Determinacion de la
estructura de proteinas
empleando RMN

DR. GABRIEL CUEVAS
INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM




OBJETIVO

> Mostrar |la aplicabilidad de la RMN a la
resolucion de la estructura de proteinas
mostrando ejemplos en moléculas sencillas.
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Asignadon de la estructura
primaria

a) Seauendal
b) Cadenas laterates

\'4

Determinadon de los Angulos
de torsion y asignadones
estereoespedficas.

a) Constantes de
acoplamiento.

b) Restricciones
residuales y de distancia.
Q) Malla conformadional
sistemédtica: ®.W. x.

inter-

Restricdones de distandas
terdarias (a largo alcance)

Identific@don de los
. elementos estructurales
Ciclo iterativo
P I
Determinadon estructural 3D
Distancia geométrica hibrida
\'4
Resoludon estructural
Cdo iterativo

en3D




Algunos requerimientos de la

muestra
®* Muestras estables a temperatura ambiente.

® Concentraciones 1ImM en un volumen de
0.3 -0.5 mL.

e Dos muestras: una que se adquiere en D,O para

observar protones no intercambiables, otra 95%
H,O/5% ,0 para observar los protones

intecambiables.

®* Muestras de proteinas que han sido expresadas
generalmente en bacterias.

* Proteinas marcadas con *N y 3C (»*NH,Cl y 13C,-
glucosa).






Desarrollo de la RMN

Avances Notables
]940 Primera observacién de RMN en sdlidos y liquidos (1945)
1950 Desarrollo del desplazamiento quimico y los acoplamientos
Espin-Espin como herramientas para la elucidacién estructural
1960 Uso de la sefales para mejora la sensibilidad

Aplicacidén de la TF (transformada de Fourier) mejora de la
relacion sefal-ruido
Aplicacdn del NOE para la elucidacion estructural

1970 Uso de los imanes superconductores en combinacion con la TF
1980 Desarrollo de técnicas bidimensionales y de secuencias de
pulsos complejas
Espectroscopia automatizada
1990 Aplicacidn de los gradientes de pulso

Uso de técnicas espectroscépicas combinadas
(-RMN (cromatografia de liquidos-RMN)
2000 Uso de criosondas de alta sensibilidad
Uso de equipos con proteccén externa que impiden efectos en
el campo magnético (menoralm)
Desarrollo de microtubos para disminuir la cantidad de
muestra
N Desarrollo de procesamiento de datos de forma paralela y mas
\ apida
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;Qué es |la RMN?

® Todos los nucleos que poseen un numero
iImpar de protones o neutrones tienen un
momento magnético y un momento angular,
por lo cual, tienen un espin > 0.

® Los nucleos mas empleados en RMN son el
proton (*H, el isotopo mas sensible en RMN)
el 13C y el 15N.
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Momento Magnético Nuclear

*En su movimiento de espin, el nucleo generara un Momenio Magnético Nuclear u asociado, cuya magnitud
dependera de la carga y dotacion nucleares:

lJ. =— YP _endonde 7/ == relacion giromagnética

H
Propiedades nucleares de los nucleos importantes en RMN de compuestos organicos
n* cuantico ¥ Vo Sensibilidad Abundancia Momento
Nicleo de spi . relativa natural cuadru
" T e Ofed leRb, L 0 (e 10°28 m2)
de i) Tlsly  delm
'H 1/2 279277 2675 42,577  1.000 99.98
H I 0.85735 0.411 6.536  0.009 0.016 0.003
108 3 1.8007 0.288 4575 0.020 18.83 0.111
g 32 26880 0858 13.660 0.165 81.17 0.036
13¢C 1/2 0.70216 0.673 10.705 0.016 1.108
N 1 0.40369 0.193 3.076  0.001 99.635 002
ISN 1/2 -0.28298 -0.271 4315  0.001 0.365
170 52 -1.8930 -0.363 5772 0.029 0.037 -0.004
197 1/2 2.6273 2517 40055 0834 100.0
298 1/2 -0,55492 -0.531 8.460  0.079 4.70
ilp 1/2 1.1316 1.083 17.235 0.066 100.0

*En ausencia de campo magnetico externo, el nicleo no adoptara direccion privilegiada alguna. El Mognento
Magnético asociado a su movimiento de espin podra adoptar cualquier direccion.

i —_




> Las frecuencias a las cuales resuena un
atomo dentro de una molécula son
directamente proporcionales a la fuerza del
campo magnetico externo (B,), de acuerdo

con la ecuacion de la frecuencia de
precesion de Larmor.
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Importancie

* Los ca
mayore:
preferid
correlac
Increme
sensibilide

* El increment
magnético ta
traduce en una
resolucion espectre
través o[ i =
desplazamiento quimico
y el efecto Zeeman

Espectrometro RMN"del Lab Nal. del Pacifico Noroccidental
(800 MHz, 18,8 T)




> La RMN estudia los nucleos atomicos al
alinearlos a un campo magnético constante
para posteriormente perturbar  este
alineamiento con el uso de un campo
magnético externo (B,), de orientacion

ortogonal.

