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Il Toolbox del Biologo Strutturale

Il fine ultimo in uno studio di biologia strutturale & quello di acquisire le informazioni sulla struttura
molecolare della macromolecola, in relazione al problema biologico in cui essa e coinvolta.

In questo senso il biologo strutturale ha a disposizione diversi strumenti per poter raggiungere lo scopo
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Scegliere il metodo piu opportuno

Abbiamo visto che esistono vari approcci allo studio della struttura delle macromolecole.
| metodi scelti devono essere i piu adatti alle finalita dello studio intrapreso.

Informazione necessaria:

Struttura molecolare a livello atomico Forma della molecola
Metodi Utili: Metodi Utili:

Cristallografia di raggi-X SAXS

NMR CryoEM (bassa risoluzione)

CryoEM
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Esempio: Binding di un ligando

Molto spesso e richiesta la

Ligand
Lo studio dell’interazione tra N determinazione della struttura
una proteina e un suo Bmdmgsne 7 molecolare del complesso a risoluzione
ligando € uno degli studi piu atomica.

frequenti in biologia
strutturale

Protein with
Binded Ligand

Altre volte basta I'informazione relativa ai
soli residui coinvolti nell’interazione, o
sull’efficacia dell’interazione, senza alcun
dettaglio strutturale preciso.

Protem

. Ho
Cristallografia di bisogno
Raggi-X el NMR, WaterLogsy/STD
struttura?
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Spettroscopie

Sono tecniche di indagine basate sull’assorbimento di una radiazione elettromagnetica da parte della
materia in relazione ad un fenomeno fisico preciso, dipendente dalla lunghezza d’onda A della radiazione.
La misura della quantita di radiazione assorbita (assorbimento) o emessa successivamente
(emissione/fluorescenza) puo fornire informazioni di natura strutturale sull’sistema studiato

AAS AES
absorption emission source sample detector \ /
) exicted states '* = é_
F @ /]\
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ol W AE=hv AE=hv o L e — !
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] M
¥ . ..
——@—— ground state Assorbimento Emissione/Fluorescenza

Il principio € assolutamente generale, e |la radiazione elettromagnetica usata puo andare dall’ Infrarosso ai

raggi-X.
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Spettroscopie in Biologia Strutturale

Esistono molte spettroscopie, tra loro diverse per il tipo di fenomeno fisico determinato. Diverse
spettroscopie possono essere utili in Biologia Strutturale: assorbimento nell’UV-Visibile, Infrarosso,
Raman, Spettroscopia di fotoemissione, Dicroismo Circolare, EXAFS.

Queste tecniche coinvolgono transizioni elettroniche (o vibrazionali, come I'Infrarosso).
Altre tecniche coinvolgono invece transizioni di tipo diverso, come I’'NMR (transizioni di spin nucleare).

Per quanto venga chiamata spettroscopia, la spettroscopia di massa si basa su un principio diverso da
quello dell’'assorbimento e emissione.

Tra le tecniche piu utilizzate :
* Dicroismo Circolare

* FRET
* EXAFS
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Dicroismo Circolare

Il Dicroismo Circolare (CD) e una tecnica spettroscopica che si basa sul diverso assorbimento delle
componenti destra e sinistra della luce polarizzata circolarmente, da parte di una molecola otticamente
attiva.

Gli elementi di struttura secondaria di una proteina come a-eliche,
foglietti-f e random coil, danno segnali caratteristici nello spettro CD, per
cui dato uno spettro CD e possibile stimare la percentuale dei diversi
elementi di struttura secondaria, nella proteina studiata.

Curve

1 100% o Hehix
2 100% B
3 100% Random Chain

'informazione fornita e limitata, tuttavia la rapidita della tecnica e la
piccola quantita di campione richiesto, ne fanno una tecnica utilissima in
tutti quei casi in cui si vuole avere:

* Informazioni sul contenuti dei vari elementi di struttura secondaria

* Verificare lo stato della macromolecola

* Fare studi in diverse condizioni bio-chimico/fisiche

e Studi risolti in tempo

E’ una tecnica che trae giovamento dall’uso della Radiazione di o I
Sincrotrone A in my

[6] x 10" Degree cm? / Decimole
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FRET

La spettroscopia di fluorescenza con trasferimento di energia per risonanza (fluorescence resonance energy
transfer: FRET), € una spettroscopia basata sul trasferimento di energia tra due fluorofori in cui un primo
fluoroforo (donatore) assorbe la radiazione incidente trasferendo energia (fluorescenza) ad un secondo

fluoroforo ( ).
Il trasferimento energetico dipende dai relativi spettri di emissione e assorbimento, nonché dalla distanza a

cui si trovano i due fluorofori.

a Spectral overlap C
, o . . )L No FRET FRET
E’ possibile mettere in relazione I'efficienza del g e Horor  dicamss Coment orientation

emission excitation emission excitation

trasferimento energetico con la distanza tra i S
. N . . Overl

fluorofori. Il FRET pu0 quindi essere usato come un A /\ Ve'?%\ 405 nm

‘righello molecolare’ ed & particolarmente utile se si i

vuole investigare l'interazione tra due b Distance <tonm 3| |Vvenus )
macromolecole B 405 gm iE; -
Esistono molte varianti di questa tecnica, dalla ) E (o] (3 2‘ f\<
microscopia alle modalita con molecole singole &3 B - |2 % é
(smFRET) per studi conformazionali risolti in tempo. .
>10 nm <10 nm
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Extended X-ray Absorption Fine Structure Spectroscopy

La radiazione elettromagnetica (raggi-X) puo
essere assorbita da un atomo e avere energia
tale da causare l'espulsione di un elettrone.

