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SUMMARY

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is today a well established tech-
nique for the determination of three-dimensional structures of macromolecules. With
the introduction of labeling techniques, proteins with molecular weights well in excess
of 25 kD can be studied. Structural information obtained from NMR is complementary
to that obtained from X-ray not only because NMR structures are determined in solu-
tion but also because the main source of structural information by NMR, the Nuclear
Overhauser Effect (NOE), originates from dynamic phenomena. In this chapter the
main steps towards the characterization of structure and dynamics of proteins by NMR
are reviewed. These include: i) spectral assignment using multidimensional techniques;
ii) extraction of structural constraints from NOEs, coupling constants and chemical
shifts; iii) determination of sets of 3D structures fulfilling the experimental constraints;
iv) analysis and validation of the structures; and v) characterization of the dynamics of
the protein.

INTRODUCCIO

Lespectroscopia de ressonancia magne-  cules biologiques, com petites proteines i
tica nuclear (RMN) es pot considerar actual- ~ fragments de DNA.
ment una metodologia ben establerta per a Fins ara fa uns anys, I'anica técnica es-
la determinacio estructural de macromole-  tructural disponible per a I'obtencio d’es-
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tructures tridimensionals era la difraccio de
raigs X de monocristalls. La major part del
nostre coneixement estructural sobre les
proteines esta basat en estructures de cris-
talls. Ara bé, I'obtencio de cristalls de quali-
tat suficient per a I'estudi per raigs X no és
una tasca facil i pot resultar inassolible per a
algunes proteines.

L'espectroscopia de RMN ha permes
I'obtenci6 d’estructures tridimensionals d’al-
ta resoluci6 en solucio, en condicions molt
similars a les fisiologiques. Per tant, un pri-
mer avantatge d’aquesta metodologia res-
pecte a la difracci6 de raigs X és que la mesu-
ra no esta subjecta a la cristal litzacio de la
proteina ni a la possible distorsié produida
per les forces d’empaquetament cristal-li.
D’altra banda, el treball en soluci6 obre les
portes a una major comprensio de les regles
que governen l"estructura, la funcio i la di-
namica de les proteines, com també al pro-
blema del seu plegament. L’origen de la in-
formacio estructural en les dues tecniques,
pero, és fonamentalment diferent i, de fet,
cal veure-les més com a técniques comple-
mentaries que com a competidores per a
I'estudi de biomolecules.

Amb la metodologia actual es pot deter-
minar I'estructura tridimensional de protei-
nes amb un pes molecular de fins a 30-35
kDa, amb una precisié comparable a una es-
tructura determinada per raigs X amb una
resolucio de 2-2,5 A.

La RMN es basa en l'existencia d'un
nombre discret de nivells d’energia asso-
ciats a les orientacions possibles del moment
magnetic de certs nuclis situats en un camp
magnetic intens. La diferéncia d’energia en-
tre aquests nivells, molt petita, pot mesurar-
se per I"absorci6 o emissio de radiacio de la
freqiiencia apropiada (en la zona de les ones
deradio). Entre els nuclis que es troben habi-
tualment en biomolecules, I'hidrogen és el
meés facilment observable per raons de sensi-
bilitat, seguit del fosfor. Els isotops del car-

boni i el nitrogen que poden observar-se per
RMN presenten abundancies naturals molt
baixes. La introducci6 de metodes de clonat-
ge 1 expressio que permeten I'enriquiment
isotopic de les mostres en aquests dos nuclis
ha obert la possibilitat de la seva utilitzacio
de forma generalitzada, especialment per
ajudar a I'assignacio, per reduir els proble-
mes d’encobriment i per tal de facilitar estu-
dis dinamics. La informaci6 estructural,
pero, s'obté majoritariament a través dels
protons (nuclis d"hidrogen).

Les freqtiencies a les quals absorbeixen
els diferents protons (o carbonis, nitrogens,
etc.) d'una proteina son lleugerament dife-
rents segons el seu entorn quimic i, per tant,
en principi, és possible la seva observacio
separada. La probabilitat de coincidencia
accidental entre les freqiiencies de dos nu-
clis augmenta amb el nombre total de pro-
tons i, per tant, amb la mida de la proteina.
D’altra banda, per poder interpretar les da-
des de RMN sera necessari dur a terme I'as-
signaci6 de l'espectre, és a dir, identificar
dins l'estructura de la proteina el nucli res-
ponsable de cada un dels senyals observats
a freqiiencies diferents.

La informaci6 estructural s’obté princi-
palment a partir de 'anomenat efecte nu-
clear Overhauser (NOE). Aquest efecte s'o-
rigina en les interaccions a través de I'espai
entre diferents nuclis, habitualment pro-
tons. Les fluctuacions d’aquesta interaccio
internuclear a certes freqiiencies determi-
nen la velocitat i el cami de retorn a I'equili-
bri d"un conjunt de nuclis quan algun d’ells
és pertorbat. Aquesta pertorbacio consisteix
en l'establiment d"un grau d’ocupacio dels
diferents estats que no correspongui al que
marca la seva diferencia d’energia i la tem-
peratura de la mostra.

Es essencial, per comprendre la natura-
lesa de la informacio estructural proporcio-
nada per la RMN, d’adonar-se que la mesu-
ra experimental sobre la qual es fonamenta
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és de caracter cinetic i que depen tant de I'e-
xistencia d’interaccions internuclears com
del fet que aquestes interaccions fluctuin
amb el temps. L'origen d’aquestes fluctua-
cions és el moviment de rotacio global i la
mobilitat interna de certes regions de la
molecula.

Hi ha altres parametres de RMN mesu-
rables experimentalment que donen infor-
maci6 estructural i que no tenen caracter
cinetic. Es tracta dels desplagaments qui-
mics (el valor de la freqiiencia, que és es-
pecific per a un determinat nucli en un en-
torn particular) i I'acoblament escalar (que
causa el desdoblament dels senyals per cau-
sa de la interaccio entre nuclis veins trans-
mesa a través dels enllacos). Fins i tot
en aquests casos, pero, el valor tan petit de
les diferencies d’energia implicades fa que
només puguin mesurar-se separadament si
'estructura es manté estable durant un
temps prou llarg. En el cas d’equilibris ra-
pids entre diferents estructures, les dades
experimentals reflectiran només una mitja-
na entre les estructures que caldra interpre-
tar amb cautela.

EL PROBLEMA DE L'ENCOBRIMENT
ACCIDENTAL DE SENYALS.
ESPECTROSCOPIA
MULTIDIMENSIONAL

La possibilitat d’encobriment accidental
de senyals augmenta amb el nombre de pro-
tons presents. El rang de freqtiencies on es
troben tots els protons és aproximadament
de 5.000 Hz en un aparell basat en un imant
d’'11,74 Tesla, pero de 8.000 Hz en un imant
de 18,79 Tesla. Si suposéssim una resolucio
d’'1 Hz, aquests serien els nombres maxims
de freqiiencies diferents que es poden me-
surar. Malauradament la distribucio no és
uniforme i entorns semblants donen fre-
qiiencies semblants. En conseqiiencia, fins i
tot per a peptids petits, la possibilitat d’en-
cobriment accidental d’alguns dels protons
és molt gran (figura 1). L'augment de reso-
lucio (i de sensibilitat) que proporciona la
utilitzacio de camps magnetics més intensos
ha marcat I'evoluci6 de la instrumentacio.
Tot i aixo, el guany en resoluci6 és només li-
neal amb el camp i, per si sol, no hauria
permes I'estudi de proteines.
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FiGura 1. Espectre de RMN de 'H del péptid MNKE (vint residus) a 20,7 °C en H,0:D,0 9:1 a 500 MHz
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Lapossibilitatd’es+tablir correlacions en-
tre diferents nuclis ha obert la porta a la uti-
litzacio de tecniques multidimensionals. En
els experiments monodimensionals s’ana-
litza cada nucli/ freqiiencia separadament.

