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Tabla de Simbolos

Punto Isoeléctrico

Constante de Boltzmann 1.3805 x 10-23 JK-!
Constante de Planck 4.135 667 43 x10 -15¢V s
Campo magnético aplicado

Campo magnético asociado a una radiofrecuencia
Radiofrecuencia

Numero Cudntico de Espin Nuclear

Hertz

Momento angular de espin

Numero cudntico direccional

Dalton Da = 1g/mol

Frecuencia

Frecuencia de Larmor

Constante giromagnética

Momento magnético

Diferencia de energia

Constante de acoplamiento de los nucleos AX, a n
enlaces de distancia

Proton unido a 15N

Proton alfa

Carbono alfa

Carbono beta

Nitrégeno unido a 'H



Introduccidn

A partir de 1957, ano en que se reporta el primer espectro donde se observan senales
debidas a un Dbiopolimero (Saunders 1957), la RMN ha sido pieza clave en la
investigacion del funcionamiento de los sistemas vivos. En 1982 se realiza la primera
asignacion de atomos de 'H de un biopolimero (Wagner, 1982) y en 1984 se publica la

primera estructura tridimensional determinada por esta técnica (Wuthrich 1984).

La posibilidad de enriquecer a los biopolimeros con isétopos activos en RMN, 15N y 13C, el
uso de campos magnéticos mas intensos, mayor capacidad de coOmputo, entre otros
avances; permitio el desarrollo de la RMN multidimensional y heteronuclear!. Con ello se
incremento el tamano de los biopolimeros con los que se trabaja hasta 900kDa.? Hoy en
dia no solo se obtienen estructuras tridimensionales; también se realizan estudios de
cinética, dinamica y termodinamica de las interacciones entre biopolimeros, monitoreo de

cambio conformacional, entre otros.3

El tema que nos atatie es la amiloidosis por cadenas ligeras de inmunoglobulinas (AL),
que es una patologia causada por errores de plegamiento de cadenas ligeras, esto provoca

la formacion irreversible de agregados fibrilares insolubles llamados amiloides.*

Las cadenas ligeras son una de las dos subunidades de la estructura bdsica de los
anticuerpos. La otra son las cadenas pesadas. Las cadenas ligeras poseen dos dominios, el
dominio variable (Vi) y el dominio constante (C1).5 La secuencia de Vi, es muy variable,
ello debido a procesos de recombinacion génica y de mutaciones somaticas. La
variabilidad se concentra especialmente en las regiones determinantes de

complementariedad, CDRs.

La AL es una “enfermedad conformacional”, generalmente causada por la agregacion
amiloide de un fragmento de cadena ligera, que comprende solamente el dominio

variable (Vi), o éste y una pequena porcion del dominio constante, Ci. El uso de

1 Wutrich, 1990

2Keeler, 2005

3 Wutrich, Nobel Lecture, 2002
4 M. Chanez-Cardenas, 2002

5 ldem



mutagénesis sitio dirigida, ha permitido demostrar que cambios en ciertas posiciones de

la secuencia, que parecen ser criticas para la estabilidad de Vi, favorecen su agregacion.®

Para monitorear la estabilidad de Vi, se realizé la asignacion de 'H, 13C y 15N de 6aJL2,
un dominio variable recombinante, derivado de los conjuntos de genes 6a y JL2. Este se
compone de 111 aminodcidos, tiene un peso molecular de 11.952kDa y el pl que
presenta es de 5.1. Los resultados se compararon con los datos reportados de
6aJL2(R25G) (Guti¢rrez-Gonzdlez, 2007), que es el mismo dominio variable 6aJL2, con
una mutacion en R24 (R25G).

El Objetivo, el Desarrollo Experimental, el Andlisis de Resultados y las Conclusiones;
integran por si mismos la totalidad de este trabajo. Sin embargo es necesario un
panorama general de la técnica que se utilizd para el Optimo seguimiento de éstos, ello se

resume en los Fundamentos Tedricos.

En el Apéndice A se incluye la definicién de algunos Conceptos Basicos que son
indispensables para el desarrollo del capitulo Fundamentos Tedricos. En el Apéndice B se
describe el contenido de los textos de procesamiento que se utilizan para manipular los
FID's en el programa nmrPipe, y en el Apéndice C estdn las instrucciones basicas para la

interpretacion de experimentos 2D y 3D en el programa CARA 1.8 (Wiithrich, 2007).

Asi, este trabajo pretende ser una primera referencia para la interpretacion de espectros
3D.

6 M. Chanez-Céardenas, 2002



Objetivos

- Obtener los siguientes espectros:
I5SN HSQC,
13C HSQC,
HCCH TOCSY,
I5N TOCSY HSQC y 15N NOESY HSQC,
HNCA y HNCOCA
HNCACB y CBCACONH
HNCO y HNCACO.

- Sistematizar la manipulacion de los experimentos, mediante la creacion y

optimizacidn de textos de procesamiento en el programa nmrPipe.

- Asignar las senales de 'H, '3C y 15N de los 111 aminoacidos, sistemas de espin,

que conforman la secuencia de 6aJL2.

- Comparar la estimacion de la estructura secundaria, obtenida mediante un
analisis estadistico en el programa CSI (Wishart, 1994), con la estructura
tridimensional de 6aJL.2(P7S) obtenida por Difraccion de Rayos X (Dra. Rodriguez.

Comunicacidén Directa).

-  Comparar los desplazamientos quimicos de 6aJL2 con los que presenta

6aJL2(R25G) (Gutiérrez-Gonzalez, 2007).

- Determinar qué residuos estdn involucrados en el fendmeno de fibrilacion de

6aJL2(R25G).



Fundamentos Tedricos

Los nucleos poseen un momento angular de espin, S. Algunas consideraciones de la mecanica cudntica
muestran que, como muchas otras cantidades atdmicas, la magnitud del momento angular de espin esta
cuantizadal:

szzl,/l(l 1)

T

Ecuacion 1
donde 7 es la constante de Planck e /es el numero cuantico del momento angular de espin, o espin nuclear.
El espin nuclear es una propiedad que presentan las particulas subatomicas, cuyo valor puede ser un
numero positivo, entero o semientero. En el caso de los nucleos que estudiaremos (H, 13C y 15N), 7es igual
a V2 (Ver Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Propiedades Nucleares de algunos Isétopos RMN activos?2

Los nucleos cuyo espin nuclear es cero, no son activos en RMN. La tabla presenta algunos parametros de tres
isétopos con espin Yz que son utilizados para experimentos con biopolimeros.

Isétopo Yy x 107 voa 11.74T Abundancia Sensibilidad
I= Y% (rad T-1s-1) (MHz) Natural (%) Relativa @ Absoluta b
'H 26.75 500.0 99.98 1.0 1.0
13C 06.73 125.7 01.11 1.6 x 102 1.8x 104
I5N -02.71 050.7 00.37 1.0x 103 3.8x 106

a Sensibilidad Relativa a un campo constante para igual numero de nucleos
b Producto de sensibilidad relativa y abundancia natural

El momento angular de espin, S, estd asociado con un momento magnético y. Ambas son cantidades
vectoriales y son directamente proporcionales3:
H=YyS
Ecuacion 2
El factor de proporcionalidad y es una constante que tiene un valor para cada nucleo, se le llama constante
giromagnética y la sensibilidad de deteccion en experimentos de RMN depende de ésta. Los nucleos que
poseen un valor de y grande, se observan mas facilmente que los que poseen valores de y menores (Ver

Tabla 1.1).

Si combinamos ambas ecuaciones, se obtiene que el valor del momento magnético y se puede expresar

como:

! Friebolin, 1998
2 Wiithrich (1986)

3 ldem
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Ecuaciéon 3
En ausencia de un campo magnético externo Bo, a las distintas orientaciones de los vectores S se les asocia
el mismo valor de energia. En un experimento de RMN, la muestra en estudio se expone a un campo
magnético Bo durante algunos segundos. Bajo la influencia de Bo, el espin nuclear es polarizado (Ver Tabla

1.1). Esto provoca que S se oriente:

SzzmL
27

Ecuacién 4

Donde S, es la componente en el eje z del momento angular de espin y m es el numero cuantico direccional

que es igual a:

Ecuacién 5
Entonces existen 2(1) + 1 valores de my por lo tanto 2(I) + 1 orientaciones de S, En este caso, donde 7/vale

2, existen dos orientaciones, m = Y2 y m = -2, (Figura 1.1).

Figura 1.1 Desdoblamiento de los niveles
(o) energéticos debido a la presencia de un campo

magnético externo, B, La diferencia de

energia, AE, esta en funcion del tamafio de By,

Asi, algunos nucleos, un poco mas de la mitad, se orientan a favor del campo (m = +Y%2 ) y los restantes en
contra de este (m = -%2). Esta diferencia poblacional puede calcularse mediante la distribucion de

Boltzmann que se define en la siguiente ecuacion:

Ecuacion 6
Donde Nq es la poblacion de espines en el estado de menor energia (m = +%2) y Np es la poblacion de
espines en el estado de mayor energia (m = -'2), kg es la constante de Boltzmann y T la temperatura

absoluta. AF es la diferencia de energia entre el estado de mayor energia y el de menor.



Debido a que existe un mayor numero de espines orientados a favor del campo magnético Bo, se provoca
una magnetizacion macroscopica neta, M, que se orienta en direccion de Bo.

Si combinamos las ecuaciones (1) y (4), obtenemos la componente zdel momento magnético:

H, =My L
2r
Ecuacién 7
La energia de un dipolo magnético (espin nuclear polarizado) en un campo magnético Bo es:
E=-u,B,
Ecuacién 8
Asi, la energia de los estados posibles para un nucleo con 2/ + 1 orientaciones es:
E=-mB, .-
2w
Ecuacién 9

Entonces, la diferencia de energia entre dos niveles de energia consecutivos es:
h
AE =B, —
2r
Ecuacién 10

Ademas, la absorcion de energia necesaria para pasar de un nivel de menor energia a otro de mayor (AE),

esta asociado a una frecuencia:

hvo =AF
Ecuacion 11
entonces,
By
Vo =—
27
Ecuacién 12

a esta frecuencia se le conoce como frecuencia de resonancia o frecuencia de Larmor. La muestra, que

continua expuesta al campo magnético Bo, es irradiada con uno o varios pulsos de radiofrecuencias (7.

Si se aplica un pulso de rf de 90° sobre el eje x, se origina la rotacion de M en el plano x,y, perpendicular a
Bo. Dicha magnetizacion sobre el plano x,y precesa bajo la influencia del campo magnético estatico Bo en
la frecuencia de resonancia (o frecuencia de Larmor) Vo, ¢ induce una corriente eléctrica en una bobina de
deteccion. Esta corriente eléctrica es la observacion primaria en un experimento de RMN. En la Figura 1.2

se esquematiza un equipo de RMN y se sefiala con una flecha la bobina de deteccion.

Como el sistema tiende a regresar al estado de equilibrio termodinamico, con la magnetizacion paralela a
Bo; la magnetizacion sobre el plano xy decae con el tiempo, a este hecho se le llama decaimiento libre de la

induccion, FID (free Induction Decay), y es adquirido durante un periodo de tiempo aproximado de un

9



segundo. Dicha secuencia se repite n veces, de tal forma que los n FID's se suman para obtener una senal
considerablemente mds grande que el ruido. Entonces, se aplica una transformada de Fourier a estos FID's

y se logra un espectro de RMN (Figura 1.3).4

Detalledela . Tubo
insercion de Lt
' muestra
Amplificadores 1 p ;‘"Tﬂ; | mee i‘qunda ‘;
Transmusores s | ! hRR
Receptor N .,.«”'\-B-"'I‘J*- —
\ N |
L ______ Detallede
[ 7 “.la sonda
AT 3 T 3
L AP
8 . \
L | f

Figura 1.2. Esquema general de un Equipo
de RMN. Se sefialan los componentes basicos
del equipo y con la flecha roja se sefiala la

hnhina Aa AatarriAn

= | A
— Ordenadorf 3 f A

nda

[F’re:amph |cad.orcc|

Los experimentos en una dimension, F(t1), se representan como un grafico de la intensidad de absorcion en
el eje vertical contra la frecuencia en el eje horizontal®. Las frecuencias de absorcion son diferentes para
cada nucleo, aunque se trate del mismo tipo de dtomo, porque dependen no sélo de las contribuciones de
Bo, sino de las que el momento magnético, U, de nucleos vecinos puedan tener. Este fendmeno le da sentido
a la RMN como una técnica de caracterizacion y es el fundamento del desplazamiento quimico (Apéndice

A. Conceptos Basicos).

Dominio del
Tiempo

Tiempo —0m07m78M ——

]

Transformada
de Fourier

Dominio de la
Frecuencia

Figura 1.3. Los FID’s son adquiridos en el dominio del
tiempo. Posteriormente se aplica una transformada de
Freewenca — . Fourier y se obtiene una sefial en el domino de

frariancia:Frrarl Marecadnr nn dafinidn

4 Wutrich, 1998

5 Keeler, 2005
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Experimentos 2D

La obtencion de experimentos de RMN en dos dimensiones, 2D, se representa en el siguiente esquema

general (Figura 1.4):

Evolucion Deteccion
fo —»

t1 -

Figura 1.4. Secuencia general de
pulsos para la obtencién de un
experimento  en  2D.jError!

Preparacion Mezclado

El analisis de la obtencidon de éste involucra conceptos como el de coherencia, que definiremos por
conveniencia como magnetizacion transversa sobre el eje xy. Esta definicidn se amplia en Conceptos

Basicos (Apéndice A).

Describiremos el esquema anterior como sigue. El periodo de preparacion es el momento en el cual M, que
hasta ese momento se encuentra paralelo a Bo, es irradiado con un pulso de 90° sobre el eje x; generando
una magnetizacion transversa sobre el plano xy (coherencia cudntica simple). Este periodo suele ser una
coleccion de pulsos y tiempos de espera un tanto mas complicada. Por ejemplo, puede ser una secuencia de

pulsos que genere coherencia cudntica multiple (Apéndice A).

Durante el periodo de evolucidn, ti, no se aplica pulso de rf, tampoco es un tiempo de deteccion, y es
incrementado sistematicamente en una serie de experimentos separados (Figura 1.5). La coherencia

presente en este periodo no es observada, solo se “almacena” la informacién que se genera.

Después sigue el periodo de mezclado, durante el cual la coherencia presente al final de ti1, es convertida
en una senal observable que puede ser obtenida durante el periodo de deteccion, t2. Durante el tiempo de
mezclado, la magnetizacion de un espin es transferida a otro espin a través, por ejemplo, de acoplamientos
escalares, segun sean estas transferencias; sera la informacion contenida en el espectro. Asi, el proceso de

adquisicion de un espectro de dos dimensiones se ilustra en la Figura 1.5.

t
I T

I | A1) I- -..’? “
| | 24, | |— fo—=
Figura 1.5. Proceso de adquisicion
| | 3A, I—I— t2 —  de un espectro 2D. 1




Primero t; es cero; la secuencia de pulsos se ejecuta y el FID es grabado como una serie de puntos. Esta
coleccién de datos se conoce como el primer incremento de ti. Después, t; es igual a Ar; una vez mas la
secuencia es ejecutada y los datos son almacenados en la memoria del procesador. Esta coleccion de datos
se conoce como el segundo incremento de ti. El proceso es repetido con t; = 2Aq, t;= 3A; ... hasta que se
obtiene un numero suficiente de incrementos de ti. Es posible representar esta coleccion de puntos como
una matriz; el primer renglén es el valor de t2 para t:=0, el segundo renglon es el valor de tz para t1 = Ay,
el tercero para ti= 2A; y asi sucesivamente. Esta coleccion de datos en dos dimensiones es una funcion en

el dominio del tiempo que se expresa como D(t1 , t2).