> La resultante de esta perturbacién es el
fendbmeno que explotan las distintas
técnicas de RMN.
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;/Queé ocurre con el nucleo?

g7

resonancia

EDT @ m=+1/2 L

\Y

reson. =

_
2T

Bef

¢Qué ocurre con una
muestra

V4 L]
*Para un conjunto de espines, en el equilibrio, exstira ummgglcml:@z (Magnetizacion

longitudinal), ya que habra un mayor numero de nucleos que adoptaran la onentacion paralela con B,
(energéticamente mas favorable, o), que antiparalela (p).

Zz

Z

Mo

AE
Ng  Sr_ 1
=g =
N AE
a ksT

*En el equilibrio, existira una magnetizacion resultante M, (Magnetizacion longitudinal)
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o AFE B "‘Ir'B.[].

L
h 2

> Estas frecuencias corresponden tipicamente

al intervalo de RF del espectro
electromagnético y es la absorcién de
resonancia que se detecta en RMN.

17



Pulso de excita

cion

*Su mision es excitar SIMULTANEAMENTE a todos los nucleos
de la muestra. Debera abarcar un cierto intervalo de frecuencias.

___— amplitud

a amnp b s
g "\

=~ tiempo de

frecuencias

b cirl

........ ]

P 1 -

“o

(a) Sequence of r.f pulses of frequency v,
() The corresponding fraquency components

duracion del pulso
g

"ﬂ

W repeticion NMMM
) t

]“I"l]h.. .S

¥

with width i, and repetition time 1,

Intervalo
excitado (Hz)

1
Vo B

tP
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Pulso de excitacion

Exciration profije

"\ == Pulso no selectivo
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FID (Free Induction Decay)

*Una vez terminada la aplicacion
del pulso, el receptor va a
detectar una sefial cuya intensidad
decae con el tiempo (FID) y cuya
forma y aspecto dependen de las
diferencias de frecuencia v,—v;

de las magnetizaciones que la
componen

als

Ay
~=| |~ n.oEs

e

S D.69s=

La anchura de linea obtenida
depende del tiempo de

relajacion transversal T2
1

I

*La seflal detectada es una variable dependiente del tiempo
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*La senial detectada (fid) es una variable dependiente del tiempo, pero
es necesario hacerla dependiente de la frecuencia para obtener la
imnformacion espectroscopica

*La transformacion de Fourier (FT) cambia la = .
variable de la que depende la informacion. t(o) = If(t)e dt
4o

Del dominio del tiempo se cambia al dominio

de la frecuencia

Parte real Parte imaginaria -
o ‘ 1ag *Se obtiene un resultado
Relf(m)]= .[ £(t)cos midt Imlf(m)]= [ £(t)senmtdt

- que posee una parte real y
una parte 1maginaria

*Ambas partes poseen una
diferencia de fase de 90°

Lineas de absorcion Lineas de dispersion

21



Tratamiento de la FID

I A JL

e

" JL—J'H— Senal real

| B

||1HIU1J\I'LI'U'U'U"W“~“W J $ Seinal imaginaria

||
hl 'aﬁ i~ l UL
" ¢ Valor absoluto
fraquan

M= \/ Re”+Im’

19
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Para la realizacion de espectros de RMN es necesario:
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Partes del equipo de RMN

Camara de
N, (77.4 K)

Camara de
He (4.2 K)

|
Bobina / AL

superconductora

Camisa de
vacio (10-6 mBar)

Aislante

24



Mejorando la sensibilidad y los
tubos para la muestra
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Espectrometro de 30 MHz
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Sensibilidad al incrementar B,

Mathyl Twgico of
hymenistatin in DMEO
at 250, 400, 800 MEE




Evolucion de los espectrometros

1992
750 MHz / 54 mm

1967 1970 1979
90 MHz 270 MHz 400MHz MHz

an : ‘_ o m/ﬂnﬂuﬂs
50 IfroShield “ mkz

2000-2001 _ 1999 | 1998
800 US2y 900 MHz 750 MHz /89 mm 700MHz

\

1996




Bobina superconductora

Detalles de cables superconductores

Dimensiones de los cables

NbTi

_ 16000
Filamentos

54 Simple
filamentos
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temperattL

> B. Linea de
transferencia de
He gas

> C. Linea de vacio

* D. Sonda




A cuenta con las siguientes
amientas para comenzar a
ar las estructuras, confirmar

areoquimica o analizar su
onformacion




Secuencia

Combine
Intensidad
los nucleos

al

L(x)

\ i A e
Radiofrequency . ] “‘J‘J“‘“‘ s
pulses 90y

nuclide 1 o ___l

nuclide 2 = 2 { e}

Z-a%is

Field gradient
pulses




Experimento
de RMN

Estructura
Molecular

Conectividad
a través de
los enlaces

Conectividad
a través del
espacio

Difusion

Dindmica
Molecular




Estructura de moléculas pequenas

> Desplazamiento Quimico (d)
> Constante de Acoplamiento ())

> Correlaciones a través del espacio (NOE)

34



Desplazamien

2.35

(@]
to 6.95 \
3.73
V'd ™
Quimico
6.84
[
7 6 5 4 0
PPM
2.28 6.57
O
\
3.73
6.78 6.58
7.17
w 0 |
7 6 5 4 2 1 0
PPM
6.65
(@]
7.10 \3'72
6.65
35




Los nucleos con momento magnético se comportan los unos con los otros como
pequefios imanes que se influencian mutuamente.