En un experiment bidimensional (2D),
s'identifiquen parelles de freqiiencies que
corresponen a parells de nuclis relacionats
entre si d’alguna forma, que dependra del
tipus d’experiment concret utilitzat (Kessler
etal., 1988).

Els experiments homonuclears (que cor-
relacionen nuclis del mateix tipus) 2D més
utilitzats son el NOESY (Nuclear Overhau-
ser Effect Spectroscopy) (Jeener et al., 1979),
el ROESY (Rotating frame Overhauser Ef-
fect Spectroscopy) (Bothner-By et al., 1984;
Bax et al., 1985), el COSY (Correlated Spec-
troscopy) (Aue et al., 1976) i el TOCSY (Total
Correlation Spectroscopy) (Braunschweiler
et al., 1983). Els dos primers estableixen la

correlaci6 entre protons que es troben a
prop a l'espai i es diferencien en la manera
en que son afectats per fluctuacions de
freqiiencies diferents. Els dos darrers corre-
lacionen parells de protons que presenten
acoblament escalar, ja sigui directament en-
tre ells dos (COSY) o per mitja d'una cadena
d’acoblaments que pot implicar altres
hidrogens (TOCSY). A la figura 2 es mostra
I'espectre TOCSY d’un peptid de vint resi-
dus representat com un mapa de contorn,
en el qual cada senyal esta caracteritzat per
dues freqiiencies, i la intensitat del pic es re-
presenta pel nombre de corbes de nivell.

Si recordem que la informaci6 estructu-
ral apareix principalment com a resultat de
la interaccié entre diferents nuclis (efecte
NOE i acoblaments escalars) resulta evident
que les tecniques multidimensionals son la
forma natural d’obtenir les dades necessa-
ries.
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FiGura 2. Expansio d’un espectre TOCSY del péptid MNKE a 20,7 °C en H.0:D,0 9:1 a 500 MHz
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En un experiment tridimensional o tetra-
dimensional (3D, 4D) es consideren grups
de tres o quatre freqiiencies. La possibili-
tat que es produeixi una coincidencia acci-
dental de dos d’aquests grups de n nuclis
decreix notablement. Formalment els ex-
periments 3D es poden entendre com la
concatenacié de dos experiments 2D. Per
exemple, al’experiment 3D TOCSY-NOESY
(Oschkinat et al., 1989) el triplet de freqiien-
cies (F1, F2, F3) s’originaria de I'establiment
de dues correlacions diferents:

H,(F1)> H,(F2)
H,(F2) - H_(F3)

(4

(TOCSY)
(NOESY)

De fet, aquesta és la forma com, a la prac-
tica, s’analitzen aquests tipus d’espectres:
com un conjunt de plans (per exemple
F2-F3, que correspondria a un experiment
NOESY), els quals difereixen pel valor de la
freqiiencia restant (en aquest cas F1). A cada

F3
(ppm) #

F2 (ppm)

pla només apareixen senyals d’aquells pa-
rells de protons (H,,H ), en els quals H, pre-
senta una correlaci6 TOCSY amb el proto
H, la freqtiencia del qual defineix el pla. La
figura 3 mostra un dels plans F2-F3 d"un es-
pectre 3D TOCSY-NOESY del depsipeptid
deshidrodidemnina a 500 MHz.

Finalment, si alguns dels nuclis d’a-
quests grups son carboni o nitrogen, es pot
aprofitar la major dispersio de freqiiencies
que presenten habitualment aquests nuclis
per poder distingir protons encoberts. Els
experiments bidimensionals heteronuclears
(entre nuclis de diferents menes) més utilit-
zats son 'HMQC (Heteronuclear Multiple
Quantum Coherence) (Miiller, 1979; Bax et
al., 1983) i 'HSQC (Heteronuclear Single-
Quantum Coherence) (Bodenhausen et al.,
1980) que correlacionen nitrogens o carbo-
nis amb els protons que tenen units directa-
ment. De forma analoga a com s’ha comen-
tat per als experiments homonuclears,
I'extensié a 3D és immediata: I'experiment
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Figura 3. Espectre 3D TOCSY-NOESY del depsipeptid deshidrodidemnina en CHCI (15 mM)a 27 °C. L’espectre de I'es-
querra s’ha obtingut sumant tots els plans F2-F3 i equival a un experiment NOESY convencional. A la dreta es mostra una
expansio d’un pla individual F2-F3 a F1=7,62 ppm. La zona no expandida del pla no cont¢ senyals addicionals.
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3D NOESY-HMQC (Kay et al., 1989) permet
separar els pics NOESY que impliquen un
NH caracteritzat per una freqiiencia de "N
determinada i evitar aixi les ambigiiitats
que podrien derivar-se de la coincidencia
accidental dels desplagaments quimics de
dos protons d’amida.

La utilitzacio de mostres doblement
marcades amb "N i "C permet ampliar el
nombre de correlacions possibles a aquelles
que impliquen enllacos C-N i C-C (van de
Ven, 1995; Clore et al., 1994). Els expe-
riments 3D que en resulten faciliten 1as-
signacio inequivoca d’espectres de gran
complexitat. S"han descrit un gran nombre
d’aquests experiments per a I’estudi de pro-
teines i s"ha establert una manera estandard
d’anomenar-los, que consisteix en la conca-
tenacio del simbol que representa els nuclis
que es correlacionen i entre parentesis s'hi
afegeixen aquells altres que participen en la
propagacio de la correlacio, pero que no son
identificats de forma explicita. Per exemple,
'experiment 3D HNCO (Kay et al., 1990)
correlaciona HN(i), N(i) i CO (i-1) mentre
que I'experiment 3D HN(CO)CA (Bax et al.,
1991) correlaciona HN(i), N(i ), Ca (i-1)
pero la informacio es transmet per mitja de
CO(i-1), el qual no és detectat de forma di-
recta.

ESTRATEGIES D’ASSIGNACIO

Lestrategia que cal seguir peral’assigna-
ci6 de proteines sense enriquimentamb "N i
PC va ser desenvolupada pel grup de K.
Wiithrich (Wiithrich, 1986) i compreén dues
etapes:

1. Identificaci6 dels protons que formen
part del mateix sistema d’espin i que coin-
cideixen amb els d’un mateix residu, ja que
no hi ha acoblament apreciable a través de
I'enllac peptidic. El rang de desplagaments
del conjunt de protons de cada sistema

FiGura 4. Fragment de cadena polipeptidica amb les con-
nectivitats NOE utils per a I’assignacio seqtiencial

d’espin permet identificar la naturalesa del
residu.