EXAFS signal =
Amplitude x Oscillation

'assorbimento da parte dell'atomo e pero -»‘;t9 : .
influenzato dalla presenza degli atomi vicini, ,"‘}@ e
causando modulazioni nel coefficiente ?1’5,} o0
. : ©. \
d’assorbimento u(A) [/ 7 N N\ Xowki
, _ \ \ o
- 000" 200°0
Le modulazioni del coefficiente di assorbimento | '
. . . \ | o0 09%0°
dipendono dalla natura e dalla geometria degli cekalatn / JOP
. e e . ~/ Incoming Neighboring Atom -1
atomi vicini. /
N T Total EXAFS
La teoria del’EXAFS (Extended X-ray Absorption N s = EXAF1 + EXAFS2 + EXAFS3
Fine Structure Spectroscopy) mette in relazione s O ncanaigy k==t
le modulazioni di u(\) con la struttura
molecolare.
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Applicazioni dell’EXAFS

Si applica tipicamente a sistemi molecolari | T | | I T
i 201 XANES =
contenenti un metallo (o un atomo ~

‘pesante’).
V[\MFS i

1.0

u(E)

'informazione strutturale che si puo
ottenere dalla spettroscopia EXAFS e 05F
abbastanza limitata, ovvero solo la

geometria deII’inEorno chimico dell'atomo 0.0k ‘
assorbitore (5-6 A). ,

I I I I I
7000 7100 7200 7300 7400 7500 7600 7700
E(eV)
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La misura EXAFS

La spettroscopia EXAFS utilizza i raggi-X ed e
una tecnica disponibile esclusivamente
presso i sincrotroni (1 = 0.1 - 3.0 A).

Viene misurato il coefficiente di
assorbimento del campione, al variare della
lunghezza d’onda (o dell’energia) [u(E)]

Il coefficiente di assorbimento e quindi
trasformato in segnale EXAFS [x(E)]

(k) (A2)

(=1
)
=
>
oo
IS
I~
=

k=0512,/E-E, e

outgoing
photoelectron

monochromator

absorbing
atom

Sample
I I
H(E) oc —log(=7)
i Ho(E) ’ I 0
2t ] / ]
b Ap g Z(E) - /u(E)_:uO(E)
L - Au

E (eV)
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EXAFS: equazione

sin[2kR; + (k)]

3 — . R X — ] .2

.fkm. Nj&%ijlrk\]e ZR_],-A._kJ o 2k ﬂ'J
X (K = E ~
kR;

J

LU'equazione delllEXAFS mette in relazione il segnale EXAFS con la struttura molecolare:

e R e ladistanza dell'atomo
e N e il numero di coordinazione dell’'atomo
e f(k) and (k) dipendono dal numero atomico Z

Il segnale EXAFS e sensibile alla struttura atomica (posizione, e specie chimica) dell’intorno all'latomo
assorbitore

x(k) = f(R,N,Z)

| Metodi della Biologia Strutturale

12



EXAFS: analisi dei dati

* Conversione dei dati in pu(E)

* Data reduction (normalizzazione, sottrazione
background...)

* Conversione dei dati in (k)

* Trasformata di Fourier: si passa dallo spazio di k
a quello reale (R)

| picchi nello spazio reale sono dovuti agli atomi
situati a varie distanze dall’'atomo assorbitore (primo
shell, secondo shell...)

Ottimizzando il modello e possibile calcolare di
nuovo Y (k). Uanti-trasformata di Fourier mi
permette di passare dallo spazio reale R a quello k.
Lo scopo e migliorare 'accordo tra dato
sperimentale (y(k)) e modello molecolare (R).

0.6 T T T T T T T
0.5
0.4
0.3

0.1

0 2 4 6 8 10 12 14
k(A1)
Trasformata di Fourier ‘
1.4 /\

Secondo shell

1.2

. 1.0
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go.a

primo shell T
. . . 0.2
di coordma2|one00
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| Metodi della Biologia Strutturale

13



EXAFS in Biologia Strutturale

a) 2 F Cu(ll) 2
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Per quanto l'informazione fornita sia limitata,
I’"EXAFS puo essere un utilissimo strumento
nello studio strutturale delle metallo-
proteine o dell’interazione tra un metallo e
un peptide (o una macromolecola)
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NMR

La spettroscopia NMR, si basa su principi fisici diversi dal CD e dal FRET, in quanto e coinvolto lo spin
nucleare e la sua interazione con un campo magnetico esterno.

: . : .1 .
Il momento magnetico nucleare di nuclei con spin E (1H, 13C, >N, °F, B spin
31P) si orienta in presenza di un campo magnetico esterno definendo Transition
cosi due stati a spin opposto di diversa energia. T gy ST
. . N T > separation spin states
Applicando un campo elettromagnetico e possibile indurre la o (AE) gives NMR
. . -\ . LEAY w i
transizione dallo stato a piu bassa energia verso lo stato a piu alta S e
energia, questo assorbimento viene rivelato e genera il segnale a spin
NMR. ‘%\" Irradiation
Magnetic field strength —>
13C-NMR N,
tabella degli —‘T‘—
. . o . - : spostament|  —
| nuclei risentono del loro intorno chimico per cui nuclei di atomi chimic
appartenenti a gruppi chimicamente diversi (alifatici, aromatici...) D *c
avranno frequenze di assorbimento diverse. . ~ e

8 e —c=C— L
B ] B

T T T T T T T T T T T T
220000 200000 180.000 160.000 140000 120000 100000 80.000  BO.000 40000  20.000 0.000
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Breve Storia dell’/NMR

Il fenomeno di Risonanza Magnetica Nucleare fu descritto per primo da
Isidore Raabi nel 1938
Felix Bloch e Edward Purcell, da ricerche indipendenti, dimostrarono il

fenomeno del’NMR nello stato condensato nel 1946

Il primo spettro NMR (etanolo) fu acquisito nel 1951 !

