correlacién NOE.

Para asignar secuencialmente las franjas a un aminoacido particular utilizamos las cadenas
que previamente hicimos con ayuda del experimento 3D lH—'5N-NO]:‘-.SY-I-_ISQC; para determinar
la estructura terciaria de las proteinas mediante RMN es requisito indispensable que previamente
conozcamos la estructura primaria de la proteina en estudio. Por ejemplo, asignemos
secuencialmente una cadena de la que desconocemos su ubicacién dentro del fragmento de

proteina compuesta por los siguientes 30 amino4cidos:

1 3 5 7 8. 5% ql0 1 b_~12.7 13 5 (14 15 16 1 17 18 1 19 120 7121 _q22 423 1424
M-DAKAVALSNS.R-ELE2S 0L L QR-L M D 5. 1. L. G A LS. 20N LG22 A 3 24
st_Dzﬁ_IZT_PZB_ng_MN)

los nimeros indican su posicién dentro de la estructura primaria; tomemos la cadena

correspondiénte a los 10 primeros aminoécidos:
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Figura 4-4.- Regidn del espectro 3D 'H-"N-NOESY-HSQC de 4 ppm a 8 ppm donde aparecen las sefigles de
correlacidn utilizadas en la secuenciacion de las_franjas. Las seftales mds importantes para éste fin son las sefales
de correlacion "HN-"H. N y 'HP-'H,,\N. ;
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asignada provisionalmente (con ayuda del experimento 3D H-*N-TOCSY-HSQC) a los

siguientes ammoé.mdos o grupos de ellos:

[ i L o T W N
B

‘. '_."~ aEP‘, ‘I*Fé .."_..

{QEM} {DNCSHFWY}-K-V-{IL} {DNCSHFWY}-R-{QEM} {QEM} {DNCSHFWY}
entre corchetes estin agrupados ‘los aminoacidos que. comparten sistema’ de espines sumlares,
clegxmos cualqmer franja para iniciar el: trabajo supongamos que uucnamos con la primera de
esta cadena seleccmnada (i gura 4.5 pag‘ 53) {QEM} Comenmmos supomendo que la franja

RS o)

€s deblda al ammoécxdo Q (Gln),,L rewsamosJa estmctum pnmana buscando ‘todas las <posiciones
donde se presenta este a:mnoécldo, en nueslm e_]emplo sélo 5¢ presenta en la posmlén 12.Enla
estructura pnmana sc observa que Ia glutanuna 12 Q') esta precedxda por la lisina 11 L' y
después esté la hsma 13 (L. Revisando los espectros observamos que €n la cadena,. después de
la fm.nja de & ”" la franja no- muestra un s:stema de espines parecido, al de la lisina, sistema
compuesto por 6 seﬁales sino que en la fran_]a sélo hay 2 sefiales. Deb1do a que el sistema de
espines no comclde con las sefiales presentes en la segunda franja observada, descartamos que el
fragmento corrcsponda ala rcglén de 12, Ante ello, cambmmos y suponemos que la primera
franja elegida pcrtenece ahora a. otro ammoécldo del mlsmo grupo E (Glu). Nuevamente
rewsamos las posiciones de la estructura primaria que contlenen a dxcho aminoacido: 8, 9 y 20.
Eleglmos traba_]ar pnmero conel ammoécldo 8 y observamos que a contmuamén &st:i el 4cido
glutamico 9.'Revisando Ia segunda fra.nja de la cadena observamos que €sta contiene 2 seflales y
el Glu tiene un sisterna de cspmes de 4 seﬁales, Jpor | le que esta cadena tampoco corresponde a
esta region de la proteina, Ahora elegunos trabajar con el otro dcido glutdmico: el amino4cido
nueve. A oontmuamén estila senna 10, cuyo sistema de: espin coincide con la segunda franja de
la cadena, ambas poseen dos sefiales en los desplazaxmentos quimicos tipicos. Ya que coinciden

los dos primeros aminodcidos con las ﬁ'anjas correspondlentes, observamos la mgmente franja

que debe de coincidir con el tercer aminodcido de la secuencia elegida. En este caso se tratadela

leucina 10, cuyo sistema de espines no coincide con el observado: hay el nimero de sefiales
adecuado, pero no estén en los desplazamientos quimicos que corresponden al sistema de espines
de la leucina, por lo que se desecha esta regién y se estudia la tltima posicién donde se presenta
el deido glutdmico. Después del Glu-20 en la estructura primaria estd-la Asn 21, cuyo sistema de

espines coincide con la segunda franja de la cadena. Sin embargo, nuevamente para el tercer
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amino4cido no coincide el sistema de espines esperado con el que se muestra en la franja: el
aminodcido 22 es una alanina, con un sistema de espines de 2 sefiales y la tercera franja muestra
6. Descartados los dos primeros aminoacidos del grupo continuamos con la metionina, la cual se
haya presente en tres posiciones de nuestra proteina: en 1, en 14 y en 30. En este caso podemos
descartar de principio que se trate de la metionina 30: nuestro fragmento sélo consta de 30
amino4cidos y la cadena muestra que hay mas amino4cidos después de la metionina, por lo que
no se puede tratar de ésta. Asi, sélo se analizan los fragmentos de las metioninas 1 y 14. El
segundo aminodcido de la secuencia es 4cido aspdrtico cuyo sistema de espines coincide
-perfectamente con el que se presenta en la segunda franja de la cadena; examinamos el signiente
amino4cido, una lisina, y observamos en la tercera franja que el nimero de sefiales y los
desplazamientos quimicos coinciden con el sistema de espines de la lisina. Continuamos
revisando y encontramos que ¢l siguiente aminodcido (valina 4) coincide con sistema de espines
de la franja 4. Si se revisan los siguientes amino#cidos se encontrard que en éstos siempre
. coincidirén los sistemas con las sefiales que se muestran en las franjas, logrando asignar estas

franjas a los primeros 4 aminodcidos de la secuencia.