El t2 es almacenado en tiempo real, justo como se hace en los experimentos de una dimension. Asi, para la
obtencion de experimentos 2D, es necesario aplicar una transformada de Fourier en el dominio de t; y una
segunda para el domino de tz, de tal forma que la funcion D se transforme a una nueva funcion G en el

dominio de las frecuencias G(fi , f2 ) (Apéndice B).

Los experimentos 2D se grafican en tres dimensiones; el plano xy son las frecuencias (Fi, F2) del par de
atomos acoplados y z es la amplitud de la senal (absorcion). Para que la interpretacion sea mas facil, los
espectros de dos dimensiones se grafican como curvas de nivel, de tal forma que los espectros sean de dos
dimensiones y las senales se definan como picos de interseccion (nucleos acoplados) entre ambas

dimensiones. A continuacion se describen los experimentos que se utilizaron en este trabajo:

15N-HSQC

El experimento N HSQC es un experimento de dos dimensiones utilizado para observar la correlacion de los

desplazamientos quimicos del heterodtomo 5N y de 'H, a un enlace de distancia, debida a un acoplamiento

escalar. En la Figura 1.6 se muestra dicho espectro y se senalan las componentes de la interseccion. Se observa

que el desplazamiento quimico de 7.5ppm en la dimension de 'H, es modulada por una frecuencia en

124.3ppm que corresponde al desplazamiento quimico del 5N al cual esta acoplado.

’ @525 @" vis @"Eu b i124

@m TI7 @N N72 @W Ve i
@'Nf@réﬁ: I @N Q3s . , )

125

8 . @

v
FCH/N V34 N V110
@’ 4HiN Y94 @N AB7
Y @

e L
178 ' L127
o ! -
@N 1z0 /N T46 [
' @n L76 .
128

oo o [ Figura 1.6. Espectro >N HSQC en el que

@< ', Se seflala con lineas amarillas los

. desplazamientos quimicos de un *H" y °N

1 L, Qque estan qcoplados, formando el pico de
9.75 9.50 9.25 9.00 8.75 8.50 8.25 8.00 7.75 7.50 la interseccion.

[126
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I3C~-HSQC
El experimento 13C HSQC es un experimento de dos dimensiones utilizado para observar la correlacion de los
desplazamientos quimicos del heterodtomo 3C y de 'H, a un enlace de distancia, debida a un acoplamiento

escalar.

En la figura 1.7 se muestra una secuencia de pulsos del experimento HSQC. En este, primero se transfiere
magnetizacion del espin I, que es el de 'H, al espin S, que puede ser 13C ¢ 15N, usando el mismo método que
en el experimento INEPT (Apéndice A). La magnetizacion del espin S se desarrolla durante t1, tiempo en el
cual se reenfoca el acoplamiento. Después, esta magnetizacion es transferida nuevamente al espin 1. Dicha
magnetizacion estd en antifase, asi que es necesario aplicar la secuencia retro-INEPT para ponerla en fase. Se
dice que la magnetizacion esta en antifase cuando se encuentra sobre el eje —y, y que esta en fase cuando esta

sobre el eje y.

Finalmente se desacopla Sy se observa 1.

4

I E—

<1—A—r>=<: :>--!<‘I—E—|>-

Figura 1.7. Secuencia de pulsos de una correlacién heteronuclear usando el experimento HSQC. Primero se aplica un
pulso de preparacion sobre el espin I. La magnetizacion de | es transferida al espin S usando una secuencia INEPT,
periodo A y B. La magnetizacion de S se desarrolla durante t; tiempo en el cual se reenfoca el acoplamiento.
Finalmente, dicha magnetizacion es transferida a |I. Durante el periodo E, que es un eco de espin, la sefial, que esta en
antifase. se pone en fase v entonces puede ser observada desacoplando S.

Los experimentos de dos dimensiones han demostrado ser una de las aportaciones mas importantes en RMN
de alta resolucién. Sin embargo, para proteinas con masas moleculares mayores a 10kDa, este incremento en
la resolucidon es insuficiente. Esta limitacidon se ha superado incrementando el numero de dimensiones,
frecuencias, para un mismo espectro. Los fundamentos que se han expuesto para explicar experimentos 2D,

se extienden para espectros de n dimensiones.
Experimentos 3D

La secuencia de pulsos de un experimento de tres dimensiones, 3D, es una combinacion de dos secuencias de

pulsos de experimentos 2D, como se muestra en la Figura 1.8:

13



preparacion | evolucién | mezcladeo | addguisicién oD
2D preparacion | evolucicn | mezclado | adquisicidn

i combinacidn
t Figura 1.8. Esquema de las partes

t
1 2 .
preparacion | evolucién | mezclado | evolucion | mezelado | adquisicién que componen la secuencia de pulsos

de un espectro 3D.
3D

En experimentos de tres dimensiones, la senal es adquirida durante un tiempo de adquisicion tz, como
funcidén de dos tiempos de evoluciodn, t1 y tz, los cuales se incrementan independientemente. Este proceso
genera una matriz de tres dimensiones en el dominio de tiempo, a la cual se le aplican tres transformadas de

Fourier. Obteniendo como resultado las correspondientes dimensiones de frecuencia Fi, F2 y Fs.

Figura 1.9. Conjunto de espectros 2D
que forman un espectro en 3D.

El espectro puede ser representado como un cubo tridimensional, pero el analisis de espectros de tres
dimensiones se realiza en planos de dos dimensiones extraidos del cubo, como se muestra en la figura 1.9. En
este caso, los planos del cubo pueden ser observados como una coleccion de espectros en dos dimensiones (Fi,

F2) separados por interacciones a través de la dimension Fs.

Existen dos tipos de experimentos 3D; aquellos que se forman a partir de dos experimentos 2D, y aquellos que
combinan transferencias de magnetizacion a través de acoplamientos escalares, ¢ a través de acoplamientos
dipolares de tres diferentes nucleos; experimentos de resonancia triple. Los tres siguientes corresponden a los

que se forman a partir de experimentos 2D y los restantes al segundo caso.

15N TOCSY~-HSQC

El experimento N TOCSY-HSQC es un experimento en tres dimensiones donde es posible obtener la
informacién convencional de un espectro TOCSY, con la variante de que posee una tercera dimension del

desplazamiento quimico de '5N. Asi, en un plano se observa la correlacion 'H — 15N que corresponde a las
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amidas de los enlaces peptidicos (15N HSQC) y en un segundo plano se observa la correlacion 'H — 'H de una

cadena continua de acoplamientos (TOCSY) (Figura 1.10). A continuacion se describe el experimento TOCSY.

H —H

B
HH\

| | | | | Figura 1.10. Modelo de la transferencia de
H D H 0 magnetizacién de un espectro N TOCSY
HSQC.

TOCSY, por sus siglas en inglés Total Correlation Spectroscopy, es una técnica que se conoce también con el
acréonimo HOHAHA (Homonuclear Hartmann-Hahn). En esta técnica se utiliza un proceso de mezclado
isotropico (Apéndice A) para transferir magnetizacidon en fase a través de acoplamientos escalares fuertes.
Como resultado de este proceso, la magnetizacion puede ser transferida a través de varios acoplamientos
durante el periodo de mezclado. El cruce de interseccion es generado por interacciones entre los protones del

sistema. En la Figura 1.11 se muestra la secuencia de pulsos.

T
_-mlx._h

t-| - t2 —

Figura 1.11. Secuencia de Pulsos del experimento
TOCSY. La parte medular de esta secuencia es el
periodo del mezclado isotrépico, indicado por el
rectangulo de color gris, en el cual se transfiere
A B magnetizacion entre espines que estan conectados
mediante una cadena continua de acoplamientos.

En ésta, primero se aplica un pulso de preparacion que transfiere la magnetizacion al eje xy, dicha
magnetizacion evoluciona en un lapso de tiempo ti. Entonces se aplica un segundo pulso de 90° y asi se excita
un tipo de protén determinado, (THN), en este caso el protén de amida del enlace peptidico. Durante el
periodo de mezclado, se aplica el “spin lock” (mezclado isofrdpico), que va del punto A al B, y asi la
polarizacion es transferida, del 'H de amida, al resto de los protones en el sistema de espin o cadena de
nucleos acoplados. Por lo tanto, en el periodo de adquisicion se obtienen sefiales de cada cadena de protones
acoplados; a dicha cadena se le conoce como sistema de espin. El mecanismo del spin lock resulta complejo,
asi que solo diremos que durante su aplicacion los nucleos experimentan un campo magnético débil, By,
debido a una rf Asi que la diferencia entre desplazamientos quimicos es muy pequena y el acoplamiento
escalar domina la posicion de las senales. Esto resulta en una mezcla de estados de espin que permite la
transferencia de polarizacion. Entonces, cuando un 'H en particular es excitado selectivamente; la
polarizacion se transfiere a todos los protones del sistema, no solamente a aquellos que presentan

acoplamiento escalar directo con el 'H inicialmente excitado.
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l
H—C—H

e T_ g M Ju— T
| I Figura 1.12. Modelo de la transferencia de
H H O H ™H O magnetizacion de un espectro TOCSY.

15N NOESY-HSQC

El experimento 15N NOESY-HSQC es un experimento de tres dimensiones que, al igual que el experimento
I5N TOCSY-HSQC posee una tercera dimension del desplazamiento quimico de 5N asociado con el 'HN de la
amida que se esta observando (HSQC). En un espectro NOESY las seniales son generadas, no por transferencia
de coherencia a través de acoplamientos, sino por relajacion cruzada (Apéndice A). Una de las
manifestaciones de esta relajacion es el Efecto Nuclear Overhauser (NOE). Entonces, para nuestro estudio,
una senal NOE indica relajacion cruzada de dos espines, el espin A y el espin B, por lo que éstos que estar

razonablemente cerca en el espacio, a menos de 5A (Acoplamiento Dipolar).

Como en todos los espectros homonucleares; el NOESY presenta una diagonal sobre el plano 'H, 'H, debida a

que las sefiales de un mismo nucleo aparecen en las dos dimensiones, como se muestra en la Figura 1.13:

()

lm,
\

Figura 1.13. Diagrama de un espectro
homonuclear donde se muestra la diagonal
® »B debida a que los ndcleos A y B, se encuentran en

ambas dimensiones. Las sefiales X son sefiales
NOE debidas a intersecciones de relajamiento de
wB wd T, los nlicleos A 'y B (acoplamiento dipolar).

Entonces, en un espectro NOESY se observa:
- Ladiagonal (AA).
- Picos de interseccion de dtomos que ademas estan acoplados escalarmente (A-C-B, 2Jap).

- Picos de interseccion de 4tomos a menos de 5A de distancia (acoplamiento dipolar).

Por tanto, en el experimento NOESY se pueden observar las senales del experimento TOCSY, y senales NOE,

que se definen como senales debidas a acoplamientos dipolares. Esto se muestra en la Figura 1.14:
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Figura 1.14. Franjas, S9-S11, del espectro N HSQC TOCSY (A), donde se observan sefiales debidas a una
cadena de acoplamientos. Mientras que en el espectro >N NOESY HSQC (B), ademas se muestran sefiales NOE
que correlacionan con las sefiales del residuo anterior.

La secuencia de pulsos de un experimento NOESY de 2D se describe como sigue (Figura 1.15). Inicialmente,
la magnetizacion se encuentra sobre z, ya que se esta aplicando un campo magnético Bo, al aplicar el pulso de
90° sobre x, la magnetizacion se encuentra ahora sobre el eje y. Durante el intervalo de tiempo ti, que es
incrementado como se describid para espectros 2D, la magnetizacion precesa sobre el plano xy. El segundo
pulso de 90° sobre X, pasa la componente de la magnetizacion sobre el eje y al eje z. En el tiempo de
mezclado, T, el sistema sufre una relajacion y al mismo tiempo algunas componentes de la polarizacion son
transferidas del espin A al espin B y viceversa. Este proceso se conoce como relajacion cruzada o polarizacion

cruzada.

f1 --I-l— T —»

Figura 1.15. Secuencia de pulsos NOESY. Durante t;, la magnetizacion transversa
evoluciona de acuerdo con la fase. Esta magnetizacion transversa es rotada al eje z
durante el segundo pulso. Durante el tiempo de mezclado, el cruce de relajacion,
magnetizacién en z, es transferida a otros espines. El pulso final rota la
magnetizacion en z, al plano transverso xy, para que la sefial pueda ser detectada.
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HCCH-~ TOCSY

(TH- 13C-~ 13C — H total correlation spectroscopy)

Este experimento es analogo al espectro en tres dimensiones 13C TOCSY HSQC, que se describiod
anteriormente, solo que ademas transfiere magnetizacion de 13C a otro 3C. Ello se logra utilizando tres
pasos de transferencia de magnetizacion; primero de 'H a un enlace de distancia de 13C, por acoplamiento
escalar cuyo valor de constante de acoplamiento es Jcu = 140Hz, después de 13C vecino a 13C via el
acoplamiento escalar donde !Jec = 32 - 40Hz, y finalmente de !'3C nuevamente a 'H por acoplamiento

escalar.

H—C—H
I e HCCH-TOCSY
H—C—H G
| i Figura 1.16. Modelo de Ila
_N_CI:_(I:I: —N—( '~.._‘|3_ P T transferencia de magnetizacion en el
NI 2. H' - H - H - experimento HCCH TOCSY.
Resti -1 Rest i

En la Figura 1.17 se muestra la secuencia de pulsos para este experimento. Después del periodo de
evolucidn, t1, la magnetizacion en 'H es transferida a 13C utilizando una secuencia INEPT (Apéndice A). La
magnetizacion en 13C, que esta en antifase, es reenfocada durante los intervalos &1, y esta evoluciona
durante el segundo periodo, tz, bajo la influencia del desplazamiento quimico de '3C. El pulso de 180°

anula el efecto del acoplamiento, H- 13C, durante el periodo t2 y otro pulso de 180°, de baja potencia en la

frecuencia de resonancia del carbonilo (13CO), elimina el acoplamiento CO-~ Ca. Al final del periodo de

evolucidn tz, un pulso corto, aplicado a lo largo del eje x, desenfoca toda la magnetizacion en 3C que no
esta paralela al campo magnético Bo. El subsecuente periodo de mezclado isotrdpico, transfiere la
magnetizacion remanente de '3C a sus vecinos. Finalmente, una secuencia inversa de pulsos INEPT, envia
la magnetizacion en 13C a los protones, 'H, que estan unidos a dicho nucleo y que son detectados durante
ts.

%Ny, 180, 90, 180 180, 90, 180,
1 ' ACQ.{t5)
2 N | |11
'. Vo
180, : 180y, 90 L 180y 180, 90, 180\
B n-ﬂ T T t'f2:61: l,ﬂ“ﬁl SU DIPSI, 62162 'r-“r WALTZ
Figura 1.17. Secuencia de
1% pulsos del experimento HCCH
Bog ] TOCSY.
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Experimentos de Resonancia Triple

Los experimentos de resonancia triple son utilizados para llevar a cabo la asignacion secuencial de
proteinas largas; aquellas cuya masa molecular sea mayor de 10kDa, aunque este limite no restringe el uso
de estos experimento en péptidos mas pequenos. Estos experimentos son llamados de resonancia triple
porque se observan tres diferentes nucleos (TH, 13C, 15N). Como es de suponerse, estos experimentos son

hechos en proteinas doblemente enriquecidas (13C, 15N).