' )
Nel 1952 Varian mette in commercio il primo spettrometro NMR (30 MHz) .-J ‘d‘ \ ’ l‘

Nel 1953 Overhauser descrive I'effetto che portera il suo nome ,b'
Nel 1957 primi spettri della Bovine Pancreatic trypsin Inhibitor (BPTI)

Nel 1976 Introduzione della tecnica 2D NMR

Nel 1985 Kurt Wutrich pubblica la prima assegnazione completa della

BPTI
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Condizioni sperimentali

* Concentrazione: 0.5-2 mM

* Volume: 100 — 500 pL

* Purezza: > 90%

» Stato di Aggregazione: monodisperso

e Buffers: Deuterati e concentrazione 10-20 mM
* pH: preferibile non > 7.5 (scambio protoni )

* Per spettri 13C e >N e richiesta la marcatura con gli isotopi opportuni

* MW: non maggiore di 50 kDa

| Metodi della Biologia Strutturale
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Apparto Sperimentale

Receiver

Liquid N2 Jacket /~

Liquid He Jacbf\“ <
L

Bore

B Sample
lift (air)
- Sample

. . Superconducting
_Consoled Magnet
Magnet Poles Pulse program = fransmits
d FID 4 Feceives
H »
Legs
LU'apparato sperimentale si compone di:
* Magnete superconduttore > >
. . . . w m
* Trasmettitore (di impulsi) 5 8
£ £
* Ricevitore
Time (s) d (ppm)
FID Spectrum
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'esperimento NMR

L'esperimento, nella sua forma pil semplice 1D 'H, The Pulse FT NMR Experiment
consiste nell’inviare un impulso che ecciti tutti i nuclei, e
quindi registrare il segnale (radiazione elettromagnetica) oxcltation _90¢ pulse
prodotto dal rilassamento dei nuclei eccitati (Free Experiment MIM“)
Induction Decay: FID). Rilassandosi i nuclei tornano allo SGIBRGHE T
stato iniziale.
Utilizzando la Trasformata di Fourier & quindi possibile Fourier

Data Transform

avere uno spettro con in frequenza con i segnali relativi ai
singoli nuclei.

Analysis  —/;.

frequency domain spectrum
Time domain (t)

Il rilassamento dei nuclei avviene
sulla scala dei tempi dei ms

RF intensity

Free Induction Decay (FID)
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Il chemical shift

Nuclei diversi risentono dell’'intorno chimico e di

conseguenza risuoneranno (assorbiranno) a
frequenze d|verse I'mp \-l:H( Peptide NH - Sude-chain NH CAH Aliphatic
Vv — VO His CEIH }klfl‘lii‘l;l\l;él;’_’ Hyt \“T“{ hr--(m—
S(ppm) = 10°
(ppm) v
Vy € la frequenza di assorbimento (in Hz) di uno l
standard di riferimento (DSS per le proteine) ‘ ,’[5 ,*
i h p’ ]
N W T T 4
L'uso di & rende il chemical shift indipendente | Hh ‘ﬁj il bﬂ M’g!i iy )
dall’intensita del campo magnetico applicato il !\5‘# ,w \ i ‘NJ | * \
oWV Py Mi‘{ )
Nelle proteine, i diversi Protoni e atomi di |
carbonio hanno chemical shift dipendenti dal tipo LR A B R i

di residuo.
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Accoppiamento scalare (J-coupling)

Il J-coupling o accoppiamento scalare
e una forma di interazione che si
trasmette attraverso i legami chimici
(elettroni), tra nuclei ‘vicini’ (non piu
di 4 legami).

Questo accoppiamento causa uno
‘sdoppiamento’ dei picchi con
chemical shift apparentemente simili .

L'effetto e tanto piu forte quanto piu i
nuclei sono vicini.

Mo Coupled
Hydrogens

Orne Coupled
Hydrogen

T Coupled
Hydrogens

Thres Coupled
Hydrogens

C H
4
c—cC
C C
C H
NS
c—cC
Hf C
He H
NS
c—CcC
H,{f C
He H
/
c—CcC
Ha C-He

A Singlet
T
o —
o B Dioublet
I
S
I

" J.B
I I A Doublet

i A : T : of Doublets
T St
."I". ."I". n .y
'l]cll 'IJcI' Jc 'I]cll'
‘—’I A Doublet
of Doublet
of Doublets
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J-coupling e conformazione

Juy' (@) = A+ B cos(¢p) + C cos(2¢)

12 —

Questa equazione & nota come equazione di
Karplus e stabilisce una relazione tra la

costante di accoppiamento tra protoni legati
ad atomi vicini (J,,) e il loro angolo diedro ¢

JHH' (HZ)

Questa relazione & molto importante perché
fornisce informazioni sulla conformazione
della molecola. :

TR NN W N SR N
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Effetto Nucleare Overhauser

(A)

A differenza del J-coupling, I'effetto nucleare Overhauser (NOE) noto
anche come accoppiamento dipolare, si trasmette nello spazio (non

attraverso gli elettroni di legame). E’ un trasferimento di magnetizzazione
tra nuclei spazialmente vicini

Il NOE e quindi importantissimo
per la determinazione del folding
(struttura terziaria)

Figure 3.46
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company
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Tecniche bidimensionali in NMR

1‘1
“wait” time
Le tecniche multidimensionali permettono
I'acquisizione in tempi rapidi degli accoppiamenti tra
nuclei (sia di natura scalare che dipolare).

“observe” lims

[

Freparation

Lo schema generale e il seguente: herind

1) Preparazione (primo impulso)

2) Evoluzione (il sistema si rilassa per un tempo t,)

3) Mixing (secondo impulso) _
4) Rilevamento (per un tempo t,) Evolution
5) Una volta riequilibrato il sistema, ripeto la

o
) . i
sequenza per lfn tempo t; = t;+At (|n. genere si : ﬁ 2D Spectrum
parte da t,=0 fino ad un valore massimo 2D Fourier

predefinito. In tal modo esploro ‘osservo’ — > transform

Acquisition

I’evoluzione del mio sistema di nuclei al variare di t' )
ime #»

t,.

Mixing
period

Frequency f

Frequency f;
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Tecniche bidimensionali

Il FID viene registrato solo durante t2

L'insieme dei FID registrati a tempi diversi viene
‘trasformato’ (secondo Fourier) in modo da
ottenere una mappa bidimensionale dove su
ascisse e ordinate o le frequenze (non piu i
tempi).