2. Identificacio dels sistemes d’espin
veins a partir de I'observacio de connectivi-
tats NOE entre protons dels dos sistemes
(habitualment d , d i d , figura 4). La
comparacio6 de la seqtiencia de residus de-
terminats d’aquesta manera amb la seqtien-
cia completa de la proteina permet identifi-
car I'ordre seqtiencial dels sistemes d’espin.

Aquesta metodologia, pero, esta limita-
da a proteines de menys d’uns 10 kDa. Els
principals problemes deriven, d"una banda,
de I'encobriment de senyals i, de I'altra, de
la utilitzacio d’experiments tipus NOESY
per establir la connectivitat entre residus
adjacents la qual cosa ja suposa, no sempre
correctament, que les distancies més curtes
dins una proteina impliquen protons de re-
sidus adjacents. De fet, les distancies entre
protons adjacents depenen de la conforma-
cio local (estructura secundaria) i, en una
proteina plegada, residus molt separats a la
seqiiencia poden trobar-se molt propers a
'espai. A la practica, els processos d’assig-
nacio i determinacio6 de I’estructura es duen
a terme de forma iterativa, utilitzant la in-
formacio estructural ja obtinguda a partir de
dades inequivoques per resoldre ambigiii-
tats en I"assignacio.

La disponibilitat de mostres enriquides
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Taura 1. Connectivitats de grups de tres nuclis (pics en experiments 3D) que permeten I’assignacio seqiiencial de proteines

marcades amb "N i °C

N HN Ca Ha CO| N HN Ca Ha CO
HCACO X X X | Kay 1990
HN(CA)CO X X X | Clubb 1992
(feble) X | X X
HNCA X X X Kay 1990
(feble) X X
HN(CO)CA X X Bax 1991
HNCO X X X Kay 1990
CBCA(CO)NH X X X Grzesiek 1992a

amb "N o C permet la utilitzacio d’estrate-
gies inequivoques d’assignacié que empren
només informacio que es transmet per mitja
d’enllagos i que, per tant, no son afectades
per la presencia de distancies curtes entre
residus no adjacents.

En aquest tipus d’estrategia s’inverteix
I'ordre de les dues etapes:

1. Inicialment s’estableixen les connecti-
vitats entre els atoms que formen la cadena
principal.

2. A continuacio s’estableixen les con-
nectivitats entre aquests atoms i les cadenes
laterals que permeten identificar el tipus de
residu i completar I'assignacio.

La taula 1 mostra les connectivitats entre
atoms de la cadena principal proporciona-
des per diferents experiments 3D. La proba-
bilitat de cometre errors és molt menor si es
comparen posicions de pics que tinguin
dues de les freqiiencies en comu.

Les correlacions amb les cadenes laterals
poden obtenir-se a partir dels experiments
3D CBCA(CO)NH (Grzesiek et al., 1992a),
3D CBCANH (Grzesiek et al., 1992b), 3D

TOCSY-HMQC (Wijmenga et al., 1989), 3D
HCCH-TOCSY (Bax et al., 1990) i altres.

Es comunament acceptat que el procés
d’assignaci6 d’espectres de RMN és un tre-
ball tedios i llarg. Per aquesta rad, molts
grups de recerca han investigat la possibili-
tat d’automatitzar-lo (vegeu, per exemple,
Oschkinat et al., 1994). En altima instancia
hom pot esperar una integracié completa de
I'assignacio i el calcul d’estructures.

Un aspecte particular de I'assignacio que
té gran importancia per a I'obtencio d’es-
tructures correctes és 'anomenada assigna-
ci6 estereoespecifica d’alguns protons, com
podrien ser els B-metilénics, els metils de
Val o els protons o de Gly.

Aquests protons donen sovint senyals
diferents i la seva assignaci6 requereix
coneixer la conformacié local. L'assignacio
estereospecifica es duu a terme sovint de
forma iterativa durant el procés d’obtencio
de l'estructura de la proteina o bé buscant
la compatibilitat entre diferents experi-
ments, tots ells sensibles a aquesta confor-
macio.
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INFORMACIO ESTRUCTURAL
DERIVADA DELS EXPERIMENTS DE
RMN

A. Distancies

La informaci6 estructural extreta dels ex-
periments de RMN consisteix en un gran
nombre de restriccions locals que haura de
complir l'estructura proposada per a la
molecula en estudi.

Les restriccions de distancia entre pro-
tons es deriven sobretot a partir de les inten-
sitats dels pics de correlacié dels espectres
NOESY. La velocitat inicial de creixement
dels pics en aquests espectres, mesurada a
temps de barreja (temps de bescanvi de
magnetitzacio) curts, és proporcional a la
velocitat de relaxacio creuada o, entre els
protons i ij. En general, les velocitats de re-
laxaci6 creuada es poden mesurar a partir
d’una serie d’experiments NOESY amb di-
ferents temps de barreja.

Per a una molecula rigida que es mou
isotropicament, la velocitat de relaxacio
creuada entre dos espins i i j esta relaciona-
daambladistanciad,, iamb el temps de cor-
relacio rotacional T

c,xt.d, = [1]

Per tant, a partir d’una distancia de cali-
braci6 fixa i coneguda d_, entre dos protons
de la molecula (per exemple, distancia entre
protons geminals o aromatics), es poden
calcular les distancies d. :

d,=d, (o,/c,)" [2]

Aquestes equacions suposen que cada
parell de nuclis esta aillat de la resta. De fet
hi ha camins competitius per a la relaxacio
que poden donar lloc a I'aparicié d’intensi-
tats incorrectes i, fins i tot, ’'observacio de
pics de correlacié que no corresponen a pa-

rells de protons propers a l'espai. Aquests
efectes, anomenats globalment difusio
d’espin, solen ser poc importants quan s'u-
tilitzen temps de barreja curts. Per a temps
de barreja més llargs cal incorporar de for-
ma explicita la possible existéncia de camins
alternatius per mitja de 'anomenada matriu
completa de relaxacio.

El segon inconvenient associat a la deter-
minacié acurada de distancies és que les
proteines no s6n cossos rigids. La mobilitat
intramolecular provoca una mitjana no line-
al de distancies i fa que hi hagi diferents
temps de correlacio efectius per diferents
vectors interprotonics en la molecula. Els
moviments interns tenen lloc en un rang
molt ampli d’escales de temps. Els movi-
ments més lents son dificils de tractar i cons-
titueixen la font més important d’error en la
determinacié de distancies a partir dels
NOE. Per tot aix0, no és usual convertir les
intensitats dels pics de NOE directament en
distancies. L’aproximacié més estesa és la
de convertir les dades de NOE en restric-
cions de distancies bastant laxes. Aixi, és
forca comu classificar els NOE en forts i fe-
bles, o bé en forts, febles i mitjans, a partir
d’una analisi qualitativa de les seves inten-
sitats. Per exemple, per als NOE forts s"im-
posa una restriccié de distancia entre 1,8 A
i3 A, perals mltlan% entre 1,8 Ai4 Aiperals
febles entre 1,8 A i 5 A. El limit inferior de la
restriccio correspon senzillament a la suma
dels radis de van der Waals, és a dir, a la
distancia minima a que es poden trobar dos
protons sense encobrir-se. En els casos en
que no és possible dur a terme 1"assignacio
estereoespecifica, cal recorrer al concepte de
pseudoatom. Es tracta d'un punt de referen-
cia deles restriccions i esta situat en el centre
geometric de les posicions dels protons con-
siderats (dels metilens, metils, «-H de Gly o
aromatics). La incorporacié dels pseudoa-
toms implica una correccio en la restriccio
de les distancies, donat que augmenta la im-
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precisio. Per compensar I'error que es comet
en no considerar la posicio correcta del
proto, se sol augmentar el limit superior de
la restriccio.