La ventaja mds importante que presentan los espectros de resonancia triple es su simplicidad. Contrario al
traslape que presentan los espectros homonucleares; los espectros de resonancia triple contienen muy
pocas sefiales en cada frecuencia; a menudo solo una, esta es la razon principal del por qué las proteinas de

mas de 10kDa pueden ser asignadas con experimentos de resonancia triple.

Sin embargo, las coordenadas de diferentes aminoacidos, claramente separadas en una frecuencia (1°N),
pueden ser accidentalmente idénticas en las otras (degeneracion de seniales). En la Figura 1.16 se muestra
un ejemplo de seniales degeneradas en un espectro HNCA. Asi, la adecuada conexion entre aminodcidos es

el problema principal en la asignacion de senales en espectros de resonancia triple.

H99 513
121.44 119.34

'

S

=

==

e

Figura 1.16. Franjas del espectro HNCA donde
se observa degeneracion de sefiales, lo que
significa que estas son independientes entre si,
pero que presentan el mismo desplazamiento
auimico en ¥*C.
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Otra ventaja de los espectros de resonancia triple es su alta sensibilidad, la cual es causada por una

eficiente transferencia de coherencia. Esta es transferida via un acoplamiento o dos como se muestra en la

Figura 1.17:
13
C,
35 Hy
13 13 g~ 130 Hz
C B HB_ C i Hﬁ
35z I3 Mz

13 Az 13 AR N -11H; 13 s5H; 13
C”_ 1 C, :N 11 H, C{L 55H C,
T I N (L

<l Figura 1.17. Valores de las Constantes de
H HN ll Acoplamientos a uno y dos enlaces de
o o distancia, 'J y %J.

Por lo tanto, los tiempos de transferencia y los periodos de relajacion son mas cortos que en los
experimentos homonucleares.

Nomenclatura de los Experimentos de Resonancia Triple

Los nombres de los experimentos de resonancia triple son muy descriptivos, estos se asignan con el
siguiente parametro: los nombres de todos los nucleos que estdn siendo usados para transferir
magnetizacion durante el experimento estan listados en el orden de uso, poniendo entre paréntesis los
nombres de los nucleos que son usados solo para transferir coherencia y sus frecuencias no son detectadas.

A continuacion se describen los espectros utilizados.

HNCA y HN(CO)CA
Los experimentos HNCA y HN(CO)CA correlacionan los espines de los atomos de ™HN | 15N y Ca que se
encuentran en el esqueleto de la proteina. El HNCA correlaciona el "HN y 15N de cada amida con el carbono

alfa del intra residuo, Ca, y el carbono alfa del residuo anterior, Ca-1, como se muestra en la Figura 1.18:

R R
HNCA |
H—C—H
TN 15 13 -
HY - "N, - " —N+
HY BN - P | Figura 1.18. Modelo de la transferencia de coherencia
i i i-1 H H O - 1, N .
1 1 en el experimento HNCA. ElI "H™ es excitado y
NH NCa transfiere la coherencia, via acoplamiento escalar a
e A1 Resti-1 Resti un enlace de distancia 'J, al *°N. Posteriormente, éste
transfiere la coherencia al Ca mediante *J y a Ca-1
Ut Zdnco-t por medio de acoplamiento escalar a dos enlaces de
distancia °J.
-92Hz 7Hz
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Mientras que el HN(CO)CA correlaciona el THN y 15N de cada amida solo con el carbono alfa del residuo
anterior, Ca ~1. En este ultimo, la coherencia es transferida de 15N a 13CO y de este al Ca-1 (Figura 1.19).
Entonces, con el experimento HN(CO)CA se asigna la senal debida al Ca-1 en el espectro HNCA (Figura
1.20).

HN(CO)CA

Figura 1.19. Modelo de transferencia de coherencia

NN ot del experimento HN(CO)CA. En éste se transfiere

i i o coherencia via acoplamientos escalares a un enlace

de distancia, J, entre el >N y el *CO, luego entre el
BCOyel Ca-1.

JINH JINico) J(cojca

Resti-1 Rasti

-92Hz -15Hz 55Hz

En la Figura 1.20 se muestra una franja del experimento HNCA y HNCOCA donde se observa como se lleva

a cabo la secuenciacion. Este punto se ampliara en el Desarrollo Experimental.

521 c22 T23 R24 525 526
120.00 120.71 122.77 129.39 123.89 114.64
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s
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@ 5_51 Figura 1.20. Franjas del espectro HNCA y
@ ! @ @ . HNCOCA de S21-S26. En HNCA (arriba)
t52 se sefiala la secuenciacion con una iifea

¢ [; amarilla y en HNCO se muestran los
- espines Ca-1.
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Para los experimentos de Triple Resonancia sdlo describiremos la secuencia de pulsos del HNCA, ya que
resulta ilustrativa para entender, de manera general, como se adquieren e interpretan este tipo de

experimentos (Figura 1.21).

R 7% i X

Figura 1.21. Secuencia de Pulsos
_ del experimento HNCA

En ésta, primero se transfiere magnetizacion del THN, al 15N via una secuencia INEPT. De esto resulta una
magnetizacion de 5N que esta en antifase. Durante ti, el desplazamiento quimico de !N evoluciona, los
acoplamientos escalares entre el 15N y el THN, 13Ca y 13CO son eliminados mediante el pulso de 180° a la
mitad de ti1 que permite reenfocar el acoplamiento. Durante el periodo de evolucion tz,la magnetizacion en
I5N estd en antifase con respecto a los 13Ca con los que esta acoplado. En este punto sélo evoluciona el
acoplamiento 'H~15N, la duracion de tz depende del tiempo necesario para que al finalizar 15N esté en
antifase ahora con 'HN. La evolucion del acoplamiento escalar con 13CO es reenfocado con el pulso de 180°
a la mitad del periodo de evolucion tz. Asi, los componentes relevantes en este tiempo es la transferencia de
coherencia del intra e interresiduo por acoplamiento escalar 15N - 13Ca y 15N - 13Ca-1. El pulso de 90°
aplicado posteriormente a THN y 13Ca provoca que exista coherencia multiple en los tres espines; 'HN — 15N
— I3Ca. Durante el siguiente periodo de evolucion tz, los desplazamientos quimicos de 'HN y 15N son
reenfocados con un pulso de 180° aplicado a ambos nucleos. Entonces, la evolucién de la coherencia en los

tres espines no evoluciona bajo la influencia de los acoplamientos escalares.

HNCO y HN(CA)CO
El experimento HNCO correlaciona el desplazamiento quimico de 'H y el 15N de la amida (HN) de un
aminodcido, con el desplazamiento quimico de 13CO del residuo anterior, via el acoplamiento escalar del

enlace 15N~ 13CO donde !Jnco = 15Hz, para establecer la correlacion secuencial (Figura 1.22).

R R
HNCO | I
H—C—H H—C—H
| | Figura 1.22. Modelo de transferencia de
—N—C c—C— g L .
H' - BN, - “CO,, I i MR magnetizacion en un experimento HNCO. En este se
HoH O H O transfiere magnetizacion del *H™ al N y de éste al
It Inco-y BCO del residuo anterior, CO-1, via acoplamientos a
Rest i -1 Resti un enlace de distancia *J.

-92Hz -15Hz

22



Las conectividades secuenciales que se observan en este experimento son particularmente utiles en

conjunto con las conectividades interresiduo observadas en el experimento HNCACO.

En el experimento HNCACO se observan correlaciones entre el desplazamiento quimico del 'H, el 15N y el
13CO de la amida via los acoplamientos escalares a un enlace de distancia de N-13Ca y 13Ca-13CO y
también se observa la conectividad secuencial del espin SN con el 3CO del residuo anterior via los

acoplamientos 1N — 13Ca-~1y 13Ca-1 ~ 13CO-1.

| | HN{CA)CO

N éf p? rxcf 1HNi _ 15Ni _ 13C0i _
T T g 15 13 Figura 1.23. Modelo de Ila
I | » H" - "N - “CO,, : S
transferencia de magnetizacion en

e JInca Jeaco el experimento HN(CA)CO.

Resti-1 Resti 02Hz -11Hz 55Hz
INH INCa-1 J(ca-1)co-1
-92Hz 7Hz 55Hz
HNCACB y CBCACONH

Estos experimentos correlacionan el desplazamiento quimico del 3Ca 'y '3CB con el 'H y el 15N de la amida
que conforman el aminoacido. Estas correlaciones son de gran utilidad cuando existen degeneraciones de
desplazamientos quimicos de '3Ca y 'Ha. Ademas, los desplazamientos quimicos del '3Ca y 13CB ofrecen

informacidn del tipo de sistema de espin que presenta cada aminoacido.

En las Figuras 1.24 y 1.25 se muestra de manera grafica, la transferencia de magnetizacion que ocurre en

estos experimentos.

HNCACB

‘1HNi _ ‘15Ni _ ‘13c[5i f 13cui
‘1HNi _ ‘15r\1i _ ‘13c[5i_1 Jr 13cu.i_1

1 1 1 Figura 1.24. Modelo de la transferencia de
JINH Inca JCaCB magnetizacion del experimento CBCANH

Resti-1 Resti
92z -z 35Hz
JINH Inca1 “Jea-icp1
92Hz  7Hz 35Hz
R R
| CBCA(CO)NH
H—C—H
. I
+C c—C—
" I “ 1 M 15 13 i 13 n . .
0 H © HS - "N - "G,/ 7Ch Figura 1.25. Modelo de transferencia $§
1 1 1 1 magnetizacion del experimento
JINH Inco-1 Jco-ncar “Jeatricp1 CBCA(CO)NH
Resti-1 Resti

-92Hz -15Hz 55Hz 35Hz



Para finalizar nuestra revision general de los experimentos de resonancia triple; en la Figura 1.26 se

muestra la relacion senial/ruido para cada uno. Este es uno de los parametros para determinar la

sensibilidad en los experimentos.

HNCO HNCA HNCOCA CBCACONH HNCACB CBCANH
130 86 28 a4 18 4

sefial/ruido.

\
Figura 1.26. Se muestra el primer incremento de
‘ | ‘ algunos espectros de Resonancia Triple de la
'_\v L - misma muestra. El numero indica la relacion
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Desarrollo Experimental

En la Figura 2.1 se esquematiza el procedimiento general para la realizacion de este trabajo:

Obtencion de muestra enriquecida, °N'y ~C, dela proteina 6aJL2

I Betermmacmn ae Ia estructura primaria I

]
I Disolucién 1mM en agua destilada 'y 5% de agua deuterada I
]
Adquisicion de espectros 2Dy 3D I_l

I HNCO I HCCH HNCACB

TOCSY

NOESY TOCSY HN(CA)CO CBCA(CO)NH I HN(CO)CA I
BN HSQC BN HSQC I

Procesamiento de los espectros (nmrPipe) !

I Figura 2.1. Diagrama del procedimiento

I Asignacién y secuenciacion de la estructura primaria (CARA) I general. La estimacion de la estructura
1 secundaria se compar6 con la

Estimacidn de la estructura secundaria.(CSI). Comparacion con 6aJL2(P7S) estructura obtenida por difraccion de

Rayos X de 6aJL2(P7S) (Dra.
Rodriguez. Comunicacion Directa)

Comparacion de los resultados con 6aJL2(R25G)

Se obtuvo una muestra enriquecida con 5N y una doblemente enriquecida, 13C y 15N, de 6aJL2 en el

grupo de investigacion del Dr. Becerril. Se purificd y se determind la estructura primaria:

N'FMLTQPHSV'°SESPGKTVTI?*°SCTRSSGSIA*®

SNYVOWYQOR*’PGSSPTTVIY>°EDNQRPSGVP®°

DRFSGSIDSS’°SNSASLTISG!°LKTEDEADYY®®
CQSYDSSNHV'°°VFGGGTKLTV*'°L.

Posteriormente, cada muestra se llevd a una concentracion de 12mg/mL (ImM) con 5% de agua
deuterada y se obtuvieron los experimentos 'SN~-HSQC y 3C-HSQC en un equipo Varian Inova de
500MHz en el Instituto de Quimica:
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Exoerimento 15N HSQC de 6aJL2 Experimento 13C HSQC de 6aJL2



También se obtuvieron los experimentos en tres dimensiones N NOESY HSQC, SN TOCSY HSQC,
HCCH TOCSY, HNCO y HNCACO. Los experimentos HNCA y HNCOCA, en un equipo Brucker de
500MHz en el Laboratorio Central de la UAM, Iztapalapa. Cabe mencionar que es la primera vez que se
montan las secuencias de pulsos para estos experimentos en México. Los experimentos HNCACB y
CBCACONH, en un equipo Varian Inova de 600MHz en el Medical Center de la Universidad de Texas.

Una vez que se adquirieron los FID's de cada experimento; se manipularon mediante textos de
procesamiento en el programa nmrPipe (Delaglio,1995), como se describe en el Apéndice B. Dicha
manipulacion se llevd a cabo en el procesador SACBE (PC dual con dos procesadores Pentium III a
1GHz, 1024Mb de memoria RAM y sistema operativo LINUX), con el editor de textos vi. Todos los textos
de procesamiento se optimizaron para ser utilizados durante el desarrollo de los proyectos del
Laboratorio de Bioquimica I. A continuacion se muestra un texto de procesamiento de uno de los

experimentos 2D:
#!/bin/csh

Basic 2D Phase-Sensitive Processing:
Cosine-Bells are used in both dimensions.
Use of "ZF -auto" doubles size, then rounds to power of 2.
Use of "FT -auto" chooses correct Transform mode.
Imaginaries are deleted with "-di" in each dimension.
Phase corrections should be inserted by hand.

H o 3 3 H S

nmrPipe -in /test.fid \

| nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 1.00 -pow 1 -c 1.0 \

| nmrPipe -fn ZF -auto \

| nmrPipe -fn FT -auto \

| nmrPipe -fn PS -p0 174.6 -pl -50.0 -di -verb \
| nmrPipe -fn EXT -left -sw \

| nmrPipe -fn TP \

| nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 1.00 -pow 1 -c 1.0 \

| nmrPipe -fn ZF -auto \

| nmrPipe -fn FT -auto \

| nmrPipe =-fn PS -p0 0.0 -pl 0.0 -di -verb \

-ov -out /test.ft2

Como se describe en el Apéndice B, el FID es tratado por componentes vectoriales, donde la primera
dimensién se multiplica por la funcion seno (SP), se asigna el valor de cero a todos los puntos no
definidos (ZF), se aplica transformada de Fourier en todo el dominio D1, reales e imaginarios (TF), se

corrige la linea base (PS) y se extrae la seccion de la ventana espectral que interesa (EXT).

Con el comando TP, se traspone la matriz a la segunda dimension y se le aplican las funciones que le
siguen. Ahora la segunda dimension se multiplica por la funcidén seno (SP); se asigna el valor de cero a
los puntos no definidos, se aplica una segunda transformada de Fourier en todo el dominio D2, reales e

imaginarios (TF), se corrige la linea base (PS) y se escribe el archivo de salida (-out).
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Una vez que se procesd cada experimento, los espectros obtenidos se convierten a formato .3D.16 y
.3D.param, mediante la funcidon pipeZxeasy. Esta, es una funciéon que ofrece nmrPipe para que los

espectros puedan ser leidos con el programa CARA 1.8.

La asignacion de las senales de 'H, 13C y 15N de cada sistema de espin, se realizaron en el programa

CARA y Xeasy. A continuacion se describe el procedimiento que se llevé a cabo.