ﬁmxin'ladan'lente el 50% de |
las moléculas poseen el otro
proton en cada uno de los dos

estados posiblesyg [

C;

L 1
|.I
e ¥

Protdn que
observamos

—— s
B B

El protén que observamos
aparece como un doblete
debido a la influencia del
protén vecino. La separacién
entre las sefiales del doblete
es la constante de
acoplamiento y se mide en
Hz.




Constante de Acoplamiento (J)

> Acoplamiento  escalar entre espines
nucleares, se genera por el acoplamiento a
través de los enlaces y tiene consecuencia
en la multiplicidad de las senales del

a B spini
a B fips spin2
12 34

_J
; 4

—Vo.1 Vo2

—_—
frequency
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Espectro de RMN
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Efecto Nuclear de Overhauser
(nOe)

> Cambio en la intensidad de la frecuencia de
resonancia del espin A cuando se perturban
los estados de equilibrio del espin préximo
B.

> Este fendbmeno se genera a través de la
interaccion dipolo-dipolo denominada
relajacidon cruzada (cross relaxation) con el
cual se transfiere magnetizacion de un
espin a otro a través del espacio.

39



Correlacion

Técnica principal

Descripcién

H 'H-*H COSY Acoplamiento J de protones hasta 2 o 3 enlaces

] H

| |
X——X

My 'H-*H TOCSY Acoplamiento J de protones dentro de un sistema de espin acoplado.
T J T ‘ T Los protones remotos pueden correlacionar considerando que hay una
X red de acoplamiento continuo entre ellos

H H H-X HMQC Acoplamientos heteronucleares de un enlace con un proton

| ¢ J | 1H-X HSQC
X—X

" H-X HMBC Acoplamientos heteronucleares a larga distancia con protones.

B Tipicamente de 2 a 3 enlaces cuando X= C

X---——X

X-X COSY Soélo se utiliza COSY cuando la abundancia natural del spin de X > 20%.
) X-X INADEQUATE Puede hab_er problemas de sensibilidad cuando la abundancia natural
X—X de X es baja
NOE 'H-'H NOE Correlaciones a través del espacio.
m diferencial El NOE diferencial sélo aplica a moléculas de tamafio mediano con
1/2D NOESY masas de 1 a 2 kDa
I l 1/2DROESY
X--m-me- X

1H-X NOE diferencial
2D HOESY

Sensibilidad limitada para observar el espin X. Se debe tener cuidado
para hacer un NOE especifico en presencia de protones desacoplados

1D transferencia pos
saturacién o
inversion

2D EXSY

Intercambio de espin en diferentes locaciones quimicas. El intercambio
debe ser lento en la escala de NMR para poder observar resonancias
separadas. El intercambio moderado a rapido requiere el analisis de la
forma de las lineas

40







Configuracion

Conformacion

ces relevante? «
i onsecuencias?




¢ Fundador del estudio biodirigido de
productos naturales?

Acido pipizahoico

Foto A. Sandoval, 1964,
Infrutescencia de Perezia Cuernavac mostrando el vilano de

sus

flores.



Entre 1852 y hasta 1919 la molécula es objeto de varios
estudios:
-Derivados
-Primeras Estructuras

1. Es una quinona.
2. Tiene dos grupos alquilo.
3. Tiene un hidroxilo.



La configuracién se resolvio primero.







Pero: ¢ Cual es la conectividad?
Se sabia que era una p-quinona, con dos grupos alquilo en posicion para,
y un hidroxilo adicional dada la composicion de oxigeno (O,)

2

2
#

Walls, F.; Salmén, M.; Padilla, J.; Joseph-Nathan, P.; Romo, J. Bol. Inst. Qui’m. Univ. Nac. Auton. Mex. 1965, 17, 3-15. . |

1 . 3 - :
A28 — - x . & \
. 5 R - » =
& Wﬂ e o




Instituta de Quimica UHﬁH (BQG)
pr. G. Cuevas ;s G. Rou

Clave: Fz-CD

No. Registro = 959

Dizolvamte: GDG13

Exper imento:

Warian-Inowva snn MHZz (G)
28=Marzo—-2006

Pulse SegUence: sZpul

|
J "

] 11'|'rl‘|'rl‘r|'|'|’l‘rn‘l'|‘|’ﬂ‘ﬂ'r=‘1"'rrl'r|—rr l'l'l‘[l’r!1'|'|'|'|'l‘|'|'|'|'|‘|'|'|'|'|'|'rfl"‘1“1 |'1 lTrrrr| '||!'| |'|1_|'|'|'r|'|'[| r[l]'n'
5.0710 5.055 ppm 3.08 3.05 ppm Z2.066 ppm
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- Cortés, E.; Salmon, M.; Walls, F. Bo_I. Inst. Quim._LJniv._ Nal. Autér_l. Méx. 1965, 17, 19.