S’ha observat que la precisio i 1’exactitud
de les estructures resultants depén més del
nombre total de restriccions que s’incorpo-
ren als calculs que de la seva precisio indivi-
dual. En particular, els NOE a llarga distan-
cia, observats entre protons que es troben
moltlluny en la seqiiencia de la proteina, in-
trodueixen restriccions molt grans a les pos-
sibles conformacions de la moléecula de for-
ma bastant independent dels limits exactes
utilitzats per a la restriccio de distancia. Ob-
viament, la utilitzaci6é de distancies més
precises millorara la definici6, especialment
d’aquelles regions que només mostren res-
triccions locals.

Una altra alternativa a la derivaci6 de
distancies interprotoniques a partir de I'e-
fecte NOE és la utilitzaci6é d’intensitats dels
pics de correlacio, directament. L’aproxima-
ci6 de la matriu de relaxacié permet aquest
tractament, que es coneix com refinament
directe del NOE. Molt recentment s’estan
desenvolupant diverses estrategies basades
en aquesta metodologia. El principal incon-
venient fins ara és I'elevat cost computacio-
nal, donat que els temps de calcul sén molt
llargs.

B. Restriccions d’angles de torsi6 a partir
de constants d’acoblament

Les constants d’acoblament veinals en-
tre espins poden proporcionar una informa-
ci6 molt atil, que complementa la derivada
de les dades de NOE. En particular, els li-
mits dels angles de torsio es poden estimar a
partir de la grandaria de les constants d"aco-
blament.

Les constants més facils de determinar
en proteines solen ser les ’J . El valor de
la constant esta relacionat amb l'angle de

torsio O definit pels tres enllacos que sepa-
ren els protons, per mitja de la relacio de
Karplus, que per cadenes polipeptidiques
adopta l'expressio segiient (Karplus et al.,
1959):

(D) =Acos’@+Bcos®+C,

onels parametres A, BiC han estat calculats
per a polipeptids. L'angle © esta directa-
ment relacionat amb I'angle ® de la cadena
peptidica.

L’equaci6 de Karplus ens permet deduir
intervals de valors dels angles de torsi6 con-
sistents en el valor experimental de les cons-
tants d’acoblament. Aquests intervals es
poden incorporar en forma de restriccions
experimentals en els calculs de I'estructura,
que es descriuran més endavant. Aixi, va-
lors de ] . . < 6Hz corresponen a intervals
de -35° a -85° per als angles @ de I'esquelet,
mentre que per a constants ], més grans
de 8Hz, els valors de I'angle ® estaran com-
presos entre -80° i -180°.

Les retriccions dels angles de torsio de
les cadenes laterals y, es poden obtenir a
partir de les constants d’acoblament *J .
L’analisi conjunta de les constants J i
%] i 1les intensitats relatives dels NOE in-
traresiduals entre els protons NH-CBH,
NH-CBH’, CaH-CBH, CaH-CBH’" permeten
I'assignacié estereoespecifica dels protons
dels metilens. '

Per mitja de la relacié de Karplus es po-
den derivar, analogament a I’angle @, els in-
tervals de I'angle y, consistents en els valors
deles constants ] i

La disponibilitat de mostres de macro-
molecules biologiques uniformement mar-
cades amb Ci '®N permet determinar cons-
tants d’acoblament heteronuclears a un, dos
i tres enllagos. La constant *] . permet
obtenir informaci6 sobre I'angle ¥ de I'es-
quelet de les cadenes polipeptidiques. La re-
laci6 de Karplus implica que, per a determi-
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nats valors de la constant, no hi ha un angle
de torsi6 unic i, per tant, no es pot derivar
una unica restriccio angular. Per solucionar
aquest problema s’utilitzen restriccions que
penalitzen els angles que donarien cons-
tants d’acoblament diferents de l'experi-
mental.

C. Informaci6 que proporcionen els
desplacaments quimics

Des de fa temps se sap que els desplaga-
ments quimics de peptids i proteines depe-
nen de l'estructura d’'una manera bastant
regular. De fet, s’ha observat que els des-
placaments en proteines estructuralment
homologues son homolegs. Seria de gran
interés poder explotar aquesta informacio
en estudis estructurals.

Fins ara, la utilitzacio dels desplaca-
ments quimics en la determinacié estructu-
ral ha estat molt limitada, malgrat que en els
darrers anys s"han concentrat esforgos a tro-
bar relacions empiriques entre I'estructura i
els desplacaments. En particular, s’ha posat
una atenci6 considerable en la manera en
que els desplacaments dels protons o reflec-
teixen l'estructura secundaria. S’ha obser-
vat que les regions amb estructura de full 8
presenten desplacaments quimics cap a
camps baixos, mentre que les regions heli-
coidals mostren desplagaments cap a camps
alts. També s’ha observat una forta correla-
cio dels desplagaments quimics dels Ca i
dels C carbonilics amb I'estructura secunda-
ria, de manera que es mouen cap a camps
baixos en les conformacions helicoidals i
cap a camps alts en les conformacions de ca-
dena estesa o amb fulls p. La identificacio de
les regions d’estructura secundaria a partir
d’aquests desplagaments presenta un grau
de fiabilitat molt elevat.

Aquestes mateixes observacions es po-
den aplicar als peptids lineals, en els quals la
coexisteéncia de diferents conformacions im-

pedeix el calcul de l'estructura basat en el
NOE quantitatiu. D"altra banda, la sensibili-
tat del desplacament quimic dels protons
amida, i de la seva variacié amb la tempera-
tura, a diferents factors estructurals, permet
caracteritzar petites distorsions locals en
elements d’estructura secundaria (Contre-
ras et al., 1996).

S’han proposat diferents equacions de
caire empiric (Osapay i Case, 1991; Spera i
Bax, 1991) i també basades en calculs meca-
nicoquantics (Le et al., 1995) i s’han utilitzat
per refinar estructures.