A seconda dell’'esperimento posso avere sia
accopiamenti omonucleari (es: *H —'H) o
eteronucleari (H — 13C, 1H — 1>N)

Nelle mappe bidimensionali sono importanti i
picchi fuori diagonale (indicano le interazioni tra
nuclei)

Two Dimensional NMR Spectroscopy

t1

I | t2
'I‘,f' I'.. . h¥ P e

+— Preparation —s<«— Evolution ——s<«— Detection —s

t2 Fourier

t1 Transform J

A B
L

t1 Fourier
Transform

2D NMR Spectrum

Stacked Plot or Contour

Map
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La tecnica bidimensionale

(13C 0 15N)

Spettri HSQC

Heteronuclear Single-Quantum Et. o & o ‘
Coherence (HSQC) € una tecnica
bidimensionale in cui si correla lo "o
spettro 'H con quello di un eteroatomo , i s &
b = S o
% 2 '::'_“ R R
Lo spettro bidimensionale tH-1>N HSQC | o wa d
permette di assegnare (identificare) i 5 o lt:..fl‘ P gt B 7
protoni ammidici di una proteina. : T,zt,}?c’” > —og . . ok
IR e B N L
' B el Py > \. v ;
o T = ’ 9 o 9 —
1% v i j 0. N oiw
SRR e 0" S o S
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HSQC e struttura secondaria

A AHSP B EAS, C PRD-CH
| A ‘L M ||| L y Il
_‘_’M_L.-_u-' ....J'lﬁq!’ N _L_Mw__,‘ﬂl N | '._l IJ_..__L
i Z
'H chamical shift {ppe) 10 L. I;_{mhz 0 M chemical shin [unm] '
Eﬂn " o E”"E i N Enﬂ- : - o
= B LY & m 2= - c o L1l 1 -r
: gk ri 5 T E = )
E 12':.: -:'I;"'ih-"r‘;‘-'-_"' = 30 4 o L ) "-l 2 120 - ‘: w
B § E | “ : .
g | - ) ] . £ 3l g
To430 - I-; 13[?: 130
10 e B T . 1':| o é o -é- o --ui'- . 1 'H:mmﬂﬂfﬂ[ppm] !
' ehamical shilt (ppm) M chemical shift (ppm)
oelica foglietto B Proteina non struttura

Lo spettro H-1>"N-HSQC é sensibile alla struttura secondaria
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COSY

— 1
——
F*‘_

1‘ 5‘ H-HMR =peactra

Nel COSY ho trasmissione di magnetizzazione tra s T T !
nuclei uguali (*H ma anche 13C) e legati ad atomi J B
vicini. ) ) 4
La magnetizzazione si trasmette lungo i legami (J- 3 =
coupling).
Dalla posizione dei picchi fuori della diagonale 1 , —9E
posso capire quali nuclei sono accoppiati e quindi
vicini.
= - ]
- ¥ #A
90 deg 90 deg

1 - ”\Q/\\/’”‘v
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COSY

—
-
&_“_
t:

T

=

=

o

u

=

[

5

u

Sui due assi riporto gli spettri J o) |
J 4 '
| picchi lungo la diagonale corrispondono a quelli dello A :
spettro 1-D, i picchi fuori della diagonale indicano
correlazione tra nuclei vicini.
 — 7B 4

In questo modo e possibile stabilire quali nuclei sono
vicini ed assegnare i picchi agli atomi. /\
e

PP




'accoppiamento tramite NOE viene
generalmente valutato tramite
mappe bidimensionali.

Per capire quale atomo e correlato
spazialmente con altri atomi si
ricorre all’esperimento NOESY.

Le mappe possono essere molto
complesse.

NOESY

3438 J. Am. Chem. Soc., Vol. 115, No. 9, 1993

NOESY
75 aminoacidi
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NOESY

Anche nel NOESY, riporto i due spettri sui due assi.

In questo caso la trasmissione della magnetizzazione e nello spazio e non attraverso i legami.

Anche in questo caso, nell’esperimento piu semplice considero la trasmissione tra nuclei dello stesso tipo.
| picchi al di fuori della diagonale mi indicano quale nucleo e correlato con quale e quindi chi & vicino a chi.

(A) (B)
€
g 4
3 ©
E 2
£
g 3
°
o 5
l
1

<— Proton chemical shift (ppm)

Figure 3.46
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company




NMR per la determinazione strutturale

Identificazione del Target Esistono una molteplicita di tecniche che contribuiscono
alla determinazione strutturale di proteine in soluzione.

Preparazione del campione La determinazione strutturale con NMR rimane comunque

un problema di non semplicissima soluzione.

Acquisizione dei dati
(esperimenti)

s
(o)
. 3 A L
Assegnazione della struttura wle
(mainchain/backbone) 5]
e
4
Affinamento della struttura ol
(NOE e restraints energetici 2]
52 /'
Tl T T T TTTTYT e "'f"Y"]—'
s0 45 42 s 34
"M foees

Struttura 3D
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Determinazione strutturale di una proteina

1. Il primo step consiste nell’assegnazione delle diverse risonanze, ai diversi atomi (*H, 13C, 1°C). In questa
fase e fondamentale I'uso di esperimenti multidimensionali HSQC basati su *H, 13C, 1>C.

2. Sideterminano le correlazioni NOE tra i diversi protoni. | NOE costituiscono i restraints strutturali,
insieme ad altri dati come quelli derivanti dai J-couplings.

3. Viene generata una struttura che deve rispettare i criteri strutturali noti ed essere coerente con i dati
NMR osservati. questa struttura viene modellata (automaticamente) cercando di migliorare (minimi
quadrati) I'accordo tra i restraints (NOE) osservati e quelli calcolati a partire dal modello. Viene
utilizzata la Dinamica Molecolare con |'aggiunta di restraints sperimentali.