En el ejemplo anterior se expuso el método que se siguié para la asignacién secuencial de

las franjas dentro de una cadena cualquiera; esta estrategia se simplifica si comenzamos la

. astgnacion con franjas de aminodcidos con sistema de espin {nico: son caracteristicos los
sistemas de la glicina (G), alanina (A), arginina (R), treonina (’I), lisina (K) y valina (V). La

asignacién del fragmento anterior se simplificaria mucho st se inicia la asignacién por la lisina 3,

valina 4, arginina 7, glicina 18, 25 6 alanina 23; y en este caso particular €] trabajo se simplifica

més por que hay dos amino4cidos de sistema de espin caracteristico (1a lisina 3 y la valina 4)

contiguos, esos dos aminodcidos son ¢l punto de partida para la asignacidn, fécilmente se logra la

identificacion de dos de los tres amino4cidos con los que comenzamos la asignacién secuencial.

Cuando ya tenemos asignadas tres o cuatro franjas consecutivas se facilita el trahajo por
que s6lo hay que seguir la secuencia primaria para asignar las snguxemes franjas y {inicamente
tenemos que verificar que el nimero y posicién de las sefiales concuerden con el sistema de
espines del aminoacido. Lo anterior se fundamenta en teoria de permutaciones: la probabilidad de
que un arreglo ordenado de 3 objetos (por ejemplo, la siguiente secuencia de aminodcidos: SLQ)
sucedé, teniendo 20 posibles objetos (aminoécidos), es de | en 6840. La probabilidad para que se
presente un arreglo de 4 objetos (del mismo grupo de 20 posibilidades) es de 1 en 116280. Esto -
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quiere decir que al identificar una secuencia de 3 amino4cidos dentro de una cadena, tenemos una

certidumbre del 99.985 %; si la secuencia identificada es de 4 tendremos una certidumbre del
99.999 %
‘ 121.72119.13118.27118.05120.43120.64120.21119.78120.21115.46
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Figura 4.5.- Se muestra una cadena con 10 dfmnjas del experimento 3D 'H->N-TOCSY-HSQC, correspondientes a
la secuencia M'-D?-K°-V*-L>-N°-R-E*-E°-5", La asignacién secuencial de cada una de estas franjas es un proceso
cfclico en el que se comparan las sefiales de una franja con el sistema de espin de un aminodcido de la secuencia; si
el sistema de espin coincide con el niimero de sefiales presentes en la franja, se compara la siguiente franja con el
aminodcido que estd a continuacién en la secuencia; sé no coinciden, se elige otro aminodcido de la secuencia
primaria y se repite el proceso de comparacidn. Esto se continiia hasta que las seiiales de las franjas coinciden con
los sistemas de espin de los aminodcidos de una secuencia. :
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Con la asignacién de las sefiales se definen las regiones de estructura secundaria {o
hélices, hojas plegadas B 6 regiones de estructura aleatoria) y los aminoécidos que pertenecen a
cada una de éstas.”** El desplazamiento quimico es un fendmeno que depende esencialmente del
ambiente quimico que rodea a los nicleos y la existencia de grandes diferencias en densidad
electrénica entre las 3 principales estructuras locales que conforman las proteinas, fundamenta el
uso de este impoertante factor en la asignacién de las regiones de estructura secundaria. Uno de los
protones més sensibles a modificar su desplazamiento quimico en funcién de las diversas
regiones de estructura secundaria es el protén a, cuyo valor en regiones de estructura aleatoria se
toma como referencia. El arreglo espacial de las a hélices ejercen un efecto de proteccién
magnética sobre los H® afectando los desplazamientos quimicos, trasladdndolas hacia un campo
mds alto. Sucede lo contrario en una hoja plegada B, donde ésta ejerce un efecto de desproteccion
magnética que desplazard las sefiales hacia campo bajo. Estas modificaciones de los
desplazamientos quimicos de los valores caracteristicos de una regién de estructura aleatoria, se
ven claramente en una grafica de indices de protén donde se observan dichas desviaciones a lo
largo de la secuencia de la proteina. Esta se construye como se indicé en la seccidn de Desarrollo
Experimental (figura 3.4).