DETERMINACIO DE L'ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL D'UNA PROTEINA

La construcci6 d’'un model molecular
compatible amb la informacié geometrica
derivada de les dades de RMN es pot com-
parar a la reconstrucci6 d’un trencaclos-
ques. Es tracta d'identificar parells de peces
que encaixin, fins a reconstruir tot el model.
Ara bé, a diferencia dels trencaclosques, les
estructures de molécules en solucié no son
uniques, donat que les dades derivades de
la RMN son insuficients per caracteritzar
completament I'estructura i, a més a més, la
major part de les molecules d’interes son fle-
xibles en solucié. Malauradament, les tecni-
ques de recerca sistematica son lentes i con-
sumeixen massa temps per ser utilitzades
amb macromolecules. A més a més, amb
molecules grans, el nombre de conforma-
cions possibles és generalment tan gran que
no és factible enumerar-les totes.

En aquestes condicions, el que se sol fer
és calcular un conjunt d’estructures que si-
gui representatiu de totes les conformacions
compatibles amb la informacié experimen-
tal obtinguda de les dades de RMN. El que
s’ha de verificar és que aquest conjunt sigui
suficientment gran per tal que qualsevol de
les propietats geometriques presents en tots
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els membres sigui conseqiiéncia de la infor-
macio experimental introduida en el calcul.
A part, un bon metode de calcul ha de ser ca-
pa¢ d’explorar de manera adequada l'espai
conformacional.

Hi ha diversos metodes de calcul que
permeten determinar |’estructura tridimen-
sional d’una proteina a partir de les dades
de RMN. Malgrat que hi ha aproximacions
molt simples, com la construccié de models
0 els metodes que parteixen de bases de da-
des derivades de les estructures de raigs X,
els principals metodes computacionals es
poden englobar en dos grans grups: els que
treballen en l'espai de distancies i els que
treballen en I'espai real. Els primers son uns
metodes que utilitzen la matriu metrica i
que es coneixen amb el nom de geometria
de distancies (DG). Es tracta de projectar
un conjunt de distancies des d'un espai n
dimensional a l'espai tridimensional de
coordenades cartesianes. D’altra banda, els
metodes que operen a ’espai real treballen
directament en l'espai de coordenades car-
tesianes i impliquen l'aplicacié de la mi-
nimitzacio o la dinamica molecular restrin-
gida.

Tots aquests metodes tenen en comu la
recerca conformacional del minim global
d’una funcié objectiu que conté una suma
de termes estereoquimics i restriccions ex-
perimentals derivades de la RMN. La recer-
ca del minim global no és un procés simple,
donat que la funci6 objectiu esta caracterit-
zada per molts minims locals falsos que cal
evitar o superar.

A. Geometria de distancies (DG)

La geometria de distancies és una branca
de les matematiques consistent en la cons-
truccio d’estructures a partir de distancies
internes. L’adaptacio d’aquesta idea al seu
us en els problemes d’estructura quimica ha
estes el nom de geometria de distancies als

programes computacionals que convertei-
xen restriccions geometriques en coordena-
des moleculars.

Des dels inicis de la seva utilitzacio en
problemes moleculars, la DG es considera-
va només com una primera etapa del calcul.
Una segona etapa de dinamica molecular
era necessaria per a I’obtencio d’estructures
d’energia adequada. La idea era usar la ra-
pidesa de I'algoritme de DG i la seva capaci-
tat d’explorar l'espai conformacional per
obtenir estructures de partida, que es po-
drien refinar amb metodes de calcul més so-
fisticats.

Com ja s’ha comentat, el metode permet
obtenir coordenades a partir d'una matriu
de distancies ideal, on tots els termes es co-
neixen exactament. Ara bé, la informacio
que obtenim a partir de les dades de RMN
no permet obtenir totes les distancies, sino
solament les distancies entre protons sepa-
rats com a maxim 5 A. La matriu de distan-
cies es pot completar, almenys parcialment,
amb la informaci6 que prové de I'estructura
covalent de la proteina (longituds i angles
d’enllag), perd mai no es poden obtenir totes
les distancies possibles. Per aixo, en lloc d"u-
na, s’utilitzen dues matrius, una amb limits
superiors de distancia, U, i una altra amb li-
mits inferiors, L.

L’algoritme de DG es basa en les etapes
segiients:

a) Construcci6 de les matrius amb cotes
superiors U i inferiors L, per a totes les
distancies entre els atoms de la moléecula.
Alguns dels elements u, i1, provenen de lon-
gituds o angles d’enllag derivats de I'estruc-
tura covalent, i d'intervals de distancia tro-
bats experimentalment a partir dels NOE.

b) Suavitzaci6 dels limits (bound smoot-
hing) utilitzant la desigualtat triangular (do-
nats tres punts A, B i C de I'espai, la distan-
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cia AC no pot ser més gran que la suma
d’ABiBC)ialtres relacions geometriques si-
milars.

¢) Generacio d’una matriu de distancies,
els termes d, de la qual son escollits a I'atzar
entre els limits superior i inferior | <d <u,.

d) Obtencio de les coordenades atomi-
ques a partir de la matriu metrica mitjangant
un algoritme anomenat embedding (que vol
dir incrustacio) seguit d'un procés d’opti-
mitzacié que minimitza una funcié d’error
que detecta incompliments de les restric-
cions o errors en la quiralitat.

Repetint el calcul de DG diverses vega-
des, és a dir, escollint diverses vegades a
I'atzar la matriu de distancies entre els li-
mits superior i inferior es pot obtenir un
conjunt d’estructures i, per tant, es pot saber
com n’esta, de ben determinada, I'estructu-
ra per a les restriccions imposades i fins a
quin punt és «tnica».

Hi ha diversos programes que fan us de
la geometria de distancies: EMBED (G. M.
Crippen, I. D. Kuntz, T. F. Havel, Universi-
tat de California, San Francisco), DISGEO
(Havel et al., 1984), DGEOM (J. Blaney, Du-
Pont), DSPACE (D. Hare, Infinity Sys-
tems)... i que han estat molt utilitzats per
calcular estructures.

El principal inconvenient d’aquests me-
todes és la dificultat d’introduir informa-
ci6 experimental derivada de les constants
d’acoblament o dels desplagaments qui-
mics. Malgrat que les estructures resultants
dels calculs de DG presenten sovint algunes
violacions de les restriccions derivades de
les mesures de RMN i també presenten
energies elevades que generalment prove-
nen de contactes no enllacants desfavora-
bles, I'experiéncia demostra que si hi ha
un nombre suficient de restriccions correc-
tes, les estructures obtingudes es poden refi-

nar per obtenir facilment minims de baixa
energia.

B. Minimitzacié d’una funci6 objectiu
variable

Aquest metode sovint s’engloba dins del
terme general de geometria de distancies.
Arabé, ja que opera en 'espai dels angles de
torsio, no és estrictament un procediment
de DG.

La idea fonamental del metode es basa a
definir una funcio6 positiva, amb valor zero
quan es compleixen les restriccions de
distancia i amb un valor diferent de zero si
no es verifiquen. Es tracta, en definitiva, de
minimitzar una funcio. La definicio de la
funcio objectiu s’ha de fer de manera que es
penalitzin tant les restriccions experimen-
tals violades com els encobriments entre
atoms. En general, té la forma:

- distancies encobriment
T==2T, +ET,

Aquesta funcio depen de les coordena-
des de tots els atoms de la molecula (3N-6
dimensions). Donat que aquest nombre és
molt gran, és convenient reduir el nombre
de dimensions, per exemple, treballant en
I'espai dels angles de torsio. Aixi, per a un
polipéptid, cada aminoacid es pot descriure
amb les variables dels angles de I'esquelet i
de la cadena lateral (D, YV, %, %, ...).

