RMN Y RPE EN SISTEMAS
BIOLOGICOS
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« Esta técnica espectroscopica se utiliza solo para estudiar nucleos atomicos
con un numero impar de protones o neutrones (o de ambos).

» Este tipo de nucleos son magnéticamente activos, es decir poseen espin.

« En ausencia de campo magneético, los espines nucleares se orientan al
azar.

« En un campo magnético los ndcleos de spin positivo se orientan en la
direccion del campo (o), sin embargo, aquéllos de spin negativo se orientan
en contra del campo (B).
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La diferencia en energia entre los estado de spin depende de la fuerza del campo
magneético (H,).
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| = Momento angular de spin nuclear

Valores de | segtin el nimero de protones y de neutrones del nucleo

Numero de protones| Numero de neutrones Valores de |
Par Par 0
Impar Impar Entero (1, 2, 3...)
Par Impar Semientero (1/2,3/2,5/2,..)
Impar Par Semientero (1/2,3/2,5/2,..)




Propiedades magnéticas de diversos niicleos

Niicleo {&bund‘ancia Espin o (107 T s) u v/MHz
isotopica % en un campo de 1T
1H 09,985 1/2 5,5856948 26,7522 42 577
H 0,015 1 0,8574382 4,1066 6,536
13C 1,10 1/2 1,4048236 6,7283 10,705
14N 09,634 1 0,4037610 1,9338 3,076
15N 0,366 1/2 |-0,5663777 -2,7126 4,315

I 1T (Tesla) = 104 G (Gauss)




tipo de proton | Despl.quimico (§) | tipo de proton | Despl.quimico (i)
—CHs 0.7-1.3 0 9.5-10.0
Ay
—CH,— 1.2-14 O 10.0-12.0
'JLDH
i 1.4-1.7 [ 1.0-6.0
—(|3H —(T",-DH
: CH, 1.5-2.5 o [l: ’ 3.3-4.0
|
O 2.1-2.6 [I: N 1.5-4.0
/J\CHS [
—cze— 2.5-3.1 | 3.0-4.0
C=C-H CI—?-H
_ 6.0-9.0 I 2.5-4.0
Ar—H Br—C-H
g 4565 | [13 } 2.0-4.0
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N. protones Numero de picos Relaciones de area
equivalentes (multiplicidad) (triangulo de Pascal)

0 1 (singulete) 1

1 2 (doblete) 1 1

2 3 (triplete) 1 2 1

3 4 (cuadruplete) 173 3 1

4 5 (quintuplete) 146 4 1

5 6 (sextuplete) 1 5 10 10 5 1
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Determinacion de la Estructura de Proteinas
mediante RMN

* el proceso para determiner la estructura en disolucion mediante RMN implica
medir muchas (cientos/miles) distancias cortas y angulos proton-proton. Y restringir

la estructura de la proteina mediante calculos
J=Acos’0 + BcosB + C
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536 distance restraints 2780 distance restraints

RMSD (backbone atoms) = 2.0 angstroms RMSD (backbone atoms) = 0.4 angstroms




RMN 1H de Proteinas

Los espectros RMN 'H aun de
proteinas pequefas son imposibles
de interpretar en forma completa
Por lo general solamente se puede
hablar en forma aproximada de las

estructuras secundarias y terciarias.
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* Aun para proteinas de peso medio, incluir
experimentos en 2 D no resuelve el problema

Experimento RMN 1H en 1D

backbone HN

ubiquitin (76 amino acids, 8.5 kDa)
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Aproximacion utilizando Resonancia Triple

* Es aplicable a proteinas enriquecidas isotépicamente applicable 13C, 1°N: spin
1/2

-tres ndcleos C, Ny H

» Basada en la transferencia de la magnetizacion principalmente a través de los
acoplamientos J a un enlace

- proteinas de tamafio moderado (~20 kDa)

- proporciona correlacion selectiva del desplazamiento quimico

- se minimiza la degeneracion espectral



Superoxido dismutasa de H118

Cu-Zn HO, | %
\Zn/
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Espectro HSQC
(Heteronuclear Single
Quantum Correlation)

Espectro COSY (Correlation

Spectroscopy)
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TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)

La magnetizacion se transfiere sucesivamente a traves de hasta 5 ¢ 6 enlaces
siempre que haya protones sucesivos acoplados.
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TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)

2D TOCSY spectrum
Ml ' |

- 6.0
£ 65
° -
0 0 N
E7.0
. . 7
|8 E g
£ 75 8
0 o
° 0o ' 3
- 8.0
- 8.5
1 o ¢ b © 3
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0

F2 Chemical Shift (ppm)



NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)
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Estructura de las proteinas
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Resumen

* RMN vs cristalografia de rayos X para la determinacion de
estructuras de proteinas

« ¢Por qué usar RMN?

* No se pueden obtener cristales/ se desea trabajar en disolucion

* se desea estudiar otras proteinas o moléculas a las que se enlaza
* se desea conocer la estabilidad

 se desean medir procesos dinamicos rapidos
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# senales = 2(nl) +1

n = numero de vecinos

| = spin nuclear
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Espectros EPR de compuestos de cobre(ll)
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Disolucion
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Estado soélido
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Espectro EPR de una ferredoxina [2Fe-2S] de
espinaca

g9,=2.04 g,=1.96 g,=1.89
l I I

Giso = 1.96

S=1/2
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