Procedimiento de Asignacion

Se asignd un numero arbitrario a cada pico de interseccion (*HN, 15N) sobre el experimento SN-HSQC
(Figura 2.3). Posteriormente se llevo a cabo la calibracion del espectro utilizando el pico 150. Se eligio
¢sta senal porque es la mas desplazada a menores ppm sobre 5N, ello permitird que sea facilmente

identificable en los espectro 3D (Figura 2.3).
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Una vez que se calibro el espectro 1SN HSQC, también se calibraron las dos dimensiones, 'H y 15N, del

HNCA y HNCOCA, usando como referencia el pico 150 (Figura 2.4). Entonces, fue posible asignar los
atomos Ca y Ca-1 sobre el HNCA, ya que correlacionan con cada pico de interseccion ('HN, 15N)

observado en el espectro 15N HSQC. (Figura 2.4):
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Figura 2.4. Ventana POLYSCOPE del
programa CARA 1.8, que muestra, en la
ventana menor, la franja del plano ('H, 13C)
del espectro HNCA, que correlaciona con el
pico HN, 15N que se seiiala sobre 1N HSQC
(ventana mayor).

Para esquematizar mejor 1o que se observa en la ventana PolyScope, imaginemos que un espectro
HNCOCA es el siguiente cubo:
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Q F1

Figura 2.5. Esquema 3D de dos

CSPT— et 15\ sefiales debidas a un espectro
el eroocacad el ") HNCOCA.

El plano compuesto por ('H, 15N), es el plano que se observa en la ventana mayor de FPoly Scope, que
también es el espectro 1N HSQC. Si seleccionamos una de las coordenadas ('H, 15N) sobre dicho plano;
en la ventana menor aparece la franja del plano (H, 13C) que correlaciona con esta senal. Es decir, se
observan las curvas de nivel debidas a las componentes de la esfera (que es la senal 3D) en cada plano.

El espectro 15N HSQC no es exactamente igual que el plano 'H, 15N del experimento HNCA, ya que en el
primero también estan las senales debidas a correlaciones 'H-'5N de las cadenas laterales de algunos
aminodcidos. Esto resulta ventajoso para la asignacion, ya que las senales sobre N HSQC que no

presenten correlaciones con 13Ca; es decir, que al ser seleccionadas no refieran a algun plano 'H,'3C de
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HNCA, no son senales de amida de la cadena principal, sino correlaciones 1SN-'H presentes en las

cadenas laterales.

Posteriormente, mediante la opcidon Strip Scope del programa CARA 1.8, se desplegaron las diferentes

franjas de los espectros HNCA y HNCOCA sobre el plano de SN, de tal manera que fueran visibles

franjas de los planos 'H,!3Ca. Entonces se secuenciaron aquellos atomos, Ca y Ca-1, que presentaban el

mismo desplazamiento quimico (Figura 2.6).

Sin embargo existen gran cantidad de casos en los que mas de dos dtomos de Ca y Ca-1 presentan el

mismo desplazamiento quimico, ello debido a que se presenta degeneracion de senales. Asi que fue

necesario utilizar el espectro SN NOESY HSQC para verificar que existieran correlaciones NOE entre,

por lo menos, los dos protones de amidas consecutivas (Figura 2.7). Por supuesto, éste y todos los

experimentos siguientes fueron calibrados usando como referencia el pico 150.
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Figura 2.6. Franjas del espectro
HNCA que muestran la correlacion
S$9-S13. En este

caso se sefiala el desplazamiento

interresiduo del

quimico de 5N en la parte superior
del espectro mientras que en la parte
inferior se muestra el desplazamiento
quimico de 'H y de lado izquierdo la
ventana espectral de la franja de 13C.

Para utilizar el espectro 1N NOESY HSQC, fue necesario asignar el sistema de espin para cada

aminodcido. Ello se realizo sobre el espectro 15N TOCSY HSQC, y asi fue posible diferenciar las senales

propias de cada sistema de espin, de las demas senales NOE (Figura 2.8).
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Figura 2.7. Franjas del espectro 15N NOESY
HSQC, que pertenecen al residuo G15-
T19. Se sefialan con una linea amarilla las
sefiales NOE que correlacionan con el
atomo del aminoacido siguiente.

Figura 2.8. Franjas del espectro SN TOCSY
HSQC que pertenecen al residuo G15-T19. Sélo
se observan las sefales de cada sistema de

espin.
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En la Figura 2.9 se muestra un patron de senales TOCSY para tres sistemas de espin. En el Anexo I se

indica para todos.
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Figura 2.9. Patrén de sefiales TOCSY para cuatro sistemas de espin. Con el recuadro amarillo se indica la columna
sobre el *HN (NH); ésta es la Gnica que se observa en un experimento 3D, *N TOCSY HSQC. El sistema de espin de
Prolina no presenta sefiales en este tipo de espectros, ya que se trata de una amida N,N disustituida donde el **N no
tiene correlacién con *H y por lo tanto, no tiene componentes sobre el plano *H, °N.

En este punto, es posible llevar a cabo la asignacion de la secuencia, ya que conocemos el patrén de

senales para cada sistema de espin. Sin embargo, existen varios aminodcidos que presentan el mismo

patron, y ya que sélo observamos las correlaciones que estan en la columna de 'HN; es arriesgado elegir

a qué aminoacido corresponde cada uno sin considerar otro pardmetro. Por tanto, se asigno el

desplazamiento quimico del CB en el espectro CBCACONH y HNCACB (Figura 2.10). Asi, es posible no

solo secuenciar el CB y CB-1; también podemos comparar los desplazamientos quimicos que presentan,

con los reportados en tablas estadisticas (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Intervalo y promedio de Desplazamientos Quimicos (ppm) més comunes donde aparece el *Cqg de cada AA.

Aminoacido Ca c co
Minimo Maximo Promedio Minimo Maximo Promedio Minimo Maximo Promedio

IAlanina ALA 17.29 99.00 53.16 -40.99 99.00 19.01 49.30 185.42 177.70
IArginina ARG 8.37 70.69 56.79 20.95 82.18 30.68 2.20 184.51 176.39
|Aspartato ASP 39.80 68.47 54.65 25.70 138.16 40.88 130.92 219.00 176.42
IAsparangina ASN 2.20 99.00 53.50 1.96 99.00 38.72 2.20 181.99 175.26
Cisterna CYs 41.91 68.54 57.88 19.78 73.92 33.50 2.20 182.73 174.67
Glutamato GLU 28.80 82.05 57.36 9.08 114.27 30.03 8.22 190.58 176.90
Glutamina GLN 4.10 69.63 56.54 20.27 79.68 29.17 7.24 184.44 176.31
Glicina GLY 2.20 95.10 45.36 - - - 2.20 183.16 173.89
Histidina HIS 23.91 118.60 56.51 17.80 80.78 30.26 2.20 182.80 175.16
Isoleucina ILE 39.67 77.93 61.53 20.94 87.68 38.64 130.51 183.10 175.82
Leucina LEU 44.60 85.60 55.62 16.38 93.18 42.28 22.96 228.49 176.96
Lisina LYs 43.10 82.05 56.91 -26.69 82.98 32.78 32.87 996.25 176.70
Metionina MET 45.50 72.49 56.15 0.20 83.38 33.04 2.20 183.16 176.15
Fenilalanina PHE 22.72 73.43 58.10 21.40 88.78 39.96 124.30 187.61 175.49
Prolina PRO 26.45 73.44 63.29 25.44 81.08 31.89 117.05 182.30 176.66
Serina SER 24.40 76.07 58.67 0.00 171.73 63.77 128.34 197.10 174.63
Treonina THR 50.94 82.16 62.17 7.00 77.71 69.59 61.78 184.43 174.52
Triptofano TRP 44.69 69.76 57.62 14.53 82.08 30.15 168.17 181.89 176.08
Tirosina TYR 2.20 65.80 58.09 28.82 89.58 39.32 2.20 182.92 175.40

alina VAL 50.13 78.44 62.43 20.24 83.58 32.72 130.51 183.21 175.63
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Con ello se cuenta con los elementos suficientes para hacer una hipotesis de asignacion y proponer qué

sistema de espin corresponde a qué aminodcido.
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Figura 2.10. En el primer recuadro se muestran las franjas del espectro HNCACB del residuo G15-S21, las

correlaciones de nicleos subsecuentes se sefialan con una linea amarilla. En el segundo recuadro, las franjas del

espectro CBCACONH del residuo G15-S21. donde se muestran las sefiales de Ca v CB del sistema de esbin anterior.

Finalmente, se asignaron los desplazamientos quimicos correspondientes a los grupos CO (Figura 2.11).

Luego se corrobord que los desplazamiento quimico de estos nucleos, CO y CO-1, coincidieran

respectivamente. De no ser asi, fue necesario proponer otra secuenciacion hasta que todos los

parametros fueran congruentes. Entonces, fue posible asignar casi la totalidad de la secuencia.

Los datos de desplazamiento quimico para todos los atomos, se enlistan en el Anexo IL
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Figura 2.11. En el primer recuadro se muestran franjas del espectro HNCACO, D61-D68, con una linea amarilla se
sefiala la correlacién de CO y CO;;. En el segundo recuadro se muestra la asignacion de CO;, en franjas del espectro
HNCO. Cabe destacar que la sefial de R62 no se observa en el HNCACO, tanto en CO como en CO;_, sin embargo
CO; se observa en HNCO, y ya que no existe alguna otra sefial sobre HNCACO que sugiera otro desplazamiento
guimico, se lleva a cabo la asignacién y secuenciacion.

Luego se estimo la estructura secundaria con el programa estadistico CSI (University of Alberta) y, ya
que se cuenta con la estructura obtenida por Difraccion de Rayos X de 6aJL2(P7S) (Figura 2.12), que es
un dominio variable recombinante del conjunto de genes 6a y JL2 con una mutacion Pro7Ser, se
compar¢ la estructura secundaria de 6aJL.2 y 6aJL2(P7S). Dichas estructuras resultaron similares en un

90%.
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Figura 2.12. Estructura tridimensional de
la proteina 6aJL2(P7S). Se obtuvo por
Difraccion de Rayos X en el grupo de
investigacion de la Dra. Rodriguez (en
proceso de publicacién).

Se ha reportado la tabla de desplazamientos quimicos de 6aJL2(R25G) (Gutiérrez-Gonzalez, 2007). Este

es un dominio variable susceptible a fibrilarse (fibrilogénico).

Entonces se comparo el desplazamiento quimico de los nucleos de 6aJL.2 y 6aJL2(R25G). En la Tabla
2.13 se muestra un conjunto de graficas que indican la comparacion del desplazamiento quimico que
presentan los nucleos de !SNH Ca, 'HN, 'Ha de 6aJlL2 y 6aJL2(R25G). Las diferencias en el
desplazamiento se deben a que la mutacion Arg 24 Gly modifica la estructura 3D de 6aJL.2, provocando

que 6aJL2(R25G) sea un dominio variable altamente fibrilogénico.
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Comparacién del desplazamiento quimico de 6aJL2 (¢) vs 6aJL2R25G (°)
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Analisis de Resultados

Se escribieron los textos de procesamiento para cada tipo de experimento (Apéndice B). Estos se

optimizaron durante la realizacion del proyecto y se encuentran almacenados en la base de datos del

laboratorio de Bioquimica I. Asi, los experimentos se han procesado y se ha obtenido el espectro de cada

uno.

En el 15SN-HSQC se identificaron 119 senales que corresponden al acoplamiento de 'HN, 15N (Figura

3.1).
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Figura 3.1. Fragmento de la ventana espectral
de ©®N HSQC. Se observan sefiales debidas al
acoplamiento 'H", N de amidas de cadena
principal, se sefialan con el nombre del
aminoacido.  También se observan sefiales
debidas a enlaces N-H de cadena lateral, éstas se
sefialan con un ndimero arbitrario.

Figura 3.2. Fragmento de la ventana espectral de **C
HSQC. En este intervalo de Desplazamiento
Quimico se observan sefales debidas al
acoplamiento 'Ha, *Ca, éstas se indican con el
nombre del aminoacido. También se indica con un
namero arbitrario aquellas que no han sido
asignadas. Las sefiales estan traslapadas y resulta
complicada la asignacion.
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De las 119 senales 'HN,I5N observadas en N HSQC, 93 fueron asignadas a un sistema de espin de los

111 que componen a la proteina. Mientras que 22 senales 'HN,15N, corresponden a correlaciones en las

cadenas laterales, ya que no presentan acoplamiento con '3Ca.

Considerando el numero de aminoacidos que presentan enlaces N-H en cadena lateral; habria 25

senales ("HN, 15N) sin correlacion con 13Ca. En la Tabla 3.1 se muestran los AA involucrados:

Aminoécidos * . Enlaces N-H
En la secuencia de 6aJL2
(AA) R)
Asparangina, Asn, N H N-C-CH,~CH-COOH N1, N32, N53, N72, N98 5
o) NH;
Glutamina, GIn, Q  H,;N—G-CH;—CH,~GH-COOH Q6, Q35, Q38, Q39, Q54, Q92 6
o NH;
Arginina, Arg, A 5 R R24, R40, R55, R62 8
NH,
Lisina, LyS, K H;N*(CHZ)‘rC‘HfCOOH K16, K82, K107 3
NH;
Histidina, His, H 1~ CHy-GH-COOH H8, H99 2
HNON: N
Triptéfano, Trp, W | 9 Bk ke W36 1
~ N
H
Total aproximado de sefiales N-H sin correlacion con Ca que se observaran en N HSQC 25

En el Anexo Ill se muestran las estructuras de los 20 aminoéacidos

Tabla 3.1. En la primera
columna se muestra el nombre
del aminoécido, la abreviatura
con una y tres letras y la
estructura de cada uno; con rojo
los &tomos de la cadena principal
y con negro las cadenas laterales.
En la segunda columna se
enlistan los AA que conforman
a6aJL2, y en la tercera columna
el nimero de enlaces 'H-N
presentas en las cadenas
laterales.

Sin embargo solo se observan 22 senales 'HN,15N de cadena lateral. Esto se debe a que las senales pueden

estar traslapadas. Por otro lado, ya que la secuencia de 6aJL2 tiene seis prolinas, que no presentan

enlace 'H~15N en la cadena principal (Tabla 3.2), se esperaria asignar 105 sistemas de espin

AA

En la secuencia de 6aJL2

Total

Prolina, Pro, P

:ﬁ;" ~COOH
H H

P7, P14, P41, P45, P56, P60

Tabla 3.2. Nimero de prolinas presentes en la secuencia de 6aJL2. Como se
observa en la estructura del AA; al formar el enlace peptidico, se pierde el enlace
'HN-°N de cadena principal y no es posible observar sefiales en >N HSQC.

Las cuatro senales restantes que se observan en N HSQC poseen correlacion con Ca (Figura 3); pero

no se logro secuenciarlas. Las ocho senales THN,I5N que no se observan, deben estar traslapadas al igual

que en el caso anterior. Esto puede remediarse utilizando un equipo con un mayor campo magnético.

37



236 66 229 262
127.18 118.20 115.41 114.29

H/CA 236
; L)
@:

F52
|54

56

58

ol % Figura 3.3. Franjas del espectro HNCA. Se
g C @ . X | muestran las cuatro sefiales que no fue
' &2 posible asignar.

En el Anexo Il se numeran los desplazamientos quimicos de los nucleos asignados.

Como ya se ha dicho; no se cuenta con la estructura 3D de 6aJL2, entonces se realizo una estimacion de
la estructura secundaria mediante un analisis estadistico en el programa CSI (Tabla 3). El resultado se
compard con la estructura reportada para 6aJL.2(P7S) por Difraccion de Rayos X y se obtuvo que es la

misma en un 90%.