4. Siripete fino a generare un certo numero di strutture tra loro coerenti.

F(x,y,z) = Energy(x,vy,z) + Restraints(x, y, z) F(x, y, z) viene minimizzata
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Non si ottiene un modello unico ma
un insieme di modelli.

Le parti piu flessibili della struttura
avranno pochi restraints strutturali
(NOE) e quindi avranno maggiore
variabilita nei modelli generati.

| modelli devono soddisfare i requisiti
stereochimici noti per le
macromolecole (distanze ed angoli di
legame, plot di Ramachandran,
collisioni tra atomi).

La struttra NMR

| Metodi della Biologia Strutturale
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Vantaggi:

Svantaggi:

Vantaggi e svantaggi dell’NMR (per strutture 3D)

4 Toakraming

L'NMR viene fatto in soluzione (non richiede cristalli)
L'NMR puo fornire informazione sulla dinamica delle proteine

La complessita degli spettri limita le dimensioni dei sistemi studiabili (100
kDa?)

La proteina € in una soluzione molto concentrata (non esattamente
condizioni fisiologiche)

Puo essere richiesta una discreta mole di lavoro in laboratorio (marcatura
con isotopi)

Il modello finale non € univoco (ma puo essere un vantaggio)

LU'NMR per la determinazione strutturale richiede strumenti molto potenti e costosi, non dissimili dalle
moderne beamlines presso i sincrotroni.

| Metodi della Biologia Strutturale
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NMR e dinamica

NMR Analysis of Protein Dynamics

L'NMR é probabilmente la tecnica
strumentale piu potente per lo studio della
dinamica di una macromolecola, ovvero
della sua evoluzione temporale in un
determinato contesto biologico /chimico
/fisico

Il movimento di un nucleo influenzera la sua
forma e posizione nello spettro NMR.

E’ quindi possibile avere informazioni piu o
meno accurate sull’evoluzione temporale del
sistema.

k

Fast

exchange

k=rAr2 [2(h, - hy)

k=mAp, [ 2112

Coalescence

=1 (Av2 - Ap2)H2[21/2

Intermediate exchange

_—

k — exchange rate
v — peak frequency

0 —no exchange

h — peak-width at half-height
¢ — with exchange

AT VAN

No exchange
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Scala temporale in NMR

L'NMR e una tecnica estremamente versatile,
scegliendo il metodo piu opportuno e
possibile studiare fenomeni che avvengono
su scale temporali che vanno dai ps (rotazioni
di catene laterali) fino ai ms e oltre (cinetica
enzimatica, folding).

L'NMR & probabilmente lo strumento piu
versatile per I'analisi della dinamica di una
(macro)molecola, I"'unico limite e che
presuppone |'assegnazione del picco
spettrale di interesse

Vibrational motion

Diffusion Folding

Ligand binding

Side-chain rotation Enzyme catalysis

Domain folding

—

10—15

1072 10°° 10°° 10°° 107%s
Diffusion PER, Ry,
R+, R2, NOE Relaxation dispersion

Line-shape analysis

Residual dipolar

coupling average ZZ-exchange
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NMR e drug discovery

L'NMR trova una larghissima applicazione anche nello studio dell’interazione tra proteine e ligandi (es:
proteina-farmaco).

L'interazione tra target (proteina) e ligando (piccola molecola) puo essere seguito analizzando lo spettro
NMR del target (macromolecola) o del ligando (es: inibitore). Se si € interessati al fenomeno del binding
(costante di dissociazione: K,), seguire il ligando é piu semplice:

Ci sono molti approcci distinti, tra i piu usati: Hw.“l peemm | |’|'

| I l l‘
‘ Il | 4

* WaterlLogsy, basato sul diverso trasferimento di A i —

. N . N 1D WLOGSY
magnetizzazione tra ligando e H,0 a seconda che il P /..~M“~M~»"w~w L WaterLogsy
. . . . ) W, 1 ‘.,m\,““_w LTRSS
ligando interagisca con la proteina o meno. /M L w |'n|”i
Not-binding
binding
 STD (Saturation from target to ligand) in cui si analizza il o -
trasferimento di magnetizzazione dalla proteina al Q
ligando, possibile solo esiste interazione tra i due. D o ot o)
®
® \O STD

* T,R basato sul rilassamento e allargamento dei picchi )
(del ligando) in seguito all’interazione con la proteina 9

38 3T 36 5 34 33 32
Epm
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Spettroscopia di Massa

La Spettroscopia di Massa (MS) e una speﬁf'omeff'O d' massa EI/magﬂeTlCO
tecnica analitica usatissima in chimica, sorgente .o . s
biologia e fisica. andlizzatore ~ Femet | G ®
R @ Magnet
S N gl @;_‘Q—- @_,@_'@_, I—l S N
Essenzialmente un campione viene == T ® @ L
evaporato in fase gassosa e quindi ’mm // "“ S GPGP T
ionizzato e accelerato. ac=c /):\\ ms
ek repoters / T, m..u., L'apparecchio & sotto alfo vuoto,

lomznc region

emmm con una pressione intorno ai 10-°-10-¢

Tor.

Il campione deve essere allo stato
di vapore.

Le molecole dal  campione
vaporizzato sono colpite da elettroni
ad elevata energia (tipicamente 70
eV) emessi da un filamento
incandescente.

La grandissima parte degli ioni ha
carica unitaria e si tratta quindi di
ioni-radicali

M+e =M"+2e

Gli ioni creati, a seconda dell’energia ad
essi trasferita, possono dar luogo a
frammentazioni o meno.