La-s diferentes regiones de estructura secundaria se deducen cuando se'presenta un grupo
contineo de al menos cuatro indices'.idénticos. Las regiones de la proteina donde se presentan 4
fndices —1 continuos, indican que estos aminodcidos forman parte de una o hélice; las hojas
plegadas p se deducen cuando se presentan regiones con 3 indices +1 continuos. En la SV40 (1-
108) no cbservamos este tipo de regiones, suponemos que esta protefna no posee regiones de hoja
plegada-p. En la grafica se observan regiones continuas de indices —1, donde es clara la presencia
de estructuras de hélice; sin embargo, en algunas regiones hay unas zonas discontinuas dentro de
la tendencia de indices, asignando las estructuras helicoidales de manera continua. Ello se debe a
que en la grafica de indice de proton se asigna un indice de £ 1 a los desplazamientos quimicos
que exceden el intervalo de £0.1 ppm del valor estindar; sin embargo, esto no toma en cuenta la
tendencia del desplazamiento quimico que se acerca al limite establecido, sin sobrepasarlo;
supondriamos con ello que la estructura regular termina algunos aminoécidos antes, como puede
observarse en la comparacién de las graficas (figura 4-6). Pese a este pequefio inconveniente, es
preferible utilizar la grafica “indexada™ porque en ella se observan claramente las tendencias de

los indices de protén, facilitando la delimitacién de las regiones de estructura secundaria. De esta
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manera encontramos que la proteina SV40 en la regién de 1-108 estd formada por 4 o hélices que
van de los residuos 9 - 19,24 - 41,49 - 71 y 89 - 103.

_ : Grafico de indice de protén

indice de protd
f=1

-0.5 -

.] ~ N - . - B R 0 M = IS 88 A N8 a " SRS "
0 10 20 30 40 50 60 70 - 80 90 100
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Figura 4-6.- Comparacién de los desplazamientos quimicos del a hélice cony sin Indice. En ésta grdfica se muestra
que los indices de protdn no toman en “cuenta” la tendencia del desplazamiento quimico y por ello no toma en
cuenta algunos residuos que pertenecen al elemento regula de estructura secundaria.

En adici6n a los indices de protén, se utilizo la intensidad de las sefiales de correlacién
"NOE de corta distancia para definir con mayor precision los residuos qﬁe pertenecen a las a-
hélices, ademas de que con ello confirmamos que sc trataba de este elemento de estructura
secundaria. Observamos la presencia y la intensidad de las seflales como se indica en la
literatura: "%/
o débil “HrH,+ /N (generalmente mediana), “Hr-Hy N y “Hi-Hi 4N (débiles) y *HrH,, N (muy

débiles). Con estos dos datos no hubo lugar a dudas en cuanto a la asignacién de las hélices.

sefiales de correlacién muy intensas HN-Hn /N y sefiales de intensidades mediana

La ultima fase del proceso de obtencién de la estructura terciaria de una proteina es la
identificacién de las correlaciones de larga distancia, que contribuyen principalmente en la
determinacién de la estructura terciaria. Para ello es importante la identificacién de las regiones
de estructura secundaria: conocer los aminodcidos que forman una regidn con estructura definida
nos permite suponer que al encontrar una sefial de correlacién dentro de esta region, los

aminodcidos adyacentes mostrardn correlaciones hacia la misma regién o zonas muy cercanas;
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las seflales de correlacién aparecerén regularmente, en patrones caracteristicos, permitiéndonos
. deducir regiones de estructura secundaria que se encuentran préximas, din'giendo la bisqueda de

sefiales a las zonas adyacentes a las regiones donde encontramos la sefial de correlacién (figura

4-7).

Figura 4-7.- Esquema donde muestra el orden de las regiones de estructura secundaria el cual provoca que se
encueniren seflales de correlacion con regularidad. Obsérvese que los-aminodcidos de una hélice priximos a otra
muesira una regularidad en su cercania, por lo que se espera que los seffales NOE también aparezcan con
regularidad.
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Para encontrar las sefiales de correlacién de larga distancia, buscamos en diferentes planos
del espectro 3D (figura 4-8). En los experimentos 2D cuando dos protones correlacionan, las
sefiales forman un cuadrado; en los experimentos 3D cuando dos protones correlacionan no es tan
sencillo encontrar dichas sefiales. Supongamos el caso de una glicina préxima en espacio a una
alanina, lejanos en la secuencia. La franja de la glicina se encuentra en el desplazamiento quimico
ISNG, correspondiente al plano X y la alanina se encuentra en el desplazamiento quimico de 'SNA,
que corresponde al plano Y. En cada uno de los planos se muestran las seffales del sistema de
espin caracteristico de cada aminodcido y las sefiales debidas a la correlacién espacial entre ellos
(figura 3.2). Puede observarse en las franjas que las sefiales del espectro NOESY incluyen las del
propio aminoacido y las del aminodcido con quien se correlaciona; por ello primero deben
identificarse las sefiales del sistema de espin con ayuda del TOCSY y las seflales remanentes se
asignan como correlaciones de larga distancia. En la franja de la glicina se observan las seiiales
de este aminoAcido, las correlaciones secuenciales y tres sefiales adicionales, las correlaciones
con los protones de la alanina. El procedimiento para encontrar los aminodcides que
correlacionan utilizando los subprogramas de Xeasy, se describié en la seccién de Desarrollo
Experimental (figura3.3). Idealmente se espera que en las franjas aparezcan séﬁales de
correlacién entre todos los protones de los aminodcidos, pero no sucede asi, por que no todos los
protones se encuentran a la distancia requerida para que la seiial de NOE sea apreciable (menos
de 5 A); sin embargo, son muchos los protones que se encuentran a la distancia necesaria para

observar la mayoria de las seflales de correlaci6n.

