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Experimentos 2D selectivos: BASHDROESY

Los experimentos ROESY y NOESY son de gran utilidad para obtener informacidon sobre Ia
estereoquimica. El efecto NOE/ROE se puede observar cuando entre los protones implicados hay un
proceso de relajacion dipolar y su distancia es menor de 4-5 A. De todos los experimentos
bidimensionales basicos el NOESY y el ROESY son los que presentan un mayor indice de fracasos. Ello se
debe a su baja sensibilidad y también a la competencia con otras fuentes de relajacién. Aun en las
mejores condiciones, los experimentos ROESY y NOESY requieren un tiempo minimo de entre 3 y 4
horas (256 variaciones del tiempo de evolucién y 16 acumulaciones). Los intentos de reducir este
tiempo minimo suelen desembocar en fracaso, ya sea por falta de resolucion o por la baja intensidad de
las sefiales de correlacidn. La opcidn de aumentar la concentracidn de la muestra para mejorar la
sensibilidad, puede ser contraproducente debido a la

posibilidad de confundir interacciones intermoleculares |

. ]

con intramoleculares. n ' 68%
. ., , . . 0.5 e +— ROE 50%

En el NOE, la situacion es mas compleja debido a que el 409, \I
valor y signo del efecto dependen del tiempo de 0 ',\\
correlacion de la molécula. EI NOE es positivo para NOE NOE 0%
moléculas pequefias y negativo en el caso de moléculas -05
grandes, como las proteinas. Ello implica la existencia de P 100P%

una zona intermedia con valores muy pequefios o cero. En
tales casos, la alternativa es el experimento ROESY ya que
el efecto es siempre es positivo.
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La complejidad en el espectro de 1D, por el solapamiento de sefiales, es un factor adicional que puede
dificultar la obtencién de la informacién deseada. En tales situaciones, los experimentos de 2D
selectivos como el BASHDRoesy son una alternativa valida. En esencia, estos experimentos utilizan
madulos de pulsos selectivos que permiten elegir en la dimensién F1 una zona reducida del espectro. De
este modo, con pocos incrementos se tiene una gran resolucion digital y se reduce significativamente el
tiempo del experimento. Las ventajas de esta alternativa son:

e Diferenciacién de sefales muy proximas y sus correspondientes correlaciones

e Reduccién del tiempo del experimento en un factor de 4 a 6 en relaciéon al experimento
completo

El inconveniente de esta aproximacion reside en que previamente debe seleccionarse una region
limitada y que sélo se observan las correlaciones de esta regidon con el resto del espectro. El
experimento puede complicarse en el caso de acoplamiento entre los protones de la zona seleccionada.

En la Unitat de RMN, el experimento BASHDRoesy y otras secuencias 2D selectivas en F1 estdn
disponibles en el equipo Agilent VNMRS500. Es recomendable utilizar la opcidn con desacoplamiento de
protén, que aplica un pulso de reenfoque para eliminar los acoplamientos escalares procedentes del
exterior de la region seleccionada. Asi, las sefales de correlacion se simplifican y se obtiene una
ganancia de sensibilidad adicional, tal como se observa en los dos ejemplos que se indican a
continuacion.

Ejemplol: Estradiol (en DMSO)

e Roesy: F1=F2=3955 Hz (7.64-0.25ppm), tiempo de mezcla 300 ms, 256 incrementos, 16
acumulaciones: tiempo total 4 h. En F1 se obtiene 15.5 Hz por incremento.

e BASHDRoesy: F2=3995, F1=147 Hz (entre 1.9-1.7 ppm), tiempo de mezcla 300 ms, 64
incrementos, 16 acumulaciones, tiempo total 1h. En F1 se obtiene 2.2 Hz por incremento.

7 veces mds resolucion en F1 y un tiempo cuatro veces menor
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Figura 1 espectro 1D estradiol (dmso g¢)
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Figura2 Comparacion experimentos ROESY Estradiol Zona A

Ejemplo2: Celobiosa (cdcls)
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e Roesy: F1=F2=4095 Hz =7.75-0.4 ppm, tiempo de mezcla 300 ms, 256 incrementos, 16
acumulaciones: tiempo total 4 h. En F1 se obtiene 15.9 Hz por incremento.
e BASHDRoesy: F2=4095, F1=110 Hz (entre 4.56-4.35), tiempo de mezcla 300 ms, 64 incrementos,
16 acumulaciones, tiempo total 1h. En F1 se obtiene 1.7 Hz por incremento.

Unas 9 veces mds resolucion en F1 y un tiempo cuatro veces menor
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Figura3 Comparacion experimentos ROESY celobiosa

En la proyeccion vertical de la figura 3 se puede observar la capacidad de separacién e incremento de
resolucién en F1 obtenida con esta secuencia

Procesado MNova:

Por el momento, el programa no reconoce directamente los parametros de procesado, por lo que es
necesario introducir de modo manual las opciones correctas para obtener un resultado comparable con
el obtenido con el VNMRJ3.1.

1. En F1 modificar las condiciones de procesado como sigue:

e o I =

e Intercambiar mitades: No
Protcs:
. [] ntercambiar mitades (Cuadratura) Imagen especular (Invertir)
e Imagen especular: Ok d o
e TFreal: No
2. En la ventana de los paramétros se tiene que cambiar
la frecuencia en la dimension de F1 ya que por defecto 2 Sctonet ey (7m0 @
estd asignada como C y debe ser 'H. Modificar la 22 S Gose 17
., 23 Lowest Frequency (-128.3, 817.49)
entrada de Spectrometer Frequency y también la del = hg
nUCIeus' 25 Acquired Size (583, 64) L3 g
118
1 H al Size 15N
3. Ajustar la fase F1y en F2, del modo habitual. i i Bl
. . . Integrales ‘ Parametros ‘ Picos | é?_gl ado | Paginas |
4. En las pruebas realizadas (estradiol y celobiosa) la nErTrOEr A R

aplicacién de la opcidn de eliminacion del ruido en t1
mejora sensiblemente el resultado.
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Limitaciones del método.

En el caso que la zona seleccionada contenga protones acoplados entre si, el resultado del experimento
selectivo es mas complicado. La secuencia incluye un pulso de reenfoque no selectivo que elimina los
acoplamientos escalares con los protones de fuera de la regidn seleccionada. Los acoplamientos entre
los protones situados dentro de la zona excitada selectivamente no se eliminan y se observa la
estructura fina, tanto en las sefiales de la diagonal como en las de correlacidon (figurad). Las
consecuencias son una mayor complejidad de los mapas de correlacidon y una perdida de sensibilidad del
experimento, que limitan su utilidad.
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Figurad Comparacion experimentos ROESY Estradiol Zona B
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