# Program...: CST (c)

# Version...: 2.0

# Location..: University of Alberta

# Protein Engineering Network of

# Centres of Excellence

# Input.....: intento010

# Date......: Fri Sep 21 14:49:12 2007

# Secondary Structure Summary

2

#

#

# HA CA | Auv] I CB | Consensds |
-

#C 1- 0o c 1- 1 | NA ]c 1 1 | Cc 8- @ |

#H 19 - 13 B z- 5 | NA |B 2 4 | B 0 - 0 |

#C 14 - 2B cC 6- 8 | NA ]c 5- 8 | ©8- © |

#H 20 - 32 B 9 - 13 | NA |B 9- 12 | B 6 - B8 |

#C 33 - &0 C 4 - 15 | HA ]€ 13 - 19 | ¢ @ - 0 |

#H 61 - 64 B 16 - 24 | NA |B 20 - 22 | B €©@- © |

#C 65 - 72 C 25 - 25 | NA ]C 23 - @ | C @ - © |

#BR 73 - 75 R 26 - 3R | NA IR 31 - %% |R 08- B8 |

#H 7A - B84 € 31 - 31 | HA | € 33 27| C 8- D |

#C 85 - 95 B 32 - 48 | NA |B 38 - 49 | B © - 0 |

it B 95 - 9B C 41 - 16 | WA | € a1 - a7 | € e - [¢] |

#C 9 111 B 47 50 | NA | B 48 51 | B @€ o |

# C 5L - 52 | NA ] C 52 - € | C @ - © |

# B 53 - 55 | NA |B 63 - 75 | B @- 0 |

# € o856 - &2 | WA € 76 - B6 | C B - B |

# B A3 - 70 NA B 87 - €0 H 06 - B P A
: 2D i e i PO } o } Tabla 3.3. Estimacion d_e |fi estructura
#* H 83 - 86 | A I I8 &- o | secundaria (CSI). Se considerd la columna
A C oz 105 | A : ¢ % "1 CA quees Ca, ya que es el &tomo con mayor
# B 106 - 118 HA | ] i i

: 2 e - 10 I na I | } namero de asignaciones.
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Considerando que no se tiene la totalidad de la asignacion y que se trata del mismo dominio variable
6aJL2 con una mutacion al inicio de la secuencia (PRO7SER), este 90% de semejanza indica que la
estructura secundaria de 6aJL2 y 6aJL2(P7S) es la misma. Asi que se utilizara la estructura de
6aJL2(P7S), obtenida por Difraccion de Rayos X (Dra. Rodriguez. Comunicacion Directa), para senalar
los residuos que presentaron diferencias en el desplazamiento quimico entre el dominio variable 6aJL2 y
6aJL2(R25G).

Los residuos de 6aJL2 y 6aJL2(R25G) que presentan diferencias en el desplazamiento quimico son los
que estan involucrados en los cambios conformacionales de la estructura terciaria. Dichos cambios

conformacionales se originan por la mutacion ARG 24 GLY y son los que promueven la fibrilacion.

Asi que se grafico la diferencia en el desplazamiento quimico que presenta cada atomo de 15NH, Ca, THN

y 'Ha de los 111 aminodacidos de 6aJL2 y 6aJL2(R25G) (Gréfica 3.1)

Entonces se observan zonas bien definidas donde el desplazamiento quimico es considerablemente
diferente, por lo que se deduce que si 6aJL2 es estable y 6aJL2(R25G) es fibrilogénica, las zonas que
presentan diferencias importantes en el desplazamiento quimico son las zonas involucradas en la alta

fibrilogenicidad de 6aJL2(R25G) ya que se trata de un fendmeno de conformacion.

Esta evidencia experimental es pieza clave en la elucidacion de cémo se lleva a cabo la fibrilacidén en
inmunoglobulinas, por lo que la deduccion propuesta es tema de otros estudios que estan fuera del

alcance de esta tesis.

La Figura 3.5 es la estructura 3D de 6aJL2(P7S) obtenida por Difraccion de Rayos X (Dra. Rodriguez.
Comunicacion Directa). En color rojo se senala el residuo 25 donde ocurre la mutacion Arg 24 Gly de
6aJL2(R25G). En color verde las zonas que presentan cambios conformacionales debidas a dicha
mutaciodn, y en color azul los residuos que no presentaron cambios en su conformaciéon y que por tanto,

tampoco presentaron diferencia en el desplazamiento quimico.
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Diferencia de Desplazamineto Quimico (H, Ca, N, Ha)

12 n _’_'H'—.—-CA-—A——N-_._‘_HA_
o 7
E \[
| r Ml
ko . i
%
%-3 21 N1 a1 a1 5{[_3%1 Z% =
8 | k U ]
-8 - v
-13 : A

AA

Gréfica 3.1. Diferencia de Desplazamientos Quimicos de los ntcleos *HN, **Ca, °N y 'Ha de 6aJL2 con respecto a 6aJL2R25G, que es una proteina fibrilogénica.
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Figura 3.5. Estructura tridimensional de 6aJL2(P7S) obtenida por Difraccion de Rayos X en el grupo de la
Dra. Rodriguez (Comunicacion Directa). De color rojo esta la Arginina donde se llevo a cabo la mutacién
(R25G). En verde estan las zonas donde se presentaron cambios importantes en el Desplazamiento Quimico
de 6aJL2y 6aJL2(R25G) y en azul las zonas que no se modificaron.
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Conclusiones

Se obtuvieron los espectros
I5SN HSQC,
15C HSQC,
HCCHTOCSY,
HNCA y HNCOCA,
HNCACB y CBCACONH,
HNCACO y HNCO,
I5SN NOESY HSQC y 15N TOCSY HSQC.

Se escribieron y optimizaron los textos de procesamiento (nmrPipe) para cada tipo

de espectro.

Se asigno el 90% de la proteina 6aJL2.

Se estim¢ la estructura secundaria de 6aJL2 (CSI) y se comparo con la estructura
de 6aJL2(P7S) obtenida por Difraccion de rayos X (Dra. Rodriguez. Comunicacion
Directa). Resulto ser 1a misma en un 90%.

La asignacion de 6aJL2 se comparo con la de 6aJL2(R25QG)

Se identificaron zonas donde la conformacion de 6aJL2 y 6aJL2(P7S) es diferente.

Dichas zonas son las involucradas en la fibrilacién.
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Senales TOCSY de cada aminodcido

Anexo 1

43

Patrones de sefiales TOCSY para cada tipo de Sistema de Espin. Se encierra en un rectangulo amarillo, la

columna sobre el *H, que es la que se observa en *°N TOCSY HSQC.
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Anexo II

Estructura de los 20 aminodcidos mds comunes

GRUPOS R POLARES PERO NO CARGADOS

CO0" |coo ?oo (olol
\
HiN—C—H "HsN—C—H *HzN—C—H *HaN—C—H
CH,0OH H—C—OH CH CH
CH C CH
N 0 . . , .
> : Se muestran los 20 aminoacidos comunes.
) .
- Con rojo las cadenas laterales y con negro
Serina Treonina Asparagina Glutamina i .
(Ser 0 S) (ThroT) (Asn o N) (Gin 0 Q) la cadena principal

GRUPOS R CARGADOS POSITIVAMENTE

co0
—;N—(I:—H
CH
CH
CH
CH
NH

Lisina
(Lys 0 K)

Coo
H;N—C—H

Alanina
(Alao A)

coo
’H;N—(lt—H

CH

CH;

CH;

NH

C=NH;

NH,

Arginina
(Arg o R)

C00"
*HsN—C—H
H—C—CH
CH

CH

Isoleucina
(leol)

(o(0]0)

*HsN—C—H

CH
C—NH
CH

= C}
=

Histidina
(His o H)

COO"
"HsN—C—H
CH;
CH
H;C CH

Leucina
(Leuol)

GRUPOS R CARGADOS NEGATIVAMENTE

COO~ Ccoo
*HsN—C—H *HsN—C—H
CH CH; COoo
CH; Coo ’H3N—(':—H
COO CH,
SH
Acido Acido Cisteina
glutamico aspaértico (CysoC)
(Gluo E) (Asp o D)
GRUPOS R HIDROFOBICOS
Coo Ccoo Coo
*H:,N—(II—H "HsN—C—H +H;,N—C':—H
CH CH: CH
CH; C=CH
S NH
CH
Metionina Fenilalanina Triptéfano
(Met o M) (Phe o F) (Trpo W)

AMINOACIDOS ESPECIALES

coo
*HsN—C—H

Glicina

(Gly 0 G)

Valina
(Valo V)

(o{e]0)
L
H,N” >CH

H,C CH

Prolina
(ProoP)

Coo
"HaN—C—H
CH

OH

Tirosina
(TyroY)
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Anexo III
Tabla de Desplazamientos Quimicos de 6aJL.2

No AA Nicleo & (ppm) | No AA Nacleo & (ppm) | No AA Nicleo & (ppm)
1 N CA 54.631 10 V HB 1.998 17 T HG 0.925
1 N CO 173.922 10 V  HG 0.891 17 T CA 61.470
2 F N 119.400 10 V CA 61.390 17 T CB 10.990
2 F H 8.870 10 vV CB 36.360 17 T CO 173.836
2 F HA 4.660 10 vV CO 173.492 | 18 V N 123.990
2 F HB 3.624 11 S N 118.720 | 18 V H 8.610
2 F CA 55.580 11 S H 8.340 18 V HA 4.600
2 F CO 172.015 11 S HA 4.790 18 V HB 1.718
3 M N 116.920 11 S HB2 3.711 18 V HG 0.747
3 M H 8.920 11 S HB3 3.605 18 V CA 59.420
3 M  HA 4.690 11 S CA 56.450 18 V CB 36.020
3 M HB 1.951 11 S CB 65.990 18 V CO 172.375
3 M CA 54.030 11 S CO 173.191 | 19 T N 119.730
3 M CB 36.110 12 E N 123.730 | 19 T H 8.150
3 M  CO 175.469 12 E H 8.260 19 T HA 4.590
4 L N 122.720 12 E HA 4.600 19 T HB 3.660
4 L H 8.670 12 E HB2 1.611 19 T HG 0.968
4 L HA 4.560 12 E HB3 1.815 19 T CA 61.380
4 L CA 53.180 12 E HG 2.578 19 T CB 11.680
4 L CB 43.330 12 E CA 54.780 19 T CO 173.320
4 L CO 176.050 12 E CB 35.330 20 | N 127.460
5 T N 117.400 12 E CO 174.309 | 20 | H 9.230
5 T H 9.000 13 S N 119.340 | 20 | HA 4.050
5 T HA 4.810 13 S H 9.730 20 | HG1 1.428
5 T HB 4.038 13 S HA 4.610 20 | HG2 1.227
5 T HG 0.568 13 S HB2 3.985 20 | CA 61.070
5 T CA 61.690 13 S HB3 3.617 20 | CB 40.730
5 T CB 10.490 13 S CA 57.920 20 | (6{0) 174.051
5 T CO 174.450 13 S CB 63.010 21 S N 120.000
6 Q N 113.350 13 S CO 171.085 | 21 S H 7.620
6 Q H 7.410 14 P CA 63.822 21 S HA 5.410
6 Q HA 4.610 14 P CB 31.817 21 S HB 3.862
6 Q HB 2.919 14 P (6{0) 177.747 | 21 S CA 57.990
6 Q CA 57.830 15 G N 112.010 | 21 S CB 66.210
6 Q CO 173.284 15 G H 10.130 21 S CO 173.521
8 H CA 60.137 15 G HA 3.990 22 C N 120.710
8 H CB 30.960 15 G CA 45.000 22 C H 8.680
8 H CO 177.188 15 G CO 174.781 | 22 C HA 5.140
9 S N 110.760 16 K N 121.070 | 22 C HB2 3.113
9 S H 7.930 16 K H 7.230 22 C HB3 2.800
9 S HA 5.380 16 K HA 4.500 22 C CA 55.600
9 S HB2 4.766 16 K HB 1.938 22 CcC Co 174.218
9 S HB3 3.882 16 K CA 55.030 23 T N 122.770
9 S CA 57.440 16 K CB 32.500 23 T H 9.330
9 S CB 65.500 16 K CO 174.352 | 23 T HA 4.610
9 S CO 172.589 17 T N 115.400 | 23 T HB 3.942
10 V N 120.430 17 T H 8.080 23 T HG 1.255
10 V H 8.660 17 T HA 5.390 23 T CA 63.160
10 V HA 4.470 17 T HB 3.858 23 T CB 10.820




No
23
24
24
24
24
24
24
24
24
24
25
25
25
25
25
25
25
26
26
26
26
26
26
26
27
27
28
28
28
28
28
29
29
29
29
29
29
29
29
29
30
30
30
30
30
30
30
31
31
31
31

>
>

nuOununmrPIrrrrrPrrrr—————————N0ununnouoououunuununnunuunuuunnnnnunnaooovmwouOOOD0DOAH

Nucleo & (ppm)

CO
N

H
HA
HB
HG1
HG2
CA
CB
CO

HA
HB
CA
CB
CO

HA

HA
HB
HD
HG
CA
CB
CO

HA
HB
CA
CB
CO

HA
HB2

176.844
129.390
8.530
5.170
2.031
2.512
1.326
55.800
31.930
173.989
123.890
9.200
4.780
4.227
61.690
63.010
174.455
114.640
6.960
4.690
3.922
57.710
64.550
174.455
44.381
172.503
114.150
8.480
4.770
57.050
177.403
129.630
9.210
4.720
1.765
0.717
0.968
60.590
39.290
173.621
120.480
7.480
4.490
1.263
51.790
18.710
177.859
113.480
7.850
4.790
4.002

No
31
31
31
31
32
32
32
32
32
32
32
33
33
33
33
33
33
33
34
34
34
34
34
34
34
34
35
35
35
35
35
36
36
36
36
36
37
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38
39
39
39
39

oooooooooo<<<<<Eééééooooo<<<<<<<<<<<<<<<zzzzzzzmmmm§

Nucleo & (ppm)

HB3
CA
CB
co
N

H
HA
HB
CA
CB
co
N

H
HA
HB2
HB3

HA

HA
CA
CB
CO

HA
HB

3.841
60.980
64.120
173.522
116.490
7.230
4.630
2.467
52.790
44.010
172.718
121.210
8.680
4.360
2.293
2.152
58.140
178.435
126.180
9.520
4.690
2.031
1.358
61.940
33.510
174.237
125.370
8.770
53.580
45.850
174.311
117.340
9.170
5.590
55.820
175.770
119.660
9.720
4.850
56.380
171.085
122.650
9.440
5.220
53.930
34.720
174.051
128.270
9.550
4.880
1.832

No
39
39
39
40
40
40
40
40
42
42
43
43
43
43
43
43
43
43
44
44
44
44
44
44
44
45
45
46
46
46
46
46
46
46
47
47
a7
48
48
48
48
48
48
48
48
48
49
49
49
49
49
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Nucleo & (ppm)

CA
CB
CoO
N

H
HA
CA
CO
CA
CoO
N

H
HA
HB2
HB3
CA
CB
CoO

HA
HB2
HB3
CA
Cco
CA
Cco

HA
HB
HG
CA
CcoO
CA
CB
CO

HA
HB2
HB3
HG
CA
CB
CO

HA
HB2
HG

54.920
31.650
175.082
118.670
8.490
4.790
55.460
178.818
46.025
174.223
114.970
7.980
5.030
3.994
3.801
57.020
63.340
173.148
114.750
8.390
4.500
4.062
3.765
55.930
174.217
63.865
175.804
127.570
8.030
4.300
4.123
0.543
61.540
174.684
65.083
69.094
174.914
121.260
9.040
4.480
0.794
0.549
2.608
62.200
33.530
172.675
116.610
7.330
5.140
1.981
0.783
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No
49
49
49
50
50
50
50
50
50
50
51
51
51
51
51
51
51
52
52
52
52
52
52
53
53
53
53
53
53
53
53
54
54
54
54
54
55
55
55
55
55
55
55
57
57
58
58
58
58
58
59
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Nucleo & (ppm)