Per evitar que el procés de minimitzacio
s’aturi en minims locals el que es fa és modi-
ficar el pes de diferents tipus de restriccions
a la funcio objectiu T en etapes progressives
de refinament. Al principi només es fan in-
tervenir les restriccions locals (intraresi-
duals i seqiiencials), mentre que en etapes
posteriors s’'inclouen les restriccions a més
llarga distancia. Generalment, es comenca
amb diverses conformacions inicials obtin-
gudes prenent valors a 'atzar dels angles
diedres. Una implantacié del metode forga
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utilitzada la constitueixen els programes
DISMAN i DIANA (Giintert et al., 1991),
aquest darrer molt flexible per definir es-
trategies de minimitzacio.

C. Dinamica molecular restringida

Ladinamica molecular restringida (DMR)
és una alternativa simple i molt utilitzadaals
algoritmes de geometria de distancies. Es
basa en una modificacio dels programes de
simulacio de dinamica molecular.

La dinamica molecular resol les equa-
cions de Newton del moviment, per a unsis-
tema de particules:

m (d’r /dt))=-VV(r,r,..,1,)

Les posicions inicials provenen d’una es-
tructura de partida, que sol ser una estruc-
tura obtinguda per DG o un altre metode
més senzill, encara que, en principi, es pot
partir de qualsevol estructura. Les veloci-
tats inicials es prenen a partir de la distribu-
ci6 de Maxwell corresponent a la tempera-
tura desitjada.

En la dinamica molecular restringida
(DMR) s"utilitza un potencial que inclou un
terme experimental, a més a més del poten-
cial teoric que engloba les contribucions de
les longituds i angles d’enllag, angles de tor-
si0 i interaccions no enllagants. El nou terme
de potencial experimental de la DMR no té
sentit fisic, pero representa la informacio ex-
perimental derivada de les dades de RMN.
En general, aquest terme incloura contribu-
cions de cada tipus de restriccions:

experimental = VN(\F e Vl b V(‘r

Per exemple, 'expressio del potencial

V... sol adoptar una forma del tipus:

NOE

Vior = Ky (d, - u”)2 sid >u,
Vioe™ sil,<d, <y,

NOF

v -

NOF

k.. (d- l“)2 sid, <l

ond, ésladistanciaentreelsatomsiijiu, il
son els limits superior i inferior d’aquesta
distancia, respectivament. Per a altres res-
triccions experimentals, com les constants
d’acoblament o els angles de torsio, les ex-
pressions dels potencials son analogues. El
que es verifica en tots els casos és que quan
es compleix la restriccio experimental el po-
tencial és zero i, a mesura que la restriccio
no es compleix i s’allunya dels limits impo-
sats, el potencial augmenta.

El gran avantatge de la dinamica mole-
cular restringida respecte a altres metodes
computacionals es basa en la seva capacitat
de superar barreres de potencial i, per tant,
de superar minims locals. Si la simulacio es
porta a terme a temperatures elevades, aug-
menta |'eficacia dels salts de barreres de po-
tencial; per aix0, moltes vegades s"usen pro-
tocols en els quals I'estructura s’escalfa a
una temperatura molt elevada (ex.: 1.000 K)
i després es refreda lentament. Aquestes es-
trategies s’anomenen d’atemperat simulat
(Simulated Annealing, SA). En els programes
de SA s’utilitza habitualment una funcié
d’energia potencial simplificada, en la qual
les interaccions no enllagants es representen
per un unic terme de repulsio V

repul®

=0 sir>r

repul min

=k (s’r_2-1?? sir<r
repul min min

onr_  ¢és habitualment un 80% de la suma
dels radis de Van der Waals.

Els programes més aplicats per a la
dinamica molecular restringida o el Simula-
ted Annealing séon CHARMM  (Brooks
et al., 1983), DISCOVER (Biosym/Mo-
lecular Simulations Ltd.), AMBER (P. K.
Weiner et al., 1981; S. J. Weiner et al., 1984),
GROMOS (Groningen Molecular Simula-

tion, W. F. van Gunsteren, H. ]. C. Berend-
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sen, BIOMOS) i X-PLOR (Brunger A. T.).

L'éxit d"un metode de refinament estruc-
tural depen en bona part del tipus de proto-
col utilitzat. Malgrat que la dinamica mo-
lecular restringida s’ha utilitzat en alguns
casos per generar estructures a partir d'una
cadena estesa d'un polipeptid, aquesta
aproximacio presenta I'inconvenient que la
major part del temps computacional s"utilit-
za en l'avaluacio energetica per calcular les
forces interatomiques d’estructures que es
troben lluny de satisfer les restriccions expe-
rimentals.

Un protocol de determinacio d’estructu-
res tridimensionals molt utilitzat és el que
implica la utilitzaci6 combinada dels algo-
ritmes de geometria de distancies i la mini-
mitzacio o la dinamica molecular restringi-
da, en concret, amb el procediment abans
esmentat d’atemperat simulat (SA) (Nilges
et al,, 1988). Els metodes de DG s’usen per
generar un gran nombre d’estructures con-
sistents en la informacié experimental. En
una segona etapa, es poden minimitzar les
energies internes de les estructures resul-
tants. Aquests calculs que fan as de dos ti-
pus de metodologia han estat aplicats amb
exit en moltes determinacions estructurals.

Una observacio habitual en I'aplicacio
del protocol hibrid de geometria de distan-
cies-dinamica molecular restringida a una
gran varietat d’estructures és que les parts
menys ben definides de les molecules adop-
ten, després del refinament per DMR, un
rang de conformacions més ampli que el
que mostraven després de DG i abans del
refinament. Aixo posa de manifest un dels
inconvenients associats al metode de DG:
que no mostra prou eficientment I'espai
conformacional. Les estructures derivades
de DG i sotmeses a un refinament per DMR
milloren el grau d’ajust a les dades experi-
mentals i mostren una energia de Van der
Waals inferior.

Molt recentment s’ha proposat la utilit-

zaci6 de SA en l'espai de torsions, és a dir,
considerant com a uniques variables els an-
gles de torsio (Giintert et al., 1997). Aparent-
ment, aquest metode és molt eficag, ja que
utilitza un nombre reduit de graus de lliber-
tat i no ha de tenir en compte moviments de
freqiiéncies altes i, per tant, pot utilitzar in-
tervals d’integracio més llargs.

ANALISIIAVALUACIO DELA
QUALITAT DE LES ESTRUCTURES
GENERADES AMB ELS METODES
COMPUTACIONALS

Una determinacio estructural completa
requereix una darrera etapa d’avaluacio del
conjunt d’estructures generades. Per a cada
una cal comprovar el compliment de les res-
triccions experimentals (distancies inter-
protoniques, angles de torsio, etc.) dins dels
limits dels errors experimentals, I'absencia
de desviacions significatives respecte a la
geometria covalentideal i de mals contactes
no enllagants. D’altra banda, s’ha d’avaluar
la dispersio entre les diferents estructures
individuals que ens donara una idea de la
precisio de I'estructura generada.