L~ ¢ 4 - b

> I -y




Transferencia
Electronica

nergia

_'-Mﬁ-injh‘

Fotosintesis

ervacion dela

.. e : : fsf .
S. P ta‘]ohn Wiley ﬁn ondon, 1974, 683



las propiedades fisicoquimicas de las moléculas
arreglos que adquieren sus atomos en el espacio,
al entender cuales son los principios que controlan
estas preferencias conformacionales.

€ 4 @ A

'. ‘perezona ubiquinona (Qn) curcuquino

depende
esfunqa

hil quinona

6) O

/‘ationa/ Analysis. Wiley, New York, 1991



Antecedentes

{Tiene algun efecto la cadena?

{La naturaleza tiene una razon para generar
moléculas con estas cadenas?

...el enlace doble C=C del isopropilideno
parece distante.



Yu etal. :

La flexibilidad en la cadena alifatica
adyacente al grupo benzoquinona en los
derivados de Q, es un requerimiento para
la transferencia electrénica.

La reduccion de la actividad electronica,
asi como el reconocimiento molecular
depende de:

de la longitud de la cadena
la conjugacién en la cadena alifatica.



flamilen Se pPropene:

Es la cadena ramificada,
que contiene un grupo
metilo y una unidad
Isopreno (que incluye al
doble enlace C-C), la
responsable de la
afinidad de Q al sitio de
unidn de la proteina que
la reconoce.



C. Yu, G. Lianquan, L. Yu, Biochemistry 1985, 24, 3897

-

2 -




C.VYu,

-

. Lianquan, L. Yu, Biochemistry 1985, 24, 3897

K2 o




¢Es posible que un doble enlace localizado en posicion remota
respecto al anillo de la quinona tenga influencia en las
propiedades electroquimicas de la molécula?







iz e Ve "t'\w"’{?f'

M. Aguilar-Martinez, J. A. Bautista-Martinez, N. Macias-Ruvalcaba, I. Gonzalez,
Tovar, T. Marin del Alizal, O. Collera, G. Cuevas, J. Org. Chem. 2001, '-.-;ag-‘- 0

B
=T K
3 - = AT e 3 3 s 4 ~




et P, i AT N S S T e Y

Como obtenerla dif nrlrooere Z20)f=0

H,, Pd/C

e

por su aspacw

aislado en Ameérica! Kogl, F.; Boer, A.G.; Rec. Trav. Chim. 1935, 54, 779.
D. A. Archer, R. H. Thomson, J. Chem. Soc. (C) 1967, 1710
- M. Aguilar-Martinez, G. Cuevas, J. Org. Chem. 2001, 66, 8349 _




v'1.0 mM de"perezona
Et,NBF, / acetonitrilo

Electrodo C vitreo
Barrido de potencial 0.1 \§fs




ES MAS DIFICIL REDUCIR ELECROQUIMICAMENTE A LA PEREZONA |H

J/ pAcm”
88888888

TI

01
N3
- a la <|:14
b
perezona (1)
Epc =-0.926 V
o
5 IC
Epc=-1.72V
@ e

PR GRG0 00

E/V vsFcY Fc

mayor corriente de respuesta

J/ pAam

TI

C12
C14

_ a i

5o A dihidroperezona (1-H ,)

0]
< Epc =- 0.903 V
0 lc =
o lc — Epc=-158V

25 220 ii5p
E/V vsFcC Fc

menor corriente de respuesta



Antecedent

"4 Cambio en el ambiente

yea I; [ V4 .
o electroquimico
v Ecuacién de Randles-Sevcik

Ip = (2.69*%105)n32.A.Dol/2. vi/2.C

Ip = corriente de pico (mA/cm?)

n = numero de electrones
transferidos

A = area transversal electrodo (cm?)

D = coeficiente de difusion (cm?2/s)

v = velocidad de barrido (volt/s)

c = concentracién (moles/cm3)

"\_

& .

.t . : - - g th ., w "
S s N

] n"ﬂ, ...-i!- so LA b owe L L ity 1
50 N ""-'-‘:-"f%'”. .iu‘.‘-—‘___ — s 1 i3 .
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electroquimico
0
A I
.} c7 c4 OH
.
| | ,: S N u |j
c8~ v .« s . 1
Ay Ecuacion de Randles-Sevcik A
(i]_ c9 (|:]3
01 H |p — (269*105)n3/2AD01/2 V1/2- perezona (1)

C




Metodologia

Calculos computacionales

Optimizacion de la geometria:
MP2, B3LYP con la base 6-31G(d,p)

Single Point: MP2 con la base 6-31+
+G(d,p)

Gaussian 03, Revision C.02, Frisch, M.]. et.al.; Gaussian, Inc. Wallingford CT, 2004
Gaussian 94, Revision E.2, Frisch, M.]. et.al.; Gaussian, Inc., Pittsburgh PA, 1995
F. W. Beigler-Konig, R. F. W. Bader, T. H. Tang, /. Comput. Chem. 1982, 3, 317




Resultados computacionales

1b 1d 1f

« Molekel, Version 4.3.win32, Date: 11.Nov.02, by Stefan Portman, Copyright © 2002
CSCS/ETHZ. (orig. IRIX GL implementation, concept and data structure by Peter F.
Fluekiger, CSCS/UNI Geneva




RMN

ESTUDIO CONFORMACIONAL DE LA PEREZONA




(Es posible que los conformeros mas estables
propuestos sean reales o sean solo producto
de un calculo hecho en fase gaseosa?