CA 56.420
CB 41.420
CO 175.039
N 123.260
H 9.490
HA 5.200
HB2 2.804
HB3 3.123
CA 54.830
CO 172.503
N 116.540
H 9.240
HA 4.810
HB 3.782
CA 57.810
CB 33.100
CO 176.372
N 113.680
H 8.970
HA 4.200
HB 2.574
CA 60.060
CO 178.306
N 115.250
H 8.800
HA 4.490
HB2 2.641
HB3 3.250
CA 52.950
CB 39.960
CO 176.233
N 120.660
H 8.710
CA 55.660
CB 16.560
CcO 172.475
N 116.830
H 8.940
HA 4.720
HB 1.951
HD 2.717
CA 53.980
CO 175.414
CA 61.189
CO 177.440
N 119.270
H 8.250
HA 3.700
CA 45.370
CcO 174.566
N 124.310

No
59
59
59
59
59
59
60
60
60
61
61
61
61
61
61
61
61
62
62
62
62
62
62
62
62
63
63
63
63
63
63
63
63
64
64
64
64
64
64
64
65
65
65
65
66
66
66
66
66
66
66

>
>
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Nucleo & (ppm)

H 7.520
HA 4.370
HB 2.097
HG 1.054
CA 60.350
CB 33.270
CO 176.544
CA 63.459
CB 33.531
N 119.400
H 8.550
HA 4.770
HB2 4.110
HB3 3.562
CA 55.540
CB 39.620
CO 175.727
N 114.760
H 6.710
HA 4.070
HB2 1.951
HB3 1.770
CA 57.080
CB 29.500
CcoO 174.094
N 120.040
H 7.730
HA 4.820
HB2 2.364
HB3 3.035
CA 57.810
CB 40.390
CcoO 174.652
N 114.770
H 8.930
HA 4.750
HB 3.682
CA 57.380
CB 65.750
CO 172.375
N 110.030
H 8.850
CA 43.910
CcoO 172.546
N 113.020
H 8.710
HA 4.800
HB 3.834
CA 57.430
CB 66.020

CcoO 173.191

No
67
67
67
67
67
67
67
67
68
68
68
68
68
68
68
69
69
69
69
70
70
71
71
71
71
71
71
72
72
72
72
72
72
72
72
73
73
73
73
73
73
73
74
74
74
74
74
74
74
75
75

>
>
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Nucleo & (ppm)

N 121.390
H 8.540
HA 3.660
HB 1.952
HD 0.842
CA 59.360
CB 39.790
CO 175.039
N 125.910
H 9.180
HA 5.080
HB 2.875
CA 52.340
CB 42.270
CO 176.243
N 125.170
H 9.100
HA 4.800
CA 61.490
CA 61.659
CO 175.233
N 113.950
H 7.410
HA 4.600
CA 57.800
CB 64.120
Cco 174.649
N 124.680
H 8.110
HA 4.480
HB2 2.514
HB3 1.971
CA 53.910
CB 39.700
CcoO 173.277
N 109.130
H 8.150
HA 5.600
HB 3.671
CA 56.690
CB 68.320
Cco 171.730
N 125.280
H 9.280
HA 5.390
HB 1.726
CA 50.070
CB 24.020
Cco 176.715
N 114.220
H 8.980
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No
75
75
75
75
75
76
76
76
76
76
76
76
76
77
77
77
77
77
77
77
77
78
78
78
78
78
78
78
78
79
79
79
79
79
79
80
80
80
80
80
80
81
81
81
81
81
81
81
82
82
82
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Nucleo & (ppm)

HA
HB
CA
CB

HA

HA2
HA3
CA
CcO

HA
HB
CA
CB
CO

HA

5.710
3.432
57.790
66.610
171.644
127.720
8.400
4.400
1.391
0.793
52.490
41.350
174.781
124.510
9.070
4.970
3.605
0.879
61.550
10.630
173.062
127.040
8.730
4.200
1.249
0.847
60.230
39.530
175.168
121.390
8.550
4.730
56.540
64.640
173.866
110.300
7.780
3.656
3.375
47.340
174.469
117.160
8.010
3.770
1.440
56.690
43.990
176.801
125.370
9.110
4.910

No
82
82
82
83
83
83
83
83
83
84
84
84
84
84
84
84
85
85
85
85
85
85
85
86
86
86
86
86
86
86
87
87
87
87
87
87
87
88
88
88
88
88
88
88
89
89
89
89
89
90
90

>
>
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Nucleo & (ppm)

CA
CB
co
N

H

HA
HB
CA

HA
HB
CA
CB
CO

HA
HB
CA
CB
CO

HA
HB
CA
CB
CO

HA
HB2
HB3
CA
CcoO

HA
HB
CA
CcoO
CA

54.160
36.620
177.618
116.300
8.850
4.770
3.814
67.050
177.360
118.270
8.850
4.790
2.171
58.410
28.730
175.459
119.730
8.140
5.160
2.931
55.030
40.900
177.526
121.790
7.550
4.120
2.232
59.180
30.020
174.996
126.450
8.120
4.410
1.076
51.840
20.330
174.598
117.470
7.680
5.150
3.124
2.920
53.920
177.504
122.650
8.720
5.250
3.218
57.190
176.191
58.021

No
90
91
91
91
91
91
91
92
92
92
92
92
92
92
92
93
93
93
93
93
94
94
94
94
95
95
96
96
96
96
96
96
97
97
97
97
97
98
98
98
98
98
98
99
99
99
99
101
101
101
102

>
>
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Nucleo & (ppm)

CB
N

H
HA
CA
CB
CO
N

H
HA
HB2
HB3
CA
CB
CO

HA
CA
CoO

HB
CA
CA
Cco

HA
CA
CB
CO

HA
CA
CO

HA
HB
CA
Cco

HA
CA
CA
CB
Cco

39.958
121.130
8.710
4.360
54.710
28.900
174.124
122.400
8.590
5.140
1.788
1.607
53.130
33.270
175.633
118.130
9.030
0.000
61.780
174.438
126.360
9.400
2.908
52.680
54.030
175.383
118.080
9.060
5.580
56.740
21.520
176.908
121.100
9.400
5.280
57.550
175.297
117.730
7.760
5.130
3.499
53.530
173.629
121.440
8.510
4.770
54.730
67.145
0.000
173.535
118.980
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No
102
102
102
102
103
103
103
103
104
104
105
105
105
105
105
105
106
106
106
106

>
>
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Nucleo & (ppm)

H
HA
CA
Cco
N

H
CA
Cco
CA
Cco
N

H
HA2
HA3

8.860
4.980
58.240
178.607
109.760
9.130
45.120
174.523
46.672
175.254
105.980
7.030
3.981
3.328
45.550
172.260
119.200
8.080
5.340
3.938

No
106
106
106
107
107
107
107
107
107
107
107
108
108
108
108
108
108
108
109
109

—|—||—|—|—|—|—|—|—7<7<7<7<7<7<7<7<—|—|—|)):

Nucleo & (ppm)

CA
CB
co
N

H

HA
HB
HG
CA
CB
co
N

H

HA
HD
CA
CB
co
N

H

61.200
13.560
173.664
128.780
8.300
4.860
1.671
1.335
56.290
32.500
174.910
133.690
8.950
5.430
0.750
54.100
44.460
175.899
122.640
8.690

No
109
109
109
109
109
109
110
110
110
110
110
110
110
110
110
111
111
111
111
111
111

>
>
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Nucleo & (ppm)

HA 4.560
HB 3.976
HG 1.126
CA 61.500
CB 11.390
CO 172.460
N 126.200
H 8.890
HA 4.870
HB 2.019
HG2 0.760
HG3 0.750
CA 61.190
CB 32.160
CO 175.426
N 134.140
H 8.170
HA 4.070
CA 57.050
CB 44.070

CO 181.701
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Apéndice A

Conceptos Basicos

Desplazamiento quimico ()

Se le conoce como desplazamiento quimico a la frecuencia en la que un nucleo, expuesto a un campo

magnético Bo, estd en resonancia con la frecuencia de Larmor, que es la frecuencia asociada a la

diferencia de energia, AE, necesaria para pasar de un estado energético a otro.

Asi, el desplazamiento quimico es una frecuencia que es ligeramente diferente, entre el mismo tipo de
nucleo, a la frecuencia de Larmor, ello debido a las contribuciones de los momentos magnéticos de

nucleos vecinos. Esta ligera diferencia esta medida en relacion de una frecuencia de referencia.

El compuesto de referencia para biopolimeros es comunmente un derivado de tetrametilsilicio soluble
en agua, por ejemplo el propanoato de 3-trimetilsilicio (TSP) o el Sulfonato de 2,2-dimetil, 2-silipentano
(DSS).

En unidades de frecuencia (Hertz), el desplazamiento quimico es proporcional al campo magnético
aplicado Bo. Para evitar que la medida de desplazamiento quimico dependa de Bo, se expresa en partes

por millon (ppm):

6 V- Vref
o(ppm) =10°x——

ref

Donde v es la frecuencia del vector de RMN en estudio y vwer es la frecuencia del compuesto de

referencia.
Entonces, el valor de d sélo depende de la estructura quimica que presente la molécula en estudio.

Constante de acoplamiento espin — espin (J)
La constante de acoplamiento caracteriza la interaccidn escalar (a través de enlaces) entre nucleos que
estan unidos por uno, dos o mas enlaces covalentes en una estructura quimica. J es un campo magnético

independiente que se expresa comunmente en Hertz (Hz).

El Efecto Nuclear Overhauser (NOE) es un cambio fraccional de la intensidad en un vector de RMN
cuando otra resonancia es irradiada en un experimento de doble irradiacion. Los NOE’s son

consecuencia de interacciones dipolares (a través del espacio) entre diferentes nucleos y son
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inversamente proporcionales a la sexta potencia de la distancia internuclear. Los NOE's son expresados

en por ciento de la intensidad de resonancia no perturbada.

Coherencia

En el estado de equilibrio, las componentes x, y de la magnetizacion neta, M, son igual a cero. Sin
embargo, al aplicarle un pulso de rf sobre el eje x O y, se genera una magnetizacion fransversal. En
mecdnica cudntica esta magnetizacion transversal esta descrita como el resultado de la presencia de

coherencia en la muestra. A continuacion se describe el fendmeno.

Al equilibrio no existe magnetizacion transversal. Pero, como ya hemos visto, ya que los dos niveles de

energia (0 y B) no tienen la misma poblacion de espines; existe una magnetizacion en el eje z (nq ~ ng).

Esto se puede describir como una polarizacion de la muestra en direccion del eje z. Cuando un pulso de

rf es aplicado, se genera una magnetizacion en el eje y, la magnitud de esta magnetizacion es

proporcional a la polarizacion original sobre z Si no existe polarizacion en el eje z al tiempo cero (ng =

ng), es decir; si la muestra no esta expuesta a un campo magnético B, al inicio del experimento, entonces

el pulso no generard magnetizacion en el eje y. Asi, lo que debe quedar claro es que el pulso sélo rota la

magnetizacion en el eje zal eje y (magnetizacion transversal).

La magnetizacion transversal se describe como el resultado de la coherencia entre los espines. También
se dice que la coherencia es una “alineacion de los espines”, la cual es provocada por el pulso de 77 al

ser aplicado sobre el eje x, a una muestra cuya polarizacion esta originalmente sobre el eje z.

Es importante que cada espin experimente el mismo pulso de 77 si ¢éste es el caso; entonces cada espin
rotard su polarizacion, por lo que la magnitud promedio de la polarizacidn en el eje y, serd igual a la

inicial en el eje z

Orden de Coherencia
La magnetizacion, M, se puede describir como un vector con componentes (x, y ,2) que ademas, tiene
un movimiento rotatorio. Para facilitar su estudio se utiliza como herramienta el producto de

operadores.
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El orden de coherencia, que se representa con el simbolo p, esta definido como el suceso que le ocurre

al operador, o producto de operadores, cuando se aplica una rotacion sobre zcon un angulo ®. Si como

resultado de esta rotacion, el operador adquiere la fase (-p x ®), entonces el operador es de orden g

~(p) rotacion_¢_con_respecto_a_z . A(p) (—ipg)
P >0'PX_exp

Donde “p® es un operador de orden p.

El orden sélo puede tener valor de numero entero, positivo o negativo, incluyendo cero. Un operador
con pigual a =1 es de coherencia cuantica simple. Mientras que un operador con p igual a £2 posee
coherencia cuantica doble y asi sucesivamente. Asi mismo, los operadores con p igual a cero son

cudntica cero o magnetizacion en z.

Entonces, un estado de coherencia de orden +1 rota —®; mientras un estado de coherencia de orden +2

rotara -2®.

Eco de Espin
90°(x) 180°(x)

RF H

2t 180°, indicado con el rectangulo en blanco, esta en el centro
\ /\ /\ /\ de un periodo de duracion 21, esto separa la secuencia en dos

Figura 1. Secuencia de pulsos de un Eco de Espin. El pulso de

A

periodos iguales, 1, antes de la adquisicion. El rectangulo de

acq
U U V color negro indica el pulso inicial de 90°.

Esta secuencia es un componente importante en la gran mayoria de los experimentos complejos. Su

importancia radica en que, al final de su aplicacion, la magnetizacion termina sobre el eje en el que

habia comenzado. Ello a pesar de la duracidén que pueda tener T o del tamano del offset Q. Entonces se

dice que “el offset ha sido reenfocado”, lo que significa que al final de esta secuencia, es como si la

magnetizacion no hubiera evolucionado del todo; como si el offsef fuera igual a cero.

52



Pulsos de 180° como pulsos de reenfoque
Para entender cémo trabaja la secuencia de pulsos de eco de espin, primero habrd que explicar la
funcion de un pulso de 180° cuando es aplicado a una magnetizacion transversal. En la siguiente figura

se describe de manera grafica el proceso (Figura 2):

=y
. x 180" pulse

o PLD.
2 P

Figura 2. Diagrama que muestra la evolucién del

Posicién Posicion . i ! ol |
- . vector, que se encuentra en el plano a
Inicial X Final 4 P X
Componentes x,y de  Componentes x,y después aplicarle un pulso de 180° sobre x. El resultado
la posicion inicial del pulsos de 180° es la imagen especular de la posicién inicial

En la posicidn inicial del diagrama anterior, un vector de magnetizacion ha precesado, su posicion esta
definida por el angulo @ con respecto a —y. Como se observa en esta figura, la componente en X no se

afecta al aplicar el pulso de 180°, ello debido a que esta alineada con el pulso que se estd aplicando
sobre este eje. Sin embargo, la componente en y rota 180°, esto provoca que la posicion final sea la

imagen especular de la anterior.

Expresado en términos del dngulo de fase, el efecto del pulso de 180° sobre ¢l eje x, es mover la posicidon

del vector, descrita por ® con respecto a —y,a n — O.

Funcién del Eco de Espin

[«
© PR )4
D e dese
o
(¢
3t/2

Figura 3. Diagrama que muestra la evolucion de un eco
de espin. Al inicio, la magnetizacién se encuentra sobre
------ el eje -y, después de un tiempo T1, precesa en direccion
opuesta a las manecillas del reloj. Al aplicar un pulso de
180°, se origina una imagen especular de dicho vector.