Un analizzatore deflette gli ioni in modo
che possano essere rivelati in relazione al
rapporto massa/carica.
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100 — , 5
57 C:H;O,"
. . . . 7 C.Hy*
A partire dai rapporti massa/carica
dei frammenti molecolari 807
. e . .. CH
(identificati con altissima precisione) > A 29 a
> hile ri : ‘ ’ o CH:CHy 49 CH—CH>~CH—C—0OH
[
e possibile ncostrwre la ‘struttura § e0- CH.CHCH- gl
della molecola analizzata. <
=z
, : . S a0 87
E’ una tecnica potentissima e trova = M-15
. . . o 27 -CH;
impiego anche nello studio delle {1 cHcw )
proteine 2o
s 102
R
] |||||I|iI|||||||!||!I||||||=|I!!i|i|||i=ili!| !H||||||||||||||i|||||||iI|=|||||||||||||'i||||||||||||||||||||||||||||
25 S0 75 100 125
m/ z
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Spettroscopia di Massa su molecole biologiche

Le Macromolecole biologiche sono campioni

laser

analyte/matrix spot ~ Pe=m

notoriamente poco volatili, per poter portare in fase :
vapore delle macromolecole, come le proteine, le due ot I
. . . . . . » ]
tecniche principali ( o loro evoluzioni) sono: L
"=+ F : * To mass
. " " spectrometer
MALDI (matrix-assisted laser desorption): La — cation ¢ I
. . . . . ons |
macromolecola e intrappolata in una matrice organica di |
) : : : ,
natura acida, un fascio laser diretto contro la matrice sample piate extraction | B
causa il desorbimento e la formazione di clusters con ane .
H H : tue Pawer Supply e
carica determinata (spesso singola).
ESI-MS (Electrospray lonization MS ): La macromolecola e 5
dispersa in un aerosol e quindi soggette ad un campo Q @ ot M:.\r
elettrico. Le particelle cariche, per effetto della J ‘ © o O M
temperatura o di un gas, riducono un po’ alla volta le loro @® @ Ty
dimensioni fino al semplice ione molecolare. Q ‘
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Usi della MS in Biologia Strutturale

Come I’'NMR anche la Spettroscopia di Massa € una tecnica estremamente versatile.
Il suo uso puo andare dalla semplice determinazione della massa molecolare della macromolecola fino a
sofisticati studi sulla conformazione delle macromolecole.

Uno degli usi piu interessanti in biologia strutturale consiste nello studio delle interazioni proteina-proteina
e proteina-ligando.

Tra le tecniche piu usate (o interessanti) ricordiamo:

* Cross-linking chimico
* Scambio idrogeno-deuterio (HDX)

* Fingerprinting

Queste tecniche non sono in grado di produrre un vero dettaglio strutturale ma possono fornire utilissime
informazioni sull’organizzazione molecolare.
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Cross-linking-MS

Un reagente (di cross-linking) contiene due
funzioni reattive ai termini di una catena
spaziatrice. Le due funzioni possono legare due
gruppi in due posizioni distinte, se la distanza lo
permette. La successiva digestione e analisi MS
permette di localizzare i peptidi interessati.

Protein complex

«$ v R

« Selection of structural models

» Map of cross-links
* Set of distance restraints

‘:\

1 H.l

*Intra and inter-chain
cross-links

~
Spacer arm Heannve group
Tryptic . L .
d|gm;1 MS analysis Bioinformatics Protein
— L —_— structure
[ IE2 | Molecular modelling
F'rutam target 200 41':0[&60 800
miz
2
*’(b) MG 1
: Spacer arm o Unmoedified peptide —_—
Q. M, [ p—
&(’ Y\/’\s/\k/ PeNTTPOn | | head-end cross-linked peptide (type 0) —T—
]
Reactive grouy
i Loy Intramolecular cross-linked peptide (type 1) R
k %ﬁ' Intermolecular cross-linked peptide (type 2) _—L
Wo~"
(]
4 Higher-order cross-linked peptide (type 3) -U_-?__
. HN———Profoin VAN J

Se abbiamo due proteine che interagiscono, la tecnica
della cross-linking-MS ci pu0 dire quali residui sono
sufficientemente vicini, e quindi interagenti da essere

‘linkati’.
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Scambio Idrogeno-Deuterio (HDX)

La tecnica dello scambio Idrogeno-
Deuterio (HDX) € molto semplice e
intuitiva. In sostanza dopo aver
misurato lo spettro di massa della
proteina nativa, si scambia I’'H20 con
D20. In tal modo gli H esposti sulla
superficie saranno scambiati, piu o
meno lentamente, con D.

E’ una tecnica utile per capire quali
parti della proteina sono esposte al
solvente (residui superficiali).

Ad esempio e utile per capire quali
parti sono interessate all’interazione
con un ligando, proteico o organico.

| Metodi della Biologia Strutturale
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X-ray Footprinting

Una tecnica simile al HDX-MS, & il X-ray Footprinting (XF-MS).

In questo caso si sfrutta un intenso fascio di raggi-X per produrre in-situ radicali ossidrilici OH-, molto reattivi,
che reagiranno con i residui esposti sulla superficie della macromolecola. Dopo I'esposizione ai raggi-X, il
campione € analizzato con digestion(con Tripsina), HPLC e MS. Sara cosi possibile, come per HDX-MS, capire
quali parti della macromolecola erano esposti al solvente e quali no (folding, interazione con altre
molecule...). Questa tecnica usa un fascio di raggi-X molto intenso, ottenibile solo presso dei sincrotroni.

Accessibla

A B OH C _//'/
?
@ § - @ o b - X-ray . Dose Response Plot

footprinting proteolysis a P S .
’ ® . HO » {f }'_
@ e ‘@ . Site 1 \—< \—< 1.0-
o
B Site 3 \ E
3
k. mass spec . g
1 fp identification Conformation A Protocted g
F 8 N D 5
M (% \@3 =
= PP &1 & ]
LA “tp 28 S o ug Ll
g ratte t 2 Quar?!ﬁ'?c:non y it X i *
= constan O [ -ra
3 -~ e Y, ]l B S _“y St —@ 0.5
& 20ms sl Ig o1 @ HO - 0 250 500
= kg=20s" . .
10 ms, | | l \( I Irradiation time (ps)
Time (ms) m'z £
Conformation B ====== Accessible
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Metodi Basati sullo ‘Scattering’

A differenza delle spettroscopie, dove la radiazione elettromagnetica viene assorbita dalla materia ed
emessa a lunghezza d’onda piu lunga (fenomeno dello scattering non-elastico), nei cosiddetti metodi basati
sullo scattering (diffusione, in italiano) la radiazione elettromagnetica interagisce con la materia senza
cambiare lunghezza d’onda ovvero senza perdere energia (scattering elastico).