W - o

F3 ("W
o
20 F1 (THE
® -]
F2 ('H)

Figura 4-8.- Los experimentos 3D vistos camo un canjunto de espectros 2D (planos} que se extienden a lo largo def
desplazamienio quimico del heterodtoma N 6 7C).
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La zona que presenté mayor dificultad en asignar fue la que comprenden los aminoéacidos

75-89, que muestra muy pocas sefiales. No fue posible determinar la razén por la que dicha

regidn no muestra ni siquiera sefiales de correlacién intrarresiduo; creemos que es una zona que

. carece de estructura secundaria definida, cambiando constantemente de conformacién que no

permite una transferencia de' magnetizacién. adecuada para la observacién de sefales. Sin

embargo, los éspectros con los que contamds.no son concluyentes al respecto, son necesarios mas

experimentoé para poder concluir si esta region tiene una estructura secundaria definida o no,
ademas de si correlaciona con algiin otra regién de la proteina.

El pardmetro esencial en la deten.'ninacién de la estructura terciaria de las. proteinas son las
restricciones obtenidas del experimento NOE, que al no poderse obtener con precisién, se
agrupan en tres categorias principales y a cada una se le asignan valores limite superior e inferior:
sefiales muy intensas 1.8-2.8 A, sefiales con intensidad intermedia 1.8-3.5 A o si la sefial es débil
1.8-5 A. A pesar de estas categorias, esti plenamente probado que la resolucién. de la estructura
terciaria esta dada por la cantidad de restricciones:’ méas que la precisién de las restricciones, el
numero de- é_sta.é, .-'eé la- que mejora la reschicibn de la estructura. Por ello clasificar
cualitativameﬁfe en tres grupos las distancias no afecta el proceso de obtencién de la estructura.

En ¢l caso de las constantes de acoplamiento sucede algo muy distinto. Es muy importante
medir las constantes con la mayor precisién posible, un leve cambio en la constante modifica
bruscamente el 4ngulo diedro; una gran cantidad de constantes de acoplamiento nos
proporcionara estructuras con ¢l mayor refinamiento posible. Es factible medir las constantes de
acoplamiento con una gran precisién,”® pero para ello se requicren de espectros que tengan la

mayor resoluci6n espectral posible, requiriendo éstos de un gran tiempo de equipo.

Durante los primeros calculos de las estructuras unicamente se utilizaron restricciones de
distancia (NOE) y puentes de _hidrégeno {que estabilizan las hélices y mantiene su
conformaciér). Estos cAlculos iniciales proporcionaban estructuras con hélices mal plega&as.
Este problema se resolvid utilizando valores de dngulo diedro reportados, basdndonos en los
resultados de las graficas de indice de protén que muestran las regiones de estructura secundaria,

que en el caso de la SV40 son « hélices.” 1 1
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La mayoria de las restricciones utilizadas para calcular la estructura terciaria de las
proteinas provienen de los datos de NOE y representan la distancia limite a la que se pueden
encontrar dos protones; la distancia minima entre dos protones se toma como la suma de los
radios de van der Waals. Adicionalmente a las restricciones de distancia, se introducen a los

calculos restricciones de dngulos diedros y restricciones de puentes de hidrégeno.

Se han desamrollado una gran variedad de métodos para calcular las estructuras de
proteinas a partir de las restricciones obtenidas por RMN; el objetivo de todos estos programas es
.determinar las posiciones de los 4tomos de la proteina que satisfagan las restricciones obtenidas
de los diferentes experimentos de RMN. Los datos de RMN no definen una estructura tnica,
debido a que sélo se conoce un pequefio subconjunto de restricciones (no se pueden determinar
todas las distancias, el NOE estd limitado a distancias menores a 5 A) y estas distancias
representan diferentes intervalos de valores permitidos; ademas, sélo se conocen'algunos gngulos
diedros ¥ puentes de hidrégeno. Por ello, el célculo es repetido multiples ocasiones para obtener
un conjunto de estructuras (de baja energfa) consistentes con los datos experimentales. Un “buen”
conjunto de estructuras minimiza las violaciones a las restricciones y la rafz cuadrada de la
desviacién media (RMSD), entre los miembros del conjunto.”“”’"’ 021,22

A veces el RMSD global no es una buena medida de la precisién de la estructura
calculada, ya que éste no es capaz de discriminar entre estructuras que en promedio son
pobremente reproducidas de estructuras reproducidas con precision, excepto en regiones que no
poseen estructura secundaria definida (debida al movimiento rdpido). En algunas ocasiones es
preferible medir el RMSD de amplias regiones o segmentos, tratando de abarcar la mayor parte
de la estructura. Sélo cuando se tiene un gran conjunto de datos experimentales (10 restricciones
o mis por residuo, que en una proteina de 100 aminodcidos implica cerca de {000 sefiales

asignadas) puede definirse con precision toda la estructura de la proteina y en estos casos es qtil