Finalmente vuelve a precesar en la misma direccion,

time provocando que la magnetizacion quede sobre el eje y.
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La Figura 3 muestra el movimiento tipico de un vector de magnetizacion durante el eco de espin. El

diagrama comienza después del pulso inicial de 90° sobre x, que provoca que la magnetizacion esté

sobre el eje —y. Luego se muestra la posicion del vector de magnetizacion al tiempo 1/2 y T, dicha
posicion es el angulo, @, con respecto al eje —y. Como ya se ha explicado anteriormente, el pulso de
180° cambia de posicion al vector, ahora esta 1~ ® con respecto al eje —y. Sin embargo, con respecto al

cje y, esta posicion es ®@. Nuevamente precesa en direccion de las manecillas del reloj un T. Asi, la
posicion actual es:

m-P)+D=n
Es decir, el vector de magnetizacion esta sobre el eje y. Se dice que el vector se ha reenfocado ya que no

importa el valor de @, el vector de magnetizacion al final estard ubicado sobre y.

Reenfoque
@ it [l.=
———| |[——
I H
S
Figura 4. Tres diferentes secuencias de ecos de espin que
b)) ¢ ¢ N =t i son aplicadas en sistemas heteronucleares. (a) El pulso de
- [ : v v
It : 180° se aplica a ambos nucleos. (b) solo al nucleo |, que es
protén, y (c) solo al nacleo S, que representa a un
S heteroniicleo. La secuencia (a) da el mismo resultado que un
eco de espin homonuclear; el desplazamiento quimico es
(c) i reenfocado y el acoplamiento no. En (b) se reenfoca soélo el
b desplazamiento quimico del nicleo I, asi como el
oot acoplamiento. En la secuencia (c) se reenfoca acoplamiento y
E-d—b- -—b-i
S ; ; el desplazamiento quimico de S.

Evidentemente, es posible aplicar dos pulsos con suficientemente potencia, tal que uno afecte a los 1H's
y el otro a 13C’s. Es decir, un pulso fuerte puede cubrir todo el rango de desplazamiento quimico de 13C

sin afectar a los protones y viceversa.

Cuando se utilizan ecos de espin en sistemas heteronucleares, se decide a qué tipo de nucleos afectara el
pulso de 180°. En un sistema de dos tipos de nucleos, existen tres posibilidades (Figura 4); En la

secuencia (a) se aplica a ambos nucleos, entonces el desplazamiento quimico es reenfocado tanto para el
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nucleo I como para S, mientras que el acoplamiento evoluciona durante el tiempo 2T. En las secuencias

(b) y (0), se reenfoca desplazamiento quimico de solo uno de los nucleos y el acoplamiento en ambos

casos. I, representa al proton y S al heteroatomo.

INEPT

Figura 5. Secuencia de pulsos del experimento INEPT. El segundo pulso de 90°
del nucleo | se aplica sobre y. El resultado final es una senal observable del
nucleo S, cuyo tamanio (sensibilidad) depende de la magnitud de polarizacion del
nucleo I. Como la constante giromagnética, y, del nicleo | es mayor que y del

heteroatomo S (13C 6 N), la sefal observada de S sera mayor que si se
adquiere con una secuencia sencilla homonuclear. La secuencia trabaja

generando una estado de antifase en el nicleo | durante el periodo A. Este

estado de antifase es tranferido al nicleo S usando los dos pulsos de 90° en el
periodo B. Durante el periodo C, el estado de antifase es reenfocado y puesto en
fase; entonces es observado.

Para llevar a cabo la explicacion del experimento INEPT, se utilizard producto de operadores. No
ahondaremos en cémo se obtienen tales expresiones porque estd fuera de nuestro estudio. Sélo las

usaremos para facilitar la explicacion.

Los espines 1, S tienen diferente constante giromagnética, el vector de magnetizacion que los define
posee una magnitud diferente. Por tanto, definiremos al vector del espin I como kii,, donde ki es un
parametro que determina la magnitud del vector i1 (constante giromagnética). Entonces, el vector del

espin S, se escribe ki,

Comenzaremos diciendo que el pulso de 90° sobre el espin I, provoca que la magnetizacion rote, ~kiiy. El

periodo A es un eco de espin aplicado a ambos espines; asi el desplazamiento quimico de Iy S es

reenfocado y el acoplamiento evoluciona durante un tiempo 2T. Entonces, al final del periodo A, el

estado del sistema de espin es:

k, cos(2 s 7)1, —k,sen(27 ¢ 7,)21,S,

El periodo B consiste en dos pulsos de 90°. El pulso en I se aplica sobre el eje y, estos son los pulsos que
causan la transferencia de coherencia. El orden en el cual actian no importa ya que estan en diferentes
tipos de espin. El operador iy no es afectado por ninguno de los dos pulsos de 90°, por lo que no se
transfiere coherencia en este término. Entonces podemos descartarlo ya que si no se transfiere
coherencia; no contribuird en la senal del espin S, que sera la que observaremos al final del
experimento.
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El término 218, es afectado por los dos pulsos:

—k,sen(2d o 7,)21 S, — 2 5k sen(2:d o 7,)21 S, — 2 5k sen(27d . 7,)2 S,

Estos dos pulsos han transferido la magnetizacion en antifase del espin I al espin S. El periodo C es un
eco de espin que, al igual que en le periodo A, reenfoca desplazamiento quimico de Iy Sy permite que

el acoplamiento evolucione. Entonces, al final de este periodo se tiene:

—k, cos(27) s 7,)sen(27d s 7,) 21, S, +k,sen(27d s 7,)sen(27d s 7,)S,

El valor de $x es el mas grande, cuando el seno de 2xJisT: es igual a uno, esto se logra cuando el

argumento del seno es n/2:

T
2m (s Ty = —
IS*1 2

Ello sugiere que si Tr es igual a Y4Jis, se tendrd la senal mas grande. El valor optimo para T2 es también

éste. Entonces, con T12= Y4Jis, el término final observable es:

K,$

X

Mientras que con una secuencia de pulsos sencilla obtendriamos —K$, , y como se sabe, K, <K .

Mezclado Isotrépico

La parte medular de la secuencia de pulsos del experimento TOCSY, es el periodo de mezclado
isotrdpico. En un sistema de dos espines; el periodo de mezclado isotropico causa la evolucion de la
magnetizacion en el eje z. Esto se describe a continuacidn mediante funciones trigonométricas y

producto de operadores:

~ 1 ~ 1 ~ 1.~ » PPN
I1z _)E[l_'_ COS(27ﬂ12rmix)]llz +E[1_COS(27a]12Tmix)]|22 - Sen(zmlzrmix)§(2|1y|2x - 2I1><|2y)
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El aspecto importante en esta ecuacion es que la magnetizacion en el eje z del espin uno, Ii,, es

transferida a la magnetizacion en z del espin dos, 12,, en una proporcion que depende del acoplamiento

y del tiempo de mezclado, Tmix. Esta es la transferencia que provoca los picos de cruce en el espectro.

En la practica, el mezclado isotropico es aplicado usando secuencias de pulsos diseniadas especialmente,
por ejemplo la DIPSI-2. Estas secuencias se conforman de colecciones de pulsos elegidos
cuidadosamente que poseen varias fases y angulos. Son secuencias que se aplican repetidamente para

obtener el resultado deseado.

Se le llama “isotrdpica” ya que no solo se transfiere magnetizacion sobre eje z, también puede transferir
aquella que esté alineada a los e¢jes —x~ & —y~, siempre y cuando los espines estén acoplados. Por
ejemplo, la evolucion de la magnetizacion sobre x, durante un periodo de mezclado isotropico, puede

deducirse de la ecuacidn anterior haciendo la permutacion ciclicade za x, xa yy ya z como sigue:

A A

. 1 .1 . 1 A
I, —>§[1+ cos(27,,z,. )iz, +§[1—cos(27a]12rmix)]I2X —sen(27ﬂlzrmix)§(2llzly —20y,1,,)
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Apéndice B

NMRPipe
NMRPipe es una coleccion de programas base LINUX que se utilizan para el procesamiento y analisis de
espectros multidimensionales. Las herramientas de este paquete son operadas usando interfases graficas
y UNIX s#ell scripts, que llamaremos textos de procesamiento. Esto permite que sean extremadamente
flexibles.

Para este trabajo se utilizaron dos de los programas de los que se compone el paquete NMRPipe;

NMRPipe, en donde es posible cambiar el formato de los datos obtenidos en el equipo y procesarlos.

NMRDraw, que es una interfase grafica que permite utilizar la mayoria de las herramientas del paquete;
realizar un procesamiento interactivo, editar el texto de procesamiento (script), verificar los datos en el

dominio del tiempo, en la fase de tiempo real, deteccion de picos automatica y analisis de espectros.

El programa de procesamiento NMRPipe es la parte central de un sistema de herramientas para la
manipulacidon y andlisis de espectros multidimensionales, ello mediante el uso de pipes (tuberia) en
UNIX. Para realizar esta tarea, se utilizan una sucesion de funciones, por ejemplo; Transformada de

Fourier en una dimension, que se aplican a los datos obtenidos en el equipo.

También se utilizan programas de datos de entrada (input) y de salida (output) como xyzZpipe y
pipeZxyz para construir esquemas completos de procesamiento de datos multidimensionales con los que

se obtienen espectros en dos y tres dimensiones.

Los textos de procesamiento (shell-scripts) pueden ser construidos con un editor de textos sobre LINUX
o en la interfase grafica nmrDraw. En este caso, se utilizo el editor de textos vy la interfase grafica

nmrDraw.

Asti, el procesamiento de los datos obtenidos en un equipo de RMN, en este caso marca Varian Inova,

requiere los siguientes pasos:

~ Cambio de formato de los datos obtenidos en el equipo de RMN (FID).
~ Verificar los datos del dominio de tiempo

~ Procesamiento de baja resolucion

~ Analisis del resultado del proceso

~ Procesamiento completo de alta resolucion
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Cambio de formato de los datos obtenidos en el equipo (FID)

Los datos que se obtienen del equipo son numeros binarios en el dominio del tiempo (FID), asi que estos
son convertidos a un formato tipo nmrPipe; con una organizacion uniforme de puntos reales e
imaginarios. Ello mediante la interfase de conversion interactiva Varian, que lee el archivo procpary
automaticamente extrae los pardmetros de adquisicion, que previamente se definieron en el equipo
(Figura B.1). Una vez extraidos, se crea un texto de procesamiento, fid.com, con las modificaciones que

se hayan hecho a los parametros, éste se muestra en la ventana Conversion Script Text de la Figura B.1.

Sin embargo no siempre funcionan adecuadamente y se requiere optimizarlos.

Verificar los datos del dominio de tiempo

Una vez creado el texto de procesamiento fid.com, es posible realizar los cambios desde el editor de

textos vi. Asi, los pardmetros de adquision pueden ser manipulados en la interfase grafica de nmrDraw

(Figura B.1) o desde el texto de procesamiento, fid.com, que se crea al ejecutar procpar.

0 NMRPipe Conversion Utility  Version 97.027.12.56
Spectromeler bgut: |51 (|t Potocal; - veren [
Outpat Protoca:  |NHFPpe ¥
Outpot Tempiale: |/daesti i bomsmomt: f M
(s oo Tenperahre (K 56000 ¥
s V-2 s
Total Paints Rek: (& W |6 N @ N
Vald Ponts: 50 ¥ [T ¥
i (Complex N [Complex N [Complex N
Spectral Vidh He: ewim M pm e )
Observe Freq Mz 43953 ¥ 125720 N |susen L
CenlerPosBon PR 4773 W (10 N [0 [
fols Label: Jr ¥ fors N s [
Rafrmcles | Swesopt | Benesopt | HeSopt | ersl | uwesmt o

O Conversion Script Text

{#fbin/esh

frarpipe -in . /£id -poasvap gD 1 |
& 1020w 160 - LT
=T 5 -y1 B0 2T LI
g Conplex -yHIIE -2HI0E Complez
-x58 B9B2 631 —pSF IML040 -z 2026700 Y
MBS 499,896 -yiBS 125720 -z0BS 50,660
B 4T R 174007 -zlaR 120007 %
R} B -8 C13 -zl HS Y
i 3 ag) States \
-out . fdata/testal3d. fid —verh -ov

slesp 5

Figura B.1. Interfase grafica NMRDraw donde, mediante
la opcién procpar (Proc), se accede a la ventana
NMRPijpe conversion Ulility. En esta ventana es posible
leer los parametros de adquisicion, modificarlos, y
salvarlos como script. Dicho script se nombré fid.com y
se muestra en la ventana Conversion Script Text. Es
posible ejecutar este script desde esta interfase grafica
o en el editor de textos vi. Cabe mencionar que este
script es para un experimento 3D.

A continuacioén se transcribe, del editor de textos v, el texto de procesamiento fid.com para un espectro

en dos dimensiones:

#!/bin/csh

var2pipe -in ./fid -noaswap \
-xN 2048 -yN

512 \
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-XT 1024 -yT 256 \

-xMODE Complex -yMODE Complex \
-xSW 6999.738 -ySW 1723.300 \
-xOBS 499.896 -yOBS 50.660 \

-xCAR 4773 -yCAR 120.096 \
-xLAB H1 -yLAB N15 \
-ndim 2 -ag2D States \

-out ./test.fid -verb -ov

sleep 5

shell script siempre comenzara con la linea:

#!/bin/csh

Después se escribe el comando de entrada, donde se especifica el nombre del archivo que se va a

convertir (FID):

var2pipe -in ./fid -noaswap \

Al final el comando de salida, donde se asigna un nombre al archivo que contiene los datos convertidos:

-out ./test.fid -verb -ov

Es importante notar que en la linea del texto donde esta el nombre del archivo de entrada, ./fid, también
esta el comando del programa var2pipe, este programa sera el que lleve a cabo la conversion. Después
de esta linea se incluye la lista de parametros especificos para cada eje, los cuales tienen un valor para

cada dimension en los datos de entrada.

Es importante decir que existen pardmetros de conversion que soportan opciones especiales para
esquemas de adquisicidon complejas, incluyendo datos que aumentan la sensibilidad (Rance-
Kay/Echo:Anti-Echo).

La nomenclatura de nmrPipe usa los términos —Xaxis, —Yaxis, —Zaxis para referirse a las dimensiones de
los datos. Analogamente, el comando de conversion varZpipe usa los prefijos —x, -y, ~z. Por ejemplo, el

ancho de barrido esta especificado con los nombres —xSW, ~-ySW y —zSW.
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El comando de conversion debe incluir las especificaciones de los siguientes pardametros para cada

dimensidn:

Modo de Adquisicion

Este parametro define el tipo de datos que se encuentran en cada dimension; controla qué parte, real o
imaginaria, debe ser procesada y qué parte almacenada. El modo de adquisicion es especificado
usualmente con una palabra. Existen muchas posibles palabras que pueden ser utilizadas; en la mayoria
de los casos es suficiente especificar si se trata de numeros reales, Real, o complejos, Complex. Los

modos de adquisicidon son especificados con las opciones —xMODE, ~-yMODE y —zMODE.

-xMODE Complex -yMODE Complex \

Tamaiio Actual

Este parametro especifica el numero total de puntos (reales + imaginarios) almacenados en el archivo
de entrada (FID) para cada dimension. En la mayoria de los casos (por ejemplo cuando detecta numeros
complejos) este valor es el doble del que corresponde al tamano del dominio del tiempo. Este parametro

esta especificado con los parametros —xN, ~yN y —zN.