0 RMN
H,C L _on noe
CH
HT Y .
0
’ H-11, H-10b
H,C H,C i3 M2 L
e Inversion 15 \
Me-7
CH, CH,
1-H, « C ne 12 \M Me-8
A A
H-12
Inversion 14y 15 H13 Inversion 14
% H-12 Me-15
B B <
L I : % 4 -4
Me-7
A A \\ 1\:1/e-8
ld A \ 1U 1} A
el | | e e gl | ] [ [ ] ] ] ] I
O.740 .6 EGES 5 4 4TS e n 28 1.0 87 76 65 54 43 32 21 1.0

Roura-Pérez, G.; Quirdz, B.; Aguilar-Martinez, M.; Frontana, C.; Solano, A.; Gonzalez, |.; Bautista-M

artinez, J.A.; Jiménez-Barbero, J.; Cue\las




" RMN

noe

Me-7
Inversion 6 W

Inversion 7 -

-

T T
6 5 a

Roura-Pérez, G.; Quirdz, B.; Aguilar-Martinez, M.; Frontana, C.; Solano, A.;|Gonzalez, |.; Bautista-Martinez, J.A.;
Jiménez-Barbero, J.; Cuevas, G J. Org. Chem. 2007, 72, 1883-1894.




Considerando el
Coeficiente de
Difusion

{'_'.u:]nf_;!']
Vo (A%) 109 300
I 7.2

D (x107% cm?/s) 3.30

*From structures obtaned by MD simulations.
"Potential energy expressed in keal/mol.

CoQy
150.72*

0.5
2.20

213,52
7.9

lE= 140

CoQqy folded

510
56.1
1.43

P}

y
‘—



Configuracion

Conformacion

ces relevante? Si

i onsecuencias?
SI 7

- 2010

nos después.
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Complejo.Lectina/Carbohidrato

Histidina Alanina

75
http://webenligne.cermav.cnrs.fr/lectines/



Estructura de los sitios de
Reconocimiento

A

Complejo 1,3,5 Complejo 3,4,5

a. Hemaglutinina del virus de la influenza acomplejado con 2,3-silillactosa
b. Lectina lll de Ulex europeanus acomplejado con galactosa.



Lectina Erythrina Corallodendron

Toxina del Tetanos complejada con complejada con
lactosa N-acetilgalactosamina

(Resolucion 1.80)

http://webenligne.cermav.cnrs.fr/lectines/
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Fecrulings

][ TRRA S

Ly @iy | st curinjie

4 ®#« R n r g hga apty*» cmw-l | I d & W @ F @ h § & @ p 0 % ¥ & mow 1 1 |

Hemdues R diken:

fe Et

a. Representacion de los aminoacidos que se situan cerca de los residuos de
Metil-B-D-Galactopiranosido. b. Desviacion de la media para los residuos en
cercania espacial. Los residuos se representan en funcion de su polaridad
(rojo Polar, azul no polar). W: triptéfano, Y: tirosina, H: histidina.



FH
nteraccion proteina-

carbohidrato

* Respuesta alérgica
* Embriogénesis

* Maduracién tisular
* Metastasis

* Hidratacién y conformacion de
proteinas.




¢Cual es su origen?

* .Entrépico?

* (Entalpico?



e L

¢Cual es su origen?
AG=AH-TAS

1 ¢{Entrépico?

Cuando el carbohidrato entra en el sitio de reconocimiento
desplaza moléculas de disolvente (agua) y la entropia aumenta.
Los

aminoacidos aromaticos no producen interacciones relevantes.

I ¢Entalpico?

Las interacciones débiles producen estabilidad los aminoacidos
aromaticos participan en ellas.



R A

Condiciones para la existencia del
reconocimiento molecular:

* Energia de estabilizacion.
* Especificidad que esta asociada a:

0 Complementaridad
0 Preorganizacion



EEE——S—S———————n
Reconocimiento Molecular

7 Preorganizacion.

Emil Fischer - 1894.
Modelo de la llave vy la

cerradura.

Daniel Koshland - 1958. Tl W s Hydogen
Modelo del ajuste .
Inducido.

\ Suaar

J.W. Steed and J.L. Atwood, Supramolecular Chemistry, Wiley & Sons, Ltd. , 2000.



Es necesario contar con una metodologia
que permita evaluar estos dos aspectos.

“Energia: métodos computacionales,
calorimetria.

“*Regidn de interaccién: metodos
computacionales, RMN.