En la figura 4-9 se muestra la superposicién del esqueleto de las 10 estructuras con menor
energia, calculadas a partir de los datos de distancia (NOE), angulos diedros y puentes de
hidrégeno. En esta figura puede observarse la estructura general de la proteina, que a pesar de las
pocas restricciones se pliegan “uniformemente”, reproduciendo una sola estructura. Las regiones

con mayor dispersién son debidas a la falta de restricciones, el espectro no presenta muchas



dndlisiy e resuftadps y discusion i 12

sefiales para los aminodcidos de esa zona, por lo que no fue posible obtener restricciones que
determinen con precisién una estructura. El RMSD general es muy alto, producto de la gran
dispersién entre estructuras caiculadas con pocas restricciones; al determinar el RMSD de

diversas regiones por. s’_ggg_u;gdo,.obtenemos-»ivalores~muy.»bajQs_‘__cqie RMSD, que indican un
. e L CARE ] AT ey e .

plegamiento-adecuadoide 1a estructuira cg‘ l4s restricciones 'asig?'l iWLa,superposicién de las
PR L R SRR RYSTE VI SRt n!jjtif'{f_fj,,_sf [ B S SRS

estructuras,: comparando- cicrtas -regiones;~ayud6-a- identificar. facilmentes las restricciones que

S

producen_violaciones, al célculo} que; fueron corregidas” mediante la re-inferpretacion de los
espectros. -~ «- . .- A ) }“_,. 2RI

P -

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA.
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>

Figura 4-9.- Muestra la superposicién del esqueleto de las 10 estructuras con menor energia. A pesar de que min
existen diferencias significativas enfre algunas estructuras, éstas ruestran una tendencia general de
empaguetamiento de la estructura, en todoslos casos ésta tiende a compactarse alrededor en dos largas hélices
antiparalelos.
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Asi la ﬁgdm 4-10 representa la regién formada por la o« hélice que abarca los
aminoécidos 9-19 plegdndose uniformemente en las 10 estructuras calculadas, el RMSD para esta
regién es de 0.460. En la fabla 4-1 se presentan los RMSD para las diversas regiones de la
proteina con estructun? secundaria deﬁltidg{'En-los:cas_c_:s-dedashhélice_s ?—19, 24-4]1 y 89-103 se
tiene un RMSD aceptable, todos &stén pot debiajo de 1:000.4 3% 4 R

+ Ta

3

Figura 4-10.- Superposicion del esqueleto de la regiom a hélice comprendida_entre los aminodcidas 9-19; el
plegado de esta region en los 10 estructuras calculadas es uniforme, existiendo pocas diferencias entre éstas

estructuras calculadas.

Regibn' . RMSD
9- lé T 0.460
24 - 41 (.840
49-171 1.651
89-103 0.602
24-171 2.207
1-108 5.461

Tabla 4-1.- RMSD de la superposicidn del esqueleto de 10 estructuras calculadas con menor energia en las
regiones con estructura secundaria definida.
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La regién més interesante es la comprendida entre los aminodcidos 24 y 71, es la regién
més extensa en la que se determiné una estructura secundaria definida, en esta zona se encuentra
la mayor cantidad de sefiales en ¢l espectro NOE, comprobando que una mayor cantidad de
restricciones produce una mejor definicién de. la estrucmra. La reglén estd formada por dos
hélices antxparalelas Ta,] pnmer héhcc abarca‘de i oéc):,c&o;24 hastaiel‘“4l-(s1engg la segunda
hélice de la mi}ix‘cn}ra genera]) y la snglgxente‘héhcé vfa del: ammoécldo 49{hastafel [il‘ (tercera
dentro de Eitf;s_w‘fxcmra, fgura 4-11).:En un trabajo antenor; se - tratd de detertiiinarila’ estructura
terciaria fragmento 1- 135 de la SV40 pero ¢l grupo del. Dr Wagner sélo determiné-la- estructura
de los;re;sti‘ciuos 1-71 ‘encontramos que, a grandes rasgos el ﬁ'agmento l 108 consewa la
estrucm}',a &el-ﬁ‘égmento 1 -7 (f igura. {-12) por la’ canhdad de resmccl,‘c;les:getennmadas la
regién §24-7lgbw»1a que presenta un~mayor parecldo-en- aqlbas -fra_gmentos 5calculados
mdependlentemente De las 10 estructuras con ‘menor energfa;: solo 3 muestran que Ia reglén 1-23

e ST T P wal aprtly

posee gina ogcntacwn dlstmta a Ia estmctura dctennmada por el grupo de Hm?;ejentécsta regién
Y p‘ Y M

no se aSIgnaron‘m uchas seﬁa.les por* ello'fla es_tructura presenta mayor dispersién.y una baja

RN S b SRR
reproduclblllélad 'En general se observa que este fragmento presenta una gcs}gtf f ‘ :;snm]ar ala
et [y & o HE ]
determinada p é?'».%‘“?" del Dr. Wagner. ORIy -7 it
69 '70 71

Figura 4-11.- Superpesicidn del esqueleto de las 10 mejores estructuras ;zn la regicn de los aminodcidos 24-71, el
plegamiento de esta zona muestra dos largas a hélices antiparalelas.
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Figura 4-11.- Superposicion del esqueleto de las 10.mejores estructuras y.de la estructura terciaria del fragmento |-
71 de la svdl), determinado por Han Jung. En general ambas estructuras son muy similares y sélo en 3 de las
estructuras calculadas, el fragmento 1-21 posee una orientacion distinta a la calculada para el fragmento 1-7].