-xN 2048 -yN 512 \

Tamaiio Valido del Dominio del Tiempo
Este pardmetro especifica el numero de puntos validos, grabados en el archivo de entrada, para cada
dimensién. Entonces, si la dimension posee numeros complejos; el total de puntos en el dominio de

tiempo debera ser la suma de un punto por cada numero complejo.

-XT 1024 -yT 256 \
Ventana Espectral

Este parametro define el intervalo, en Hertz, que se observa en cada dimension, ventana espectral

-xSW 6999.738 -ySW 1723.300 \
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Este parametro define la frecuencia de Larmor en MHz, a la que se observa cada dimension

-xOBS 499.896 -yOBS 50.660 \

Tipo de atomo que es observa

-XLAB H1 -yLAB N15 \

Numero de dimensiones del experimento y numero de dimensiones en las que se adquirira el espectro.

-ndim 2 -aqz2D States \

Procesamiento de baja resolucion

Una vez que se ¢jecuta el texto de procesamiento fid.com, y que se ha obtenido el archivo fext.fid, se le
aplican un par de operaciones sobre la primera dimension, x, (cosine-bell, fourier transform). De esta
forma, es posible ver el espectro de la primera dimension sobre la interfase grafica nmrDraw (Figura
B.2). Asi, mediante la asignacion de valores numéricos a Po y Pi (Figura B.2); el espectro se pone en fase

manualmente. Es importante no olvidar estos valores, ya que se retomaran mas adelante.

- [ /

= FRBHTFo AT, TeTAe TReTeet] [TonT [ ZBarm] . ORFETAE:  Ajate PIot] [Seate] [OTFEet] 1oe o ¥6 e =
File- Draw-, 1D Mouse- Peak - Proc - Flle: /../pdata/1/ff../f1d/.. ../ . /hsqefid/test.fid (512x2)(128x2)

X1 ¥v:1 1 Al Plus: 10 Minusphto First: 410108 Factor: 130 + -

PO; —— —_— P — —_—r PO: 220 P1: 7.0 Pivot: 0 “ Phasing: on  off | H-Axis: H1

Figura B.2. Ventana de la interfase visual nmrDraw,
se observa la primera dimension de un espectro
2D. Las senales de ponen en fase manualmente

usando p0 y p1.
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Anélisis del resultado del proceso
Al igual que para la conversion de los datos es posible crear un texto de procesamiento en la interfase de

NMRDraw con todas las operaciones necesarias para crear un espectro de n dimensiones (Figura B.2).

o NMROraw Processing Macro, Use Right Mouse Button in Edit Window for et [ed@liis)
Save) Execute) Kill) Clear) Done
Command Prefix: nmrTerm -e csh, Macro Name: nmrproc.com Wait Yes | No
Macro Header ~| #/binfcsh A
Bruker Conversions P v E v
Varian Conversions - # 3D States-llode HN-Detected Processing.
Other Conversions - || wyz2pipe —in fid/test%03d.fid -x -verb \
— mmrPipe -fn SOL \
2D Input/Qutput > rlr'Pipe -fn SP -off 0.5 -end 0.98 -pow 2 -c 0.5 \
3D Input/OQutput r :m: :g: Z,_—? -alto }
. rmrPipe —fn PS —p0 43 —pl 0.0 —di \
{Eroces 2 D I nmrPipe —fn EXT -1eft -sw \
Process 3D » nmrPipe -fn TP \
- rnmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 0.98 —pow 1 —c 1.0 \
Process 4D r narPipe —fn ZF -auto \
Transforms == T } Figura B.3. Ventana en la interfase grafica
Windows . pipe2xyz -out ft/test¥03d.ft2 -y . . .

P || yz2pipe ~in fe/temtamma.fe2 = e \ nmrDraw, donde es posbible disefiar un texto
o rnmrPipe -fn SP —off 0.5 -end 0.98 —pow 1 —c 0.5 \ . . .
Shifing - ||| nmrPipe —fn ZF -auto \ de procesamiento para manipular un archivo

Other r narPipe -fn FT . \
| - B test. fid de n dimensiones, en este caso se
trata de un exnerimento en 3 dimensiones .

Una vez que se ha creado, es posible manipularlo en el editor de textos vi. A continuacion se transcribe

el texto de procesamiento para un espectro de dos dimensiones.

#!/bin/csh

#

# Basic 2D Phase-Sensitive Processing:

# Cosine-Bells are used in both dimensions.

Use of "ZF -auto" doubles size, then rounds to power of 2.
Use of "FT -auto" chooses correct Transform mode.

Imaginaries are deleted with "-di" in each dimension.

H OH H H*

Phase corrections should be inserted by hand.

nmrPipe -in /test.fid \

#| nmrPipe -fn SOL \

| nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 1.00 -pow 1 -c 1.0 \
| nmrPipe -fn ZF -auto \

| nmrPipe -fn FT -auto \

| nmrPipe -fn PS -p0 174.6 -p1 -50.0 -di -verb \
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| nmrPipe -fn EXT -left -sw \

| nmrPipe -fn TP \

| nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 1.00 -pow 1 -c 1.0 \
| nmrPipe -fn ZF -auto \

| nmrPipe -fn FT -auto \

#| nmrPipe -fn POLY -auto \
| nmrPipe -fn PS -p0 0.0 -p1 0.0 -di -verb \
#| nmrPipe -fn POLY -auto \

-ov -out /test.ft2

Asi que el valor de pO y p1 obtenidos para la primera dimension, se copian en el texto de procesamiento.
Este se ejecuta y se crea un nuevo archivo test.ft2. Si se trata de un espectro 2D, el archivo test.ft2 es el
espectro aun sin optimizar, si es un espectro 3D; el archivo test.ft2 es una proyeccion del plano xy. El
archivo test.ft2 es nuevamente manipulado sobre la ventana de nmrDraw y ahora se arregla la fase de la

segunda dimension manualmente (Figura B.3).

B GTIVE RIS, VT TR0V T TTVnT [ 700T] ™ DR eToe TTimer TDIT T6e T TOTTZ6r T (Tee 70 T o =
File - Draw 1D Mouse - Peak | Proc - File: /../../HNCOCA_UAM/B/Tid/1est001.112 (1024x1)(128x1)(48x2) 18C=1

X: 392 ¥ I Al Plus: 10 Minus: 10 First: 120766 Factor: 1.30 + -

PO e | —_ P — - po:200 P1: 360 Pivot: 1 Phasing: [on off | V-Axis: 15N

Figura B.3. Ventana de la interfase grafica
nmrDraw. Se muestra la proyeccion del plano xy
('H,"SN) del espectro HNCOCA. El cursor
vertical permite que se arregle la fase de '5N.

1H ppm X

Se utiliza el comando xyz2pipe, cuando se trata de un espectro de tres dimensiones y xyZpipe, cuando
se trata de 2D. Si se manipulan espectros de tres dimensiones, es conveniente ejecutar tres textos de
procesamiento; dos donde se procesen las proyecciones de cada plano (xyy x2), una vez que se hayan
optimizado ambos textos de procesamiento; se copia cada una de las operaciones utilizadas en cada uno
a un tercer texto de procesamiento que contiene el comando xyz2pipe y entonces se obtiene el espectro

3D. En seguida se describe este texto de procesamiento y se explica cada operacion.
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Cuando se usan comandos nmrPipe para procesar datos experimentales, que previamente han sido

convertidos mediante var2pipe, es necesario especificar la siguiente informacion:

Localizacion del archivo de entrada
Serie de operaciones que se aplicaran

Pardametros para cada operacion

e

Destino del archivo de salida

El simbolo, #, indica salto de linea. Los simbolos posteriores se consideran comentarios. Es decir, las

lineas marcadas con # no se leen y por tanto no se aplican al archivo de entrada.

Todas las funciones, para aplicar operaciones, pueden ser seleccionadas usando —fn, fnNombre del
argumento. Estas operaciones se aplican solo a la primera dimension y pueden estar acompanadas de

parametros que es necesario especificar, por ejemplo;

| nmrPipe -fn FT -auto \

En la linea anterior se aplica una transformada de Fourier, el pardmetro —auto, indica que es una
transformada de Fourier aplicada a numeros complejos. Podriamos especificar que se aplique solo a los

reales, ~real.

El simbolo, /, es usado al final de cada renglon para indicar que la linea continua en el siguiente. Al
final, el argumento —out nombre del archivo de salida, es usado para especificar que el archivo de salida

debera ser guardado bajo ese nombre.

Como ya se ha dicho; la linea de pipes se aplica a la primera dimension de los datos. Para que las
siguientes funciones sean aplicadas a una segunda dimension, es necesario aplicar primero la funcion
TP. La funcion TP, permite que los planos de la segunda dimensién sean los que se lean del archivo de

entrada.

Entonces,

nmrPipe ~in /adriana/fids/test.fid \

~-in Indica la localizacion del archivo de entrada
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| nmrPipe -fn SOL \

SOL (Solvent) Se le conoce como filtro de disolvente. Aplica una funcion de convolucion en el dominio

del tiempo para sustraer la senal del disolvente.

| nmrPipe -fn SP -off 0.5 ~end 1.00 ~pow 1 -¢ 1.0 \

SP (Adjustable Sine Bell) Multiplica los datos por una curva senosoidal

| nmrPipe -fn ZF -auto \

ZF (Zero Fill) Rellena los espacios vacios con ceros.

| nmrPipe -fn FT -auto \

FT (Fourier Transform) Aplica una transformada de Fourier

| nmrPipe -fn PS -p0 174.6 -p1 -50.0 ~di -verb \

FS (Phase Correct) Corrige la linea base

| nmrPipe -~fn EXT -left ~sw \

FXT (Extract Region) Limita la zona de interés acortando la ventana espectral visible.

| nmrPipe -fn TP \

TP (Transpose) XY—> YX Cambia los renglones, X, y las columnas Y de los planos de entrada

| nmrPipe -fn POLY -auto  \

LP (Linear Prediction) Predice o reemplaza datos del inicio, del final o del interior del archivo de

entrada.

SHUF (Shuffle Data) Intercambia datos reales e imaginarios, también reordena y separa operaciones.
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POLY (Polynomial Subtract) Sustrae un polinomio del dominio del tiempo o del dominio de la

frecuencia.}

~ov ~out /test.ft2

Escribe el archivo de salida

La informacién aqui reportada se obtuvo del tutorial en linea (http://spin.niddk.nih.gov/NMRPipe/)
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Apéndice C

Interpretacion de Espectros 3D
RMN Tridimensional

La interpretacion de espectros se realizo en el programa CARA 1.8. El tutorial de este programa se
encuentra en linea (http://www.cara.ethz.ch/Wiki/Tutorials). A continuacion se describen las

herramientas generales para la manipulacion de espectros 3D.

Una vez que los espectros estan en formato .param, es posible abrir un proyecto sobre CARA 1.8. Ahi se

monta la secuencia y los espectros (Figura C.1).

|: CARA - C:/Documents and Settings/Adriana/Escritorio/gajl2_11.cara

File Edit Projects Tools Setup ?

- Attribute Definitions | | 1D | chainghr. Type Mean Std.Dev. | Assig.
--Message Log ] 1 ASN
= --Pr:ojecis 2 2 PHE 250
—|-gajl2 3 3 MET 263
.4 4 LEU 116
-~ 5 THR &0
G B GLN 177
-7 7 FRO
-3 8 HIS
g g SER 11

1 CARA - C:/Documents and Settings/Adriana/Escritorio/gajl2_11.cara

File Edit Projects Tools Setup ?

-Attribute Definitions | | Name [ Type | Dim |

Message Log - 22hcchtocsy, fid. 30 HCCH-TOCSYali 89 3 . T

- Projct A, UAM, 2. 2D ea e ; Figura C.1. Ventana principal

gail2 +-hncach. 3D HNCACE 93 3 del programa CARA 1.8. En la

+1-hncaco_vnmrj. 3D HM{CA)CO 90 3 H
5.hnco_vnme_. D HNED 0 3 parp,a superior se_ muestra en la
+-HNCOCA_UAM _lp. 3D HN{CO)CA 91 3 opcion secuencla, Yy en la
+1-N15hsgc_15dias. 30 hsgc15M 35 2 H H H
fr--noesyhsqc_ﬂ.l_lpJD 30 N15-MOESY 97 3 |nfer|0r Ia IISta de espectros
+]-tocsyhsqe_lp020307.30 30 N15-TOCSY 96 3 montados.

Una vez que se han montado los espectros; es posible verlos en varios tipos de ventanas. En este caso se

utilizaron cuatro:

MonoScope
En MonoScope se observan las dos dimensiones de un espectro 2D.
Sin embargo, cuando se trata de un espectro 3D, se navega por los planos que se desee. Esto es, el

espectro 3D se representa como un cubo el cual se divide sobre una dimension (por lo regular la de

I5N), entonces se observan los planos de 'HN, 13C. Sera posible asignar sefiales y crear listas de picos.
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|— MonoSccpe - HHCA UAM Ip2.3D [;Ji‘lé-

Fle edt vien cecum Peas slces Integmwr ?

Figura C.2. En este tipo de
ventana es posible observar los
planos del experimento
utilizando las teclas —fp- (foward
plane) 6 —bp- (back plane).

=108 915 Luwel= 4128362

SynchroScope

‘Z SynchraScope - N15hsqc_15dias. 3D =
Fie Edt View Plne Stips Peaks ?

N15hsqc_15dias.3D HN /N

Figura C.3. Ventana
SynchroScope, donde es posible
observar, simultdneamente, un
espectro 2D y uno 3D.

=

- - 7
Ursor: x: HN=8.712 y: N=113.022 Level=+3110, Selected 1 pesks: 36:H)

Esta ventana permite la manipulacion simultdanea de espectros 2D y 3D. En la ventana mayor, se abre el
espectro 2D (15N HSQC) y en la franja del lado derecho (ventana menor), un espectro 3D (HNCA), que
posea también las dimensiones ('HN, 15N). Si seleccionamos una senal sobre la ventana mayor, en la

ventana menor aparecera la franja del plano donde estan las senales de '3C asociadas al 'HN, 15N

seleccionado.

Asi, sera posible seleccionar cada espectro 3D y asignar el tipo de nucleo para cada sistema de espin.
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StripScope

Esta es una herramienta para llevar a cabo la asignacion heteronuclear del esqueleto de la proteina, asi

como la secuenciacion. Es posible desplegar franjas de varios planos ('HN, 13C) de un espectro 3D

simultaneamente, de tal forma que las senales se pueden ligar. Esta es la ventana que se utilizd para

reportar la mayoria de las observaciones de este trabajo.

" stripScope - HNCA_UAM_[p2.3D

BEX]

Fie Edt View Stips Slices AutoSetup ?

System st [Fit |pred

| Ass Bl | HNCA_UAM_Ip2.3D

43 1
mof d 4 %1
{35 138

K1 | ]

GA G103
1(GA G103

Figura B.4. Ventana StripScope
donde se despliegan franjas de
distintos planos de un espectro
3D y donde es posible llevar a
cabo la secuenciacion del
esqueleto de la proteina.

an | it

FPolyScope

HICA_UAM_p2.3D Cursor: x: HN=B.848 y: Ca=43.310 2: N=110.034 Level=+195134, Sek

1 peaks: 5:H/7:CA 3:G65

Si se abre un espectro 2D sobre PolyScope (15N HSQC), se pueden seleccionar franjas de planos de un

espectro 3D, esto funciona exactamente igual que si se trabaja sobre SynchroScope. La ventaja de

PolyScope es que las seniales no son vistas como coordenadas. PolyScope deduce, sino como conjuntos de

senales, sistemas de espin.
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