Esistono diversi metodi utilizzati in biologia strutturale IRSTARIONG (MO Hn0

basati sullo scattering (elastico) della radiazione 2) By .
_ B ho
elettromagnetica: E (jf Diffusione Rayleigh
* Dynamic Light Scattering (DLS) r\h;)\/\— Scattering elastico
* Small Angle X-ray Scattering (SAXS) o E,
* Metodi basati sulla diffrazione &
Scattered X-ray b) E, .
E, ho'
E, S Diffusione Raman :
ho ¢ scattering anelastico che
Q. " ENSN SN lascia I'elettrone in uno
: O E, stato eccitato

Incident X-ray S I
ample
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Small Angle X-ray Scattering

Se un campione omogeneo, in soluzione, viene
irradiato con radiazione elettromagnetica, la
radiazione stessa verra deflessa con diversa intensita
a vari angoli, in relazione alle dimensioni, forma e
natura chimica delle ‘molecole’ in soluzione (SAXS).

Il SAXS, permette la r »
ricostruzione della forma §% 1
W )
(shape) della macromolecola. ';\“‘. S
Quindi il SAXS e utilissimo per ‘,n‘\;
avere indicazioni strutturali a I,J
4

bassa risoluzione main
condizioni quasi fisiologiche.

Esiste una variante che usa i
neutroni invece che i raggi-X
(SANS)

experimental curve
- = -fitx+c
— fit sr+c

Igl, relative

0,5 T T —t
0 0,1 0,2 0,3 0,4

La curva delle intensita in funzione dell’angolo & Ia
curva SAXS, e puo essere utilizzata per estrarre
parametri utili a ricostruire la forma della molecola
in soluzione.

Lo scattering e analizzato solo ad angoli di
‘deflessione’ piccoli.
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Diffrazione

Nella diffrazione ho sempre un’interazione senza perdita di energia tra radiazione elettromagnetica e
materia (scattering elastico). Se la materia e pero ordinata in un reticolo cristallino si verifica il fenomeno
della diffrazione, ovvero interferenza costruttiva e distruttiva delle onde ‘diffuse’.

La diffrazione puo utilizzare radiazioni di natura diversa (raggi-X, neutroni, elettroni)

La diffrazione puo investigare materiali diversi (cristalli singoli, polveri cristalline, cristalli bidimensionali,
fibre)
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Diffrazione da fibre

Le fibre, come il DNA, alcuni polimeri e le fibrille non
possiedono ordine in 3 dimensioni, tuttavia sono ordinati
lungo 1 dimensione. Per questo motivo le fibre danno
luogo a figure di diffrazioni da cui & possibile estrarre
alcune informazioni strutturali:

* Simmetria di cio che si ripete (es: Elicoidale)

* Spaziatura tra le unita che si ripetono (passo dell’elica)
e ‘Larghezza’ di cio che siripete

A -~ B \ C
///-\\\\ . = 2
Va \ *J -
Anche la diffrazione '0‘ . e
. . \ W / X o
di fibre si trae N 7 iamg ;
. N~ -
giovamento ~ -
dall’uso della E p |
. . . e 17 "
radiazione di 7 N g - 'g
. . . [
sincrotrone - g -
R - —

Fiber diffraction experiment

X-ray
source

Rosetta simulations
guided by fiber diffraction data
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Diffrazione da cristallo singolo

La tecnica della diffrazione di raggi-X da cristallo singolo € una tecnica potentissima e consolidata, in grado
di fornire modelli strutturali ad alta risoluzione di molecole di qualsiasi peso molecolare.

Questa tecnica ha fondamentalmente un solo limite: richiede un cristallo che diffranga.

E’ una tecnica largamente basata sulla radiazione di sincrotrone (ma non e indispensabile)

Crystal Diffraction pattern Electron density map Protein model
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Diffrazione da elettroni

Gli elettroni sono quasi sempre concepiti come particelle, tuttavia in virtu della dualita onda/particella
anche gli elettroni hanno una loro lunghezza d’onda ( dell’'ordine di 0.05 A), assolutamente compatibile con
i fenomeni di diffrazione da parte di cristalli

* Nel 1927 viene dimostrato da Clint Davisson e Lester Germer che gli elettroni danno luogo al fenomeno
della diffrazione

* Negli anni 50, piu 0 meno nel periodo in cui Kendrew e Perutz lavorano sulla diffrazione di raggi-X, si
fanno i primi esperimenti di diffrazione di elettroni su cristalli di proteine

* Anni 60-70 Aaron Klug lavora alla diffrazione di elettroni sui Virus

* Nel 1975 R. Henderson pubblica la struttura a 7 Angstrom di risoluzione della Batteriorodopsina
(cristalli 2D)

* Nel 1990 R. Henderson pubblica la struttura della Batteriorodopsina a risoluzione atomica

* Introduzione della tecnica della micro Electron Diffraction (micro-ED)
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La diffrazione di elettroni in biologia strutturale

Gli elettroni interagiscono fortemente con la materia, molto piu dei raggi-X. Questo e sicuramente un
vantaggio perché e richiesta meno ‘materia’ per avere un pattern di diffrazione accettabile, ma anche uno
svantaggio perché il campione risulta danneggiato piu rapidamente in seguito all’interazione con gli
elettroni (richiede quindi trattamenti o condizioni particolari).

A differenza della diffrazione di raggi-X che usa cristalli ‘tridimensionali’, per molto tempo la diffrazione di
elettroni ha indagato cristalli bidimensionali, ovvero cresciuti in 2 sole direzioni, questo perché
I'assorbimento degli elettroni da parte della materia € molto elevato.