Las régiones amino y carboxilo terminal generalmente carecen de una estructura
secundaria definida, son zonas con una alta movilidad. En la proteina estudiada (SV40[1-108]) no
hay sefiales de correlacién de corta y/6 larga distancia (NOE) en las regiones 1 - 8, 72 - 88 y 104
- 108 y-son escasas las seflales de correlacion intrarresiduo (TOCSY); esta carencia de sefiales
provoca que no se puedan definir regiones con estructura secundaria; se cree que la alta

-movilidad de estas regiones provoca que no se definan elementos regulares de estructura.
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Conclusiones

Basados en la grafica de indice de protén y confirmando por la presencia de sefiales de
correlacién NOE de corta distanciai HN - H;. N imeﬁsas, *H,; — H;/N, ®H, — Hs2N, °H; ~
H;+ N, °H, - H.,+4N y HN - H;.;N, de. intensidades media o débil, se encontrd que el
fragmento dc la protema SV40 J[1- 108] estd formado -inicamente por a hélices,

determinando que los aminoécidos de dichas regiones de estructura secundaria son:

Hélice Aminodcidos: .-
| T 9-19 T
SR R I TSI R yorY g 3+
- R R
R S v 89103
:.' [ "!c.r

Se descarta la ;presqnma de elementos regulares de hcua plegadaa[i, ya que la gréﬁca de
indice “de protgr; n6 mucstra la tendencla dc desplazamlentos quimwos caractenstlcos
ademés de que no s¢ presentan los patrones caracteristicos de las seﬁales de conelacxén
NOE de corta distancia (carencla de seﬂales de correlacién H,N Hi N y seﬁalcs °H; ~
H;+ /N muy intensos), '

. El grupo del Prof. Wagner ha estudiado la regién 1-135 de la proteina SV40, sin haber
encontrado la estructura secundaria caﬁlpleta. Unicamente, pudieron encontrar el
plegamiento del fragmento comprendido entre los residuos 1-71, el cual es similar al de la
misma region del fragmento 1-108. Especialmente, en los residuos 24-71, las diferencias
observadas entre .estas proteinas se atnbuyen al niimero escaso de restricciones que han

sido asignadas en esa zona.

El RMSD del esqueleto de las regiones de estructura secundaria definida es bastante bajo,
lo que indica que en estas zonas las restricciones son suficientes para ajustarlas; sin
embargo, ¢l RMSD de todo el esqueleto €5 elevado, quedando pendiente su refinamiento, lo

cual seria un tema de tesis de un grado superior.
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Anexe 1

Espectros TOCSY de los 20 L-amino4cidos mas comunes. Los circulos corresponden a las

sefiales de correlacién COSY; los rombos y los circulos corresponden al sistema de espin
observado en los espectros TOCSY.
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Anexo 2

A continuacién se muestran las franjas del espéctm D ‘er-l"’N-NOESY-HSQC, utilizadas
en la determinacion de los elementos regulares de estructura secundaria y de la’ estructura
terciaria de baja resolucién, del fragmento 1 — 108 de la proteina SV40. En ellos, sélo se
muestra la asignacién de las sciiales en el eje y (que corresponde a una dunens1én de 'H);
en el programa Xeasy se designa a los protones como:

H HN
H® HA
H°, H* QA
H®, HP HB2, HR3
B QB
W, H" HG2, HG3
Ty QG
T HD2, HD3
H* QD
H HE

la designacion QB indica que Ios protones beta son equivalentes. El eje x del €spectro, es el
desplazamiento quimico de 'H que se indica debajo de cada franja; el eje z es el
desplazamiento quimico de **N indicado en Ia parte superior de cada franja.
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Anexo 3

Hoy en dia, en la determinacién de la estructura terciaria de las proteinas utilizando
RMN, el andlisis de los espectros se efectia con la ayuda de computadoras y de programas
adecuados para ello. XEASY ¢s un programa muy versatil, que nos permite manejar espectros en
2,364 chmensmnes y aSlgnar las sefiales de t‘éomlaclén a protones ¢ especfﬁcos

™ 5'.-11_,‘”'; D% B T I AT

En’ el transcurso dcl trabajo de asignacidn, las sefiales que son asngnadas se "almacenan en
un archn;o que €s.una: ‘base de datos en-la que se guarda la informacién acerca dcl plOO (al que el
pmgra.mavle asngna un’ numem) desplazamientos quimicos y:los nimeros de los, plCOS asociados
a esta correlac16n Asi.mismo,.en el programa se genera otra base'de datos que-asocia.cada pico
(su numem) con'el tipo de ‘protén asignado (HY, 1®; WP, WY, H; H®). Cuando se integra ¢l
espectro, se asocla a cada una de las seﬁales de correlacién un volumen (o érea, dependiendo de
siesun espectro en 2D 6 3D) relatwo producto de la mtensxdad de las sefales.en. el espectro