Donat que la informacioé experimental
mes important son les restriccions de
distancia, un indicador util del grau d’ajust
¢és la suma de les violacions residuals d’a-
questes restriccions en les estructures finals.
L’analisi de les violacions de les restriccions
experimentals es pot dur a terme tant en les
primeres etapes del calcul com després del
refinament. La violacio sistematica d’algu-
nes restriccions en les estructures generades
pot indicar errors en l'assignacio i, per tant,
suggereix una revisio de les restriccions ex-
perimentals introduides en els protocols de
calcul. Cal tenir en compte, pero, que les
violacions residuals de les distancies no so-
lament depenen del tipus d’ajust, sin6 que
també depenen de I'aproximacio usada en
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la conversi6 de les intensitats del NOE en
distancies.

Per tal de mesurar el grau d’ajust de les
estructures calculades a les mesures experi-
mentals es pot utilitzar un indicador, ano-
menat factor-R o factor d’estructura, que,
per analogia al terme utilitzat en cristal-lo-
grafia, és la desviacio mitjana normalitzada
entre el factor d’estructura derivat d’'un mo-
del i I'obtingut a partir de les dades experi-
mentals. Per a les dades derivades de RMN,
es tracta d’'una mesura directa de I'ajust en-
tre les intensitats de NOE experimentals i
les teoriques, quan a partir del model final
s'ha recalculat 'espectre NOESY (C. Gonza-
lez et al., 1991). En la seva forma més simple
i general, el factor-R per RMN es pot definir
aixi:

R=[ZW,(t,) [A™ () -A ()] ]/
/[EW,(x,) AP (z,)]

on A “i A P sén els elements que connec-
ten els protons i de les matrius d’intensitat
de NOE teorica i experimental, respectiva-
ment, per un temps de barreja t_. Els factors
W (t,) s'inclouen per tenir en compte els
errors de mesura. Hi ha diverses definicions
similars del factor R i alguns algoritmes fins
i tot calculen diversos tipus diferents de fac-
tors R simultaniament.

Quan s’usa la matriu iterativa de relaxa-
cio per obtenir les estructures, la convergen-
cia en un factor-R tan baix com sigui possi-
ble se sol utilitzar com a punt final del
procés iteratiu del refinament. Ara bé, el fac-
tor-R només mesura la concordancia entre
les dades experimentals i les calculades i,
per tant, un valor baix del factor-R no impli-
ca necessariament que tenim una estructura
acurada si la precisio de les mesures €s po-
bra. S'ha definit un altre tipus de factor-R,
anomenat «factor-R lliure» (Briinger ef al.,
1993), que intenta solucionar aquest proble-

ma i que es basa en criteris de validacio
creuada o independent. Es tracta d"un meto-
de estadistic que estima la qualitat de Iajust
a les dades observades sense fer cap hipote-
si sobre la distribuci6 dels errors en les da-
des de RMN.

La qualitat dels contactes no enllagants
en les estructures calculades es pot avaluar
calculant I'energia de Van der Waals amb el
potencial de Lennard-Jones (E ) per a totes
les estructures. Aquesta energia és molt sen-
sible als mals contactes. Per a una bona es-
tructura, E, | sol ser negativa, mentre que en
presencia d’algun mal contacte, €s positiva.

En la determinacio d’estructures per
RMN no se n"obté una de sola, sin6 tot un
conjunt. Aixo deriva del fet que el que es
busca sén estructures compatibles amb un
conjunt de dades experimentals de relativa
baixa precisio i la solucié no és unica. La
desviacio quadratica mitjana (RMSD) entre
els diferents membres d’una familia de so-
lucions o respecte a una estructura mitjana
doéna una mesura de la precisié amb la qual
esta definida l'estructura. S'observa, pero,
que sovint la precisi6 és molt diferent entre
regions. En general, les regions d’estructura
secundaria o aquelles que presenten un
nombre elevat de contactes queden més ben
definides, mentre que altres zones mostren
una menor precisio. El nombre total de res-
triccions per residu determina en gran me-
sura la precisio de 'estructura, tot i que la
utilitzacio de restriccions més acurades mi-
llora també la qualitat. La presencia de mo-
bilitat local té com a efecte general una dis-
minucio en la intensitat dels NOE i, per tant,
en dificulta 1'observacio. El resultat ¢s un
nombre menor de restriccions i una estruc-
tura menys precisa. Aquesta interpretacio
s’ha pogut confirmar en molts casos fent
mesures de temps de relaxacio.

L’existencia d’equilibris conformacio-
nals rapids és una font de complicacio, ja
que la presumpci6 implicita en tot el proces
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de determinacio de I'estructura d’una pro-
teina €s que aquesta és tnica. La presencia
de contradiccions internes en les dades (es-
pecialment entre NOE i constants d’acobla-
ment) és el criteri a partir del qual és detec-
ten aquests equilibris. En aquests casos les
estructures s’han de recalcular utilitzant
metodes d’introduccio de les restriccions
experimentals que siguin compatibles amb
la preséncia d’equilibris conformacionals.
Els principals son els metodes de dinamica
molecular sobre conjunts d’estructures o bé
laintroduccio de restriccions que només s’a-
pliquen si, durant la dinamica, el conjunt de
les darreres estructures no compleixen
aquesta restriccio. Els conjunts d’estructu-
res resultants obviament presentaran un
grau considerable de variabilitat, perd que
reflecteix la naturalesa dinamica de la infor-
macio estructural que buscavem.

EXEMPLES D’ESTRUCTURES 3D DE
PROTEINES DETERMINADES PER
RMN

La figura 5 mostra la superposicio del
conjunt de les divuit estructures finals cal-
culades a partir de les dades de RMN per a
la kaliotoxina, un potent inhibidor de canals
de potassi present en un veri d’escorpi. A la

FiGura 5. Superposicio dels atoms de I'esquelet peptidic de
les divuit estructures finals calculades per a la kaliotoxina

figura 6 (annex 2) es mostra una represen-
tacio de la mateixa estructura feta amb el
programa MolScript (Kraulis, 1991), que
permet visualitzar facilment els elements
d’estructura secundaria de les proteines.
A la figura 7 es presenten les seqiiencies
d’altres toxines homologues. L’estructura
tridimensional de les diferents toxines és
molt similar: conté una helix o i un full g for-
mat per dues lamines disposades en sentit
antiparal-lel. L'helix o i el full B estan con-
nectats per dos dels tres ponts disulfur que
estabilitzen el plegament de tota la familia
de toxines. A la taula 2 es detallen les restric-
cions experimentals utilitzades i la desvia-
ci6 quadratica mitjana del conjunt d’estruc-
tures de les diferents toxines.

Comparant les diferents estructures pot
veure’s com la utilitzaci6 de camps més
alts, que permet obtenir un nombre més
elevat de restriccions, condueix a estructu-
res amb menor dispersi6. Igualment pot
veure’s que la inclusié d’assignacions este-
reoespecifiques té una gran importancia en
la precisio de les estructures resultants. La
utilitzacié de marcatge uniforme amb *C i
PN permet la mesura de nombres més alts
de restriccions, especialment restriccions
que impliquen protons situats a les cadenes
laterals on I’encobriment sovint és més im-
portant. Per a l'estudi de proteines més
grans, la utilitzaci6 de marcatge és impres-
cindible.