R,

Estados estacionarios de la supramolecula formada por benceno y fucosa

A) MP2/6-31G(d,p); B) B3LYP/6-31G(d,p); C) MP2/6-31G(d,p) corregida por el método de contrapeso durante la optimizacion.



Aplicacion de la Teoria Topologica de Atomos en Moléculas

Puntos criticos en la densidad electronica de los estados estacionarios de las supramoleculas
en distintos niveles de teoria. A, MP2/6-31G(d,p); B, B3LYP/6-31G(d,p); C, MP2/6-31G(d,p)
corregida por CP. De acuerdo con AlM, b, punto critico de enlace; r, de anillo, ¢, de caja.

Fernandez-Alonso, M. C.; Cafada, J.; Jiménez-Barbero, J.; Cuevas, G. Molecular Recognition of Saccharides by Proteins. Insights
on the Origin of the Carbohydratye-Aromatic Interactions. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 127, 7379-7386 .



...¢|5U|el N pueae acep—ar estos \H

datos sin pruebas experimentales?

Objetivos:
* Cuantificar la energia de la interaccién.

* |dentificar la region donde se produce.




e

Metodologia

HOH HOMe
HO to 1. NaOH al 50% DMSO 'to
MeO
HO H - MeO H
OH . OM
H OMe 2 CHl H OMe
HOMe HOMe OMeOMe OMeOMe
Ho Ho Ho o)
MeO H H
RﬂemH Mﬁﬂ%{)\i\‘_{;@gomg MeO Jﬁ‘e/owle MeO Jﬁg"'
no MBue no O H H H OMe
a-Glucosa B-Glucosa B-Galactosa a-Galactosa
HOME J\re
LO
Mo &/H
H
H OMe
o-Manosa

Con pureza mayor al 99.9%

Wang, H.; Sun, L.; Glazebnik, S.; Zhao, K.; Tetrahedron Lett. 1995, 36, 29



Obtencién del calor de disolucion.




Cuantificar la Energia de la
Interaccién

° g, ° or g..°

A  H A~ H A H

dis m s m I "m
a-Mes-Gal -0.6/ 88.37
3-Mes-Gal 16.54 105.245
B'AC 5-G al 12.1 j. . 64
a-Mes-Man -3.00 75.177

CH/z ENEIgYV — Jﬂmltﬂiﬂ} - .":'Lthﬂ:.m:l]

Bautista-Ibafiez, L.; Ramirez-Gualito, K.; Quiréz-Garcia, B.; Rojas-Aguilar, A.; Cuevas, G. J. Org. Chem. 2008, 73, 849.



H
MeO
L\ "
H OMe
CH/Tattractive environment No CH/Tmepulsive environment
a b
o ) < _ _1

Ly Hp=-88.7+55k mol” Ly Hp =-788+3.9Kk] mol

CH/Tnteraction Energy = 9.9 kJ mol™



RO L,

Evaluacion de la Energia CH/mt (kJ mol?)

Energia CH/mt= A, H° ) — B F%
1-metoxi-4-metilbenceno 13.6
o-xileno 13.8
m-xileno 13.4
p-xileno 13.7
1,2-dimetoxibenceno 13.2
1,3-dimetoxibenceno 12.8
Benceno 9.9

Valor MP2/6-31G(d,p) 12.5 kJ mol- Fernandez-Alonso, M.; Cafada, F. J.; Jiménez-Barbero, J.; Cuevas, G.
J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 7379.

Lorena Bautista-lbafiez, Karla Ramirez-Gualito, Beatriz Quiroz-Garcia, Aaron Rojas-Aguilar, Gabriel Cuevas
J. Org. Chem. 2008, 73, 849.



Entalpias de solvatacion en k] mol! de Metil 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-
manopirandsido (1) y Metil 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopiranésido (2) en
diferentes disolventes aromaticos (1:10 mol:mol).

Determinadas por Microcalorimetria Calvet Microcalorimetry a 303.15 K. El
valor para 1 es constante: 75.177 k) mol! y es 105.245 para 2.

o-manosa permetilada B-galactosa permetilada

Disolvente AdisHm Asolva Otor>(*)° A4icHm Ao Hm Ttot» (¥)
1-metoxi-4- 0938 | -74239 | 3.898 | 17.391 | -87.854 | 5655
metilbenceno ' ' ' : ’ :
o-xileno 2623 | -72554 | 3.899 | 18.914 | -86.331 | 5536
m-xileno 2096 | -72.181 | 3.897 | 19.386 | -85.859 |  5.547
p-xileno 2625 | 72552 | 3.897 | 19.249 | -85.996 | 5564

1,2-dimetoxibenceno 1.055 -74.122 3.897 17.970 | -87.275 5.582
1,3-dimetoxibenceno -1.069 -76.246 3.899 16.175 | -89.070 5.545

benceno -3.649 -78.826 3.906 16.537 | -88.708 5.536




{Como evaluar la region molecular
en donde se produce la
interaccion?



Anisotropia Inducida (B,

Densidad electronica |
5(-) -

Fragmentog _— ™

o(+)

shielding cone

deshielding
region

deshielding

region

shielding cone

F igure.6.5. Anisotropic-induced magnetic field (dotted lines) in the proximity of an aromatic ring.
The ellipses above and below the ring represent the ring current of = electrons.