: . ,.; P P ;//,_J* ‘_’,-Pﬂ‘f‘\

Cuando se ha amgnado un numcro suficiente de sefiales se. efectﬁan célculos de prueba
que nos’ pemuten mspecclonar el plegamiento*de la proteina’ y observar sl'CXIS‘leIl errores en la
asngnacnén (esto lo sabemos por que una correlacién mal asxgnada provoca.ré: que varias
restnccmnes 1no 'S¢ cumplan,' a Jas cuales se/les’llama walacronldel cé]culo), 1o+ que nos obliga a
revisar y re-mterpnetar el especu'o 0 contmuau:on la’ asxgnaclén s és quei no;se produce’mnguna
vmlamdn, én'caso de haber amgnado todas (o cas1 todas) las sefiales’ ‘del cspectro procedcmos al
calculo, ﬁnal de la éstructura: Para ello necesitamos transformar la informacién contemda en los
archivos. generados durante Ia asignaci6n (archivos de XEASY) a un formato adecuado para el
programa que efectia los clculos (CNS); el programa que efectia la transformacién de'la base
de datos de XEASY al formato que se utilizard en CNS es CALIBA, Para poder cambiar el
formato de los archivos de XEASY. (que sélo contiene correlaciones entre numeros) CALIBA
utiliza los: :ngmemes archwos que contienen la informacién adecuada para la lransfon'naclén

g ¢

1° fust/local/xeasy/sr¢. new/ecepp lib, archivo que contiene las dlstanclas éntre 4tomos, dentro de

los mlduos de aminodcidos;” = L

2 amhlvo seq, este es un archivo que contiene la estructura primaria (secuencla) de la proteina
debe de.estar en formato de tres letras mayusculas seguido por la poswlémque ocupa dicho
aminodcido. dentro de la‘secuencia (ALA 1 MET 2CYSs3 THR 4 ARG 5. ), P

3° archivo. prot, a.rchlvo generado en XEASY que contiene la s:gulente mfomaclén del pico: #
de pico, desplazanncnto quimico en la’ dimensién adecuada, tlpo de plco (N, HN Halfa, Hbela,
ete.) y remduo ‘al que peitenece;. ’w, B T . © 3 NI

- al
T g -,‘, - ‘---._. ¥

4° archivo. peaks archivo de XEASY:c que couuene los parémetros de correlacion y los volimenes’
(o drea) de la sefial de correlacion NOE;

5° cal.cal, archivo de CALIBA con los pardmetros de calibracién necesarios para generar el
archivo que se utilizara en los célculos con CNS.

De este proceso se obtiene un archivo que contiene correlaciones entre tipos de dtomos
(p. €i., el HN del residuo 34 esta a 3.5 A del HA [alfa] del residuo 70) el cual reconoce CNS para
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calcular estructuras, plegando a la proteinas de tal forma que se¢ satisfagan las distancias
obtenidas de los espectros NOESY.,

CNS es un programa modular, integrado para efectuar miltiples tareas (cdlculo de
estructuras a partir de datos de RMN o de difraccién de rayos X, refinamiento de las estructuras,
transformacién de datos, etc.) ¥ que genera los dwcrsos archivos que necesita para efectuar la
tarea requerida.

R it e~ Ak - [

CNS pucde uhhzar una mterfase de red (archivos web manejados desde los navegadores
comunes) para generar los-archivos de entrada (archivo.inp) que contienen los pardmetros que ¢l
programa necesita -para_efectuar ‘las tareas requeridas, generando un archivo.-de salida
(archivo.ouf) que- contm;"e mformaclén global de los resultados del célculo y archwos que el
programavagenerando TR, :33 oo - ;4

D e Vo

Pa:a el calculo de estructu.ras de proteinas con datos de RMN, CNS, neces:ta de dos
archivos amuharcs arch:vo myy. archxvo _extended,pdb. El archivo mif contiene informacién
necesaria para el. programa CNS y ¢l archivo extended pdb-contiene la estructura ‘totalmente
extendida (Jineal) de la proteina, esto es porque el calculo necesita una estructura inicial y para
los primeros :célculosi es imejor comenzar de una estructura'con la geometria de:los enlaces
adecuados, pero completamente lineal para no influir al clculo. En el proceso-: de reﬁnamnento
ya se podra uullzar,‘como esu'uctura de partida, una que contenga el plegazmento calculado

' ' e o H i

Pam crear uno de los arcluvos auxiliares, obtenemos de la interfase de red el archwo de
inicio generate_mif-inp, que necesita de un archivo.seq que especifica la estructura primaria de la
proteina. Obtenido €l archivo-inp,«se inicia un caleulo en CNS de la siguiente manera; . -

P ons <  generate_mtf.inp > generate mitf.out

L ad, . =t . .
Ay - £ y o

el programa crears los archlvos generate_ mtfout y el archivo.mif.

A

Con ¢l arcluvo mif, podemos crear el otro archivo auxiliar, que contiene vila estructura
lineal de Ia protefna- (extended.pdb). Este también se genera con un archivo de entrada gbtenido
de la interfase de la red. El archivo extended.inp necesita del archivo.mif’: . :

J’*

: cns < extended.inp > extended.out
creando los archivos extended.out y extended.pdb, éste Gltimo contiene la estructura lineal,

Con los archivos de restricciones (distancias derivadas de NOE, 4ngulos diedros
derivados de constantes de acoplamiento, desplazamiento quimico, puentes de hidrégeno, etc.),
obtenidos de la interpretacién de los espectros de RMN, y estos archivos, podemos efectuar.
célculos de la estructura de Ia protefna. ™

annealing.inp es el archivo que le indica a CNS que calcule la estructura de la proteina,
considerando las restricciones guardadas en los archivos adecuados. Estas restricciones se
almacenan en forma de tablas de datos (archive.1bi), algunos de los cuales son:

Archivo con dalos de distancias, obtenidas de los espectros de efecto nuclear Overhauser:
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assign (resid # and name H3} (resid # and name H3$) dyax dmin 0.5
# son los aminodcidos que muestran la correlacién;

HS son los protones entre los que se presenta | la correlacién

Omax ¥ dmin Son las distancias entre los pm‘toﬁes determmadas del experimento NOE (la distancia
minima es de 1 8A)

o Cee s

05esla mccmdumbre dela distax'féi.a maxima.