Un exemple de determinacio estructural
d’una proteina totalment marcada és el de la
interleucina 1p, (G. M. Clore et al., 1991) de
153 residus i 17,4 kDa de pes molecular,
duta a terme a partir de 3.146 restriccions
experimentals, de les quals 2.630 eren res-
triccions de distancia interprotoniques. Les
estructures finals presentaven una RMSD
atomica de 0,41 A perals atoms de I'esquelet
peptidicide 0,82 A per a tots els atoms.

Actualment, el limit per a la mida de les
proteines que poden estudiar-se per RMN
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TauLa 2. Comparacié de la informacio estructural derivada de la RMN per a la determinacio de I'estructura tridimensional de
diverses toxines d'escorpi

| Distancies | Distincies | Angles | Assignacions | Tots | Esquelet
| (NOE | (enllagos | diedres () estereosp. atoms | peptidic
: inter) H)
ChTX(37)| 500 MHz|  No 110 4 29 1,84 A | Bontems et al.,
1991
IbTX (37) | 500 MHz|  No 148 5 15 149 A | Johnson etal.,
1992
MgTX(39)| 600 MHz | 15N i 3C 253 10 60 132A | 068A | Johnsonetal,
1994
NTX (39) | 600 MHz|  No 275 7 42 0,75 A | Dauplais et al.,
1995
AgTX2 | 600 MHz| 15N 309 9 43 21 086A | 038A | Krezeletal,
(38) 1995
KTX (38) | 600 MHz|  No 218 6 29 12 109A | 046 A | Aiyaretal,
1995
KTX (38) | 500 MHz|  No 189 10 23 7 142A | 068A |Gairietal., 1997

no l'imposa ja l'encobriment de senyals
sino la perdua de sensibilitat causada per
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FiGura 7. Comparacié de les seqiiéncies de diferents toxines d’escorpi. Els ponts disulfur que connecten els residus de cis es-
tan indicats a la part inferior de la figura
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la velocitat de relaxacio espin-espin. De fet,
la transferencia de magnetitzacio sobre la
qual es basen els diferents experiments 3D i
4D requereix que l'amplada de linia sigui
meés petita que la constant d’acoblament
utilitzada per establir la correlacio. L'es-
trategia utilitzada actualment per dismi-
nuir I'amplada de banda consisteix en la
substituci6 de molts dels protons de la
molecula per deuteris (per expressio de la
proteina en un medi deuterat) de manera
que la relaxacio dipolar dels protons res-
tants -que permetran determinar I'estruc-
tura- sigui menys efectiva.

La combinacioé del marcatge fraccional
de les biomolecules amb deuteri, el marcat-
ge uniforme amb C i ®N i els experiments
de RMN multidimensionals han permes re-
centment determinar estructures tridimen-
sionals de proteines de 30 kDa de pes mole-
cular. Una de les proteines monomeriques
mes grans per a la qual s’ha determinat
I'estructura tridimensional per RMN és el
domini N-terminal de I’enzim I del sistema
fosfoenolpiruvat, fosfotransferasa de su-
cres, que consta de 259 residus i presenta un
pes molecular de 30 kDa. La determinaci6
estructural (D. S. Garrett et al., 1997) esta ba-
sada en un conjunt de 4.251 restriccions ex-
perimentals derivades de la RMN i la preci-
sio de les coordenades per a les cinquanta
estructures calculades finals és de 0,79+ 0,18
A per als atoms de l'esquelet peptidic i
d’1,06 £ 0,15 A per a tots els atoms de la pro-
tetna. L'estructura derivada per RMN és
molt similar a la determinada també recent-
ment per raigs X.

Cal destacar, com una frontera on encara
han de passar moltes coses, els resultats re-
cents en l'assignacio de proteines de mem-
brana utilitzant tecniques de RMN d’estat
solid (Marassi et al., 1997) que obren la via
per a estudis tridimensionals d’aquesta im-
portant, i inconeguda, gran classe de protei-
nes.

DINAMICA DE PROTEINES PER RMN

La funci6 de moltes proteines esta asso-
ciada a processos que evolucionen amb el
temps. La RMN és una de les eines més
versatils peral’estudi de processos dinamics
adiferents escales de temps. Entots els casos,
pero, caldra inicialment completar!’assigna-
ci6 de l'espectre i obtenir una estructura
—amb totes les salvetats derivades de I'e-
xistencia d’equilibris conformacionals — per
poder analitzar els resultats dinamics.

Unexemple de procés lent (habitualment
en I'escala de temps dels segons als mil-lise-
gons) és el plegament de la proteina a partir
d’una forma desnaturalitzada. En aquest ti-
pus d’estudi s’han utilitzat amb exit els me-
todes de bescanvi d’hidrogen per deuteri
que, un cop assignat I’espectre, permeten la
identificacio de les regions on s’inicia el ple-
gament o de possibles intermediaris.

Processos més rapids (en l'escala de
temps dels mil-lisegons als microsegons) es
troben, per exemple, en equilibris entre for-
mes que difereixen en la conformacio de
ponts disulfur o bé en I'orientacié de cade-
nes laterals. Les mesures de temps de rela-
xacio en el sistema de coordenades giratori
ofereixen informacié quantitativa sobre la
velocitat d’aquests processos.

Finalment, cal esmentar els moviments
que tenen lloc en I'escala dels picosegons i
que afecten la relaxacio dels diferents nuclis
que poden donar senyal per RMN. Aquests
processos, entre els quals es troba la difusio
rotacional, son els causants de la modulacio
de les interaccions que donen lloc als NOE
que permeten I'obtenci6 de les estructures
tridimensionals. La utilitzacié d’aquest ma-
teix tipus de mesures -NOE, temps de rela-
xacio- per caracteritzar la dinamica interna
de les proteines només és possible si es co-
neixaprioriladistanciaentre els nuclis impli-
cats. En el cas de nuclis de "N amb un proto
directament unit, la distancia és simplement
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la distancia d’enllag, i les mesures de relaxa-
cié proporcionen informacié dinamicasobre
fluctuacions que tenen lloc a freqiiencies de-
terminades. Les dades experimentals poden
contrastar-se amb les prediccions de dife-
rents models de moviment (Palmer et al.,
1996) o bé interpretar-se de forma generica
-sense recorreraun model explicit-teninten
compte uns parametres que proporcionin
unaidea sobre I'amplitud de les fluctuacions
i la seva escala de temps (Lipari i Szabo,
19824, 1982b). Un estudi recent sobre la dihi-
drofolat reductasa (Epstein et al., 1995) posa
de manifest les diferents escales de temps
implicades en la mobilitat de proteines i la
seva relacio amb els processos de reconeixe-
ment molecular. La imatge dinamica de les
proteines a la qual tenim accés a través de la
RMN ha de completar la nostra visio estruc-
tural i és possible que ens ofereixi noves
claus sobre els seus aspectes funcionals.
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