Macomber, R.; A Complete Introduction to Modern NMR Spectroscopy, N.Y.: Wiley, 1995, 79.
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Titulaciones Anisotropicas

OMe
oM
H ko
MeO &QOMG
oM
H H

B-Galactosa a - Galactosa

4.4 q 5.0 1

4.2 A

$ %+ ¢ o e s 00000

401 N
4.8 4
—e— 8 Y H,
38 ) e
. i )
g 36 3 -—w-- H E — - H
g 0080 0-0-0-0-0-0-00 |_ _ . y g
< oy S J DA
» il i—iiﬁ—t%a—r-e 0 —a— n | 40l
| v vV v L L a - o
32 1 ——— Hy 38 - O 000 v0-0 0 0—0 0 0
| 3
TE- n . v VvV V
i SN v #-g v VYV v.v .V
30 1 R R 36 o,
- -p-4-8-1-1
2-8 T T T T T T T 1 3.4 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

Relaci€ Molar (carbohidrato/benceno-dy) Relaci€h Molar (carbohidrato/benceno-d,)



Adpro S =-0.08

AS=0.16 » Adpro R=-0.02
OMe
=- H
\ , 850
\ H o
Ad=-0.19 Ad =0.23

a

No interaccion CH/Tt

A8 =030 AdproS =0.04
om&Me /" AdproR = -0.02

Ad =-0.37
H

_—0

Ad=0.10

Ad=0.20H AS=0.13

Ad =0.25 MeO , OMe
OMel/

H AO=0.02H A5
Ad=0.18 A6=0.01

b

CH/mt attractiva

Efecto de la interaccion CH/mten el corrimiento quimicode 1y 2

medidos a través de: Ad =0

CDCI3

en ppm.



3
a-galactosa
permeﬂtjlada ML M‘{

4 B-galactosa
permetilada
Ly
5
B-galactosa

peracetilada

o-manosa
permetilada ,\MI\_Jl
IR

Karla Ramirez-Gualito, Rosa Alonso-Rios, Beatriz Quiroz-Garcia, Aarén Rojas-Aguilar, Dolores Diaz, Jesus Jiménez-Barbero, Gabriel Cuevas
J. Am. Chem. Soc. 131, 18129



qﬂ\
Retomando el caso anomalo de |a

peracetilacion:

A Ho AgHo or AgHo JA Ho O-tot,(é)
dis m S m I "m solv. m
a-Mes-Gal -0.6/ 88.37
3-Mes-Gal 16.54 105.245 . .
3-Acs-Gal 12.1 14464 -132.52 6.19
a-Mec-Man -3.65 75.177 -78.83 3.91

CH/z ENEIgYV — Jﬂmltﬂiﬂ} - .":'Lthﬂ:.m:l]

Bautista-Ibafiez, L.; Ramirez-Gualito, K.; Quiréz-Garcia, B.; Rojas-Aguilar, A.; Cuevas, G. J. Org. Chem. 2008, 73, 849.
100



Antecedente:

* Waters et al. concluyen que los grupos
metilo de acetilo y de metoxilo son
idénticos en cuanto a su capacidad de
interaccion con el disolvente.

(Lo son?

° Kiehna, S. E.; Laughrey, Z. R.; Waters, M. L. Chem. Commun. 2007, 4026-4028.
° Tatko, C. D.; Waters, M. L. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 2028-2034.
° Laughrey, Z. R.; Kiehna, S. E.; Riemen, A. J.; Waters, M. L. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 14625-14633.



R

Rayos X B-galactosa permetilada




N .
Difraccion de rayos X

a-galactosa acetiladat

B-galactosa acetilada?

1) Thibodeaux, D. P.; Johnson, G. P.; Stevens, E. D.; French, A. D. Carbohydr. Res. 2002, 337,.
2) Kumar, R.; Tiwari, P.; Maulik, P. R.; Misra, A. K. Carbohydr. Res. 2005, 340, 2335.



No son idénticos.

* La energia de interaccion medida
corresponde a la interaccién de los grupos
metilo de acetilo con benceno.

* Por eso, cuando se eliminan los grupos
acetilo la interaccion se pierde. No es la
entropia, sino la entalpia metilo(acetilo)-
aromatico.



J Para el compuesto penta-0O-acetilado el calor de
sublimacion es de 144.6 k] mol! que concuerda
con la baja presién de vapor del compuesto. La
energia de interaccién con benceno es de -132.5
k] mol?, el mas estable de todos los complejos.

I No existe interaccion CH/m porque el ambiente es
repulsivo, asi que si se resta el calor de
solvatacion de la manosa se tiene una diferencia
de -53.7 k] mol?, lo que lleva a una interaccion
de -10.7 k] mol* interaction por cada metilo que
interactla con benceno.