Archivo:con datos de puem‘es de: htdrogeno, responsables de mantener la estructura secundana
los puentes. a'e k:drogeno se deducen de la'grifica de md:ce’de proton e e w R

o ~“'.a o zv'-» FEA R -
aSSlgl'l (re51d #a and name 0) (re51d #b and'name HN) 1.95:0: 35 0.35 <o
assngn (re31d #a and name Q) (re51d #b and name N) 2, 90 0 40 0.40

{ .P‘w \.-r.-\n . A s

flay #b nuevamente represenlai los axmnoécldos entre los que se establece el: puentc de
hidrégeno; en las o hélice los- puentes de hidrégeno se establecen entre el carbonilo de un
a:mnoémdo i y el:HN del ammoé.crdo i+4, por lo que #b ‘debe de cumplir con este reqmsnto

195y 2 90 son Ias dxstancnas entre los miicleos seﬁalados, -
035y 0.40 son las mcerndumbres-. ,; - :.' r .

Archiva con restricciones de dngulo diedro, estos ayudan en el plegamiento correcto de los
elementos de estructura secundaria; este archivo proporciona los dngulos diedro (¢} que se
Jorman entre el plano del residuo %a y el plano del residuo'siguiente #b:

Assign (resid #a and name c) (resid #b and name n) -
(resid #b and name ca) (resid #b and name.c)* 1.0 _—57.0 1502

1.0esun parametro que utiliza CNS

-57 es al éngulo dledro para una o héllce

15esla mcertldumbre de dlChO :ingulo o

2esun pa:émctro uullmdo por CNS." )

Para calcular las estructuras en CNS ﬁm:zaln&;s el cdma.ndo

¢ns < anneal.inp > anneal.out

El resultado de estos calculos es una familia de estructuras de la proteina, cada una de las
estructuras estard en un archivo proteinpdb. La comparacién de las estructuras generadas
durante el célculo nos permite determinar si existe una correlacidn que obligue a la estructura a
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plegarse de una manera inadecuada, lo cual produce una violacién al cilculo; de ser asi, tenemos
que revisar la asignacién que provoca la violacién y corregirla mediante la re-interpretacién del
espectro. Si no se han producido violaciones, la comparacién de las estructuras nos permite
visualizar la tendencia del plegamiento de la proteina y centrar la bisqueda de restricciones en
las regiones de la proteina que van mostrando interacciones. Por eso, necesitamos de un
programa que nos facilite la visualizacién y analisis de las estructuras; el programa Molmol se
desarrollé como una hcn-axmenta que facilita la visualizacién y andlisis de estructuras de proteina
{en formato de. archxvos ipdb). Este es un.programa muy dindmico, el cual no: sélo:facilita ia
visualizacién de la estnictura de la proteina; permite la sobreposicion de varias estructiurgs de la
proteina y calcular la’dispersién (RMSD) de la estructura global o de diferentes regiones; puede
. seleccionar dtomos y, calcular la distancia entre elIos, puede calcular superﬁc1cs de- 1sopotcnc1al
hacer gnificas de Ramachandran ete. , . .ol
N pri '4‘ {r
Para’ sobreponer. comparar -y determma: el RMSD de n estructuras debemosmuhza: los
sngmentes dos'comandos: . e

r,}.':‘.\:_ . ‘ .,._\r

Ll frﬁn‘u} SelectAtom *#1-nx-y and bb’ R .
'hll&é‘z“' ‘l . SR
nesel numerodeestmcmrasqueseqmcrencomparar(2 5, 10, etc),,,i, ToBeed oy
g‘f“"i'il Fehu
x-y indica que res;dfmé se quieren comparar (1-108, del 1 al 108,9-19, del9al 19 etc) v
.e n_ e

bb mdlca quc sélo tomc en cuenta la cadena pnnclpal (el esqueleto, backbone)

¢ - Y : : .': L

Yo T . Fit to_first ‘selected’

con este comando Molmol efectiia la sobreposmén de las estructuras en.la reglén mdlcada y
muestra la desviacién (RMSD)

En muchas ocasic_)nes deseamos estudiar una regién de la proteina y debemos esconder el
resto d¢ la misma, especialmente si queremos determinar la desviacién de una regién; si se
quiere ver unaregién de la proteina o esconder esta regién, utilizamos el comando:

u fe, -

SelectRes ‘#1-n:x-y’

y del menii de opciones se escoge la opci6n que se desea (invisible [para esconder], ribbon [para
ver la estructura en forma de cintas], etc.).

En algunas ocasiones deseamos resaltar uinicamente cierto tipo de 4tomos, lo que nos
facilita su seleccion para calcular la distancia entre- -ellos; esto lo logramos con el siguiente
comando: -

SelecAtom ‘#1-nx-y@H&'

donde H& representa el tipo de dtomo que deseamos resaltar (HN, HA, HB, CA carbono «, CB,
CO, etc.), y del menii de opciones podemos escoger la que mas nos convenga.
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