I Nuestro modelo explica el resultado y la pérdida
de la interaccidon al desacetilar.
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Medicion del efecto NOE

3-galactosa permetilada

0.05 -

0.04 -

0.03 -
_._H3

o H
0.02 © M

0.01

NOE intensity

0.00

-0.01 -
O

'0.02 T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Mixing Time (ms)
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Medicion del efecto NOE

3-galactosa permetilada
0.05 ~

0.04 -

—e— H,
O - H2
—v— Hg

0.03

0.02

NOE intensity

0.01

0.00 v

\\ /
~

-001 T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Mixing Time (ms)



OMe

CH/mattractive environment CH/m attractive environment

=-89.04 + 2.0 kJ mol™! =-88.71 + 5.54 kJ mol™!

<>

H  CH/mattractive environment

H y\\\\ H
OAc
(0] (0]

CH/mattractive environment CH/mtrepulsive environment

@ =-132.54 + 6.19 kI mol ™! =-78.8+3.9kJ mol!




vVletodologia para la elucidacion de la estructura

de las proteinas




Acoplamientos Difusion

Acoplamientos
dipolares

/' Intercambio
quimico
A’mnesos

dinamicos

escalares molecular
Tamano
molecular
Relajacion
E
Al T ] I | 1 I r I . :
ki 8 7 ppm 4 3 2 1 0 ppm

Desplazamiento quimico o



H,H-Cosy
Cluinidina

500 MHz, CDCl,




Elucidacion estructura




RMN 2D. HMQC

22 H-RMN

-

12

23

30 A
QD—
55—;
ED—?
'?D—E
ED—?
E'D—é
ll:ll:l—i

110

1204

1304
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Correlacion >°N-1H
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Determinacion de distancias

exgerimentales Eor NOE

@ Aproximacion de 2 espines en el limite de tiempos de mezcla cortos: La
velocidad inicial sélo depende de la relajacion cruzada del par de espines. Sino
hay variacion en el tiempo de correlacion la velocidad inicial solo depende de la
distancia internuclear.

A=1-Rrt, » a.=-0.T. o« 1/1.°

2 espines

o—6

Tiempo de mezcla

@ En general se debe considerar toda la red de espines

aj; = -0y Ty T 2 Oy Okj T T -




Simulacion de NOE: programa
NOEPROM

7 Caracteristicas:
- NOE estacionario, 2D NOESY y 2D ROESY
' Equilibrio conformacional

I Simulacién simultanea de toda la red de
protones

! Flexibilidad. Modelos dinamicos

|-> Matriz de - Intensidades
relajacién de NOE




Calculos de NOE con matriz de
relajacion completa

El NOE tedrico puede calcularse a partir de la/s

( Azexp[-RWrt] <«—>p R=-In[AW" ]/

NOEPROM: Tratamiento de mdltiples conformaciones: Mapas de Energia, MD, SA,

% NO E'rcér'.

-1g0 =
=100=-12U0-80 © 20U IS0 1




Caso inverso: Deduccion de la
estructura a partir de datos
NOE

Problemas con NOE

Ambiguedades en la asignacion: quiralidad, pro-quiralidad,
translape de senales - considerar un conjunto de posibles
asignaciones del NOE.

Falta de asignacion, asignacidon incorrecta, ruido, equilibrio
conformacional, translape en el pico diagonal.

Distancias imprecisas - introducir un cierto margen de error
en la distancia permitida. Su efecto no es demasiado critico, si

se tiene un namero suficiente de restricciones en esta zona de
la molécula.

Matriz de distancias incompleta

Matriz R incompleta



Introduccion de restricciones

NOE en calculos moleculares

Metodo I Restricciones de distancia fijas previamente deducidas a partir de la
intensidad del NOE se introducen en el calculo de la energia

Optimiz acion A
de geomet’e -

o B

dA—B < dmnx

La optimizacion de la geometria se realiza mediante MM incluyendo un
término de pseudo-energia basado en las distancias NOE calculadas

E=Ewm * Egsr. *+ ...

funcion biharmdnica

0 rs
EdIST = z f (rl.l 1 ) f (rij-rli‘iﬂ) ) (l" - rﬂ)n 2: :jr‘r;

Otras posibilidades de f : funcion cuadrada, cuadrada suavizada & simétrica r, valor deseado de distancia



Introduccion de restricciones

NOE en calculos moleculares
120 P

(O Metodo II  Se simula el propio efecto NOE con matriz R durante el refinamiento

Intensidad NOE  \ Op'rm:;zac;on ' E=Eyn + Enoe + -

geometria

(tedrica/exp)

Esquema de algontmos iterativos:

Pl Estructura de partida Espectros NOESY a varios 1,
v v

Matriz A tedrica \If»" Matriz A experimental

Matriz A mezclada
v

Matriz R A=exp[-R1,]
v

Restricciones de distancia
v
Estructuras refinadas

Programas: IRMA MARDIGEAS. CANDID. DINOSAUR. HADDOCK ..
Giintert et al., J. Mol. Biol., 2002, 319, 209-227

Dominguez, C. et al. J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 1731 - 1737




o-Sarcina

A
} A :y‘ f

\Esqueleto 0.86 + 0.2 A; Secundaria 0.51 + 0.1 A
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