Crescere cristalli bidimensionali e forse piu complesso che crescere cristalli tridimensionali

Un vantaggio della diffrazione di elettroni e che, a differenza della diffrazione dei raggi-X, non si pone ‘il
problema della fase’, potendo ricavare le fasi direttamente dall’analisi dalle immagini.

Ad oggi esiste una nuova tecnica, nota come micro Electron Diffraction (micro-ED), che non opera piu su
cristalli bidimensionali, ma su microcristalli, non adeguati a studi con raggi-X. La tecnica sembra molto
promettente.
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Diffrazione di elettroni:esempi

Electron diffraction from 2D crystals: 2D Crystals
Nicotinic Acetylcholine Receptor Aquaporin 2D crystals, electron diffre{cﬂon

' e

Phe 144

G-protein coupled receptors

Unwinet al, 2005

;w Structure-Function Analysis

test
Gonen et al. 2005. Nature 438:633-8. CryoEM lecture Biophysical Chemistry Fall 2006 7

24

Nel complesso la diffrazione di elettroni, fino alla fine degli anni 90, & stata una tecnica di nicchia, utile per
esempio nello studio strutturale di proteine di membrana nel loro doppio strato lipidico. La risoluzione
della struttura finale era sempre medio-bassa (per via delle problematiche sperimentali).
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Single Particle Cryo-EM

| progressi tecnici e metodologici nella microscopia e nella diffrazione di elettroni, hanno
portato a risultati eccezionali. Allo stato attuale la Cryo-Electron Microscopy (Cryo-EM)

su molecola singola e in grado di fornire strutture molecolari a risoluzione atomica di
molecole di dimensioni notevoli.
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o
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Cryo-EM per lo studio dei sistemi biologici

La Cryo-EM si sta dimostrando una tecnica potentissima.

Rispetto alla cristallografia di proteine mostra i seguenti vantaggi:
* Non ha bisogno di cristalli

e Puo individuare stati conformazionali tra loro diversi

Gli svantaggi:

* La risoluzione media ottenibile & inferiore a quella ottenibile dai raggi-X (raramente si scende sottoi 2 A
di risoluzione, piu frequentemente> 3 A) .

* La molecola studiata deve avere un peso molecolare di almeno 50 kDa

AR RN R
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Vantaggi e Svantaggi delle diverse tecniche

Tecnica Vantaggi Svantaggi

Cristallografia di raggi-X: - Non ha limiti di peso molecolare - Ha bisogno di cristalli!
- Techica consolidata - Struttura influenzata dal cristallo
- Risoluzione Atomica - E’ una tecnica statica

NMR: - E’ in soluzione - Peso molecolare < 50 kDa

- Fornisce informazioni sulla dinamica
- E’ una tecnica molto flessibile

Cryo-EM: - Non sono richiesti cristalli - Risoluzione media
- Funziona su sistemi molto grandi - Danno da Radiazione
- Peso molecolare = 50 kDa
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Mumber of Entries

P Number of Structures Released Annually I Total Number Available

160000
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e 156587
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40000
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392 380
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Metodi in-silico

L'evoluzione dei computer, e la conoscenza sempre piu profonda dei principi fisici o empirici che regolano
la struttura di una macromolecola, ha portato all’evoluzione di metodi computazionali in grado di fornire
modelli strutturali sufficientemente attendibili.

A seconda delle necessita avremo

* Modelling
* Modelli fisici
* Docking
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Modelling

Il modelling & utile quando non ho un modello sperimentale della mia macromolecola. Faccio ricorso a dei
modelli ‘teorici’ ovvero prodotti per via puramente computazionale.

Homology Modelling (Modelling Comparativo):

Sulla base della similitudine con la struttura primaria, viene generata una struttura a partire da una o piu
strutture sperimentalmente gia determinate. La struttura cosi generata, ma contenente gli aminoacidi della
proteina che stiamo studiano (target), viene quindi sottoposta ad una minimizzazione di Energia, o una
funzione pseudo-Energetica.

Funziona bene se la proteina ha una elevata omologia di sequenza con una proteina di struttura gia nota.

Modelling by Threading:

Non si basa sullomologia con una singola macromolecola, quanto sul riconoscimento di ‘parti’ della
macromolecola con templati aventi struttura (fold) nota. Le varie parti sono quindi cucite insieme e
minimizzate usando funzioni di potenziale piu 0 meno empiriche. E’ l'unica possibilita quando non ho a
disposizione un modello sufficientemente omologo.

| Metodi della Biologia Strutturale 59



Dinamica Molecolare

Non & un metodo per ipotizzare/determinare la struttura molecolare, quanto per studiare I'evoluzione
temporale della struttura stessa o per validare ipotesi strutturali (modelling).

In sostanza la molecola e vista come un sistema in cui gli atomi sono palline legate da molle agli altri atomi.
Per I'intero sistema viene definito una funzione di potenziale che viene minimizzata utilizzando i principi

del Ia mecca nica ClaSSica . Simplified schematic of the molecular dynamics algorithm
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—— i bonds angles
04 T T T v
MWWW Get forces F= -V V() or F = F{ W) ) and a = E/m Ubona Uangle
g I ST k(L + cos (nig; + 6;)] +
0 | Corrector stage: adjust atom positions based on new a: dihedrals
' Move atoms: r*! = i + some function of fa, At) Udihedrat
st o Update velocities: vi'*! = v + some function of {a, At) o\ 7\ i
86o-05| ‘ L i Z Z ey (l) - (l) + Z Z —
Lo, ; — rij Tij ~ — ey
200 6000 oo R T . Apply boundary conditions, temperature and pressure control as needed i Y Y PoA Y
C I Unonbond
= Calculate and output physical quantities of interest Upona = Oscillations about the equilibrium bond length
< I U,nele = 0scillations of 3 atoms about an equilibrium bond angle
% Move time and iteration step forward: £ = t + At, i =i+ 1 U jihedral = torsional rotation of 4 atoms about a c.entral bond
Zo. I U, onbond = Non-bonded energy terms (electrostatics and Lenard-Jones)
g
R, — Repeat as long as you need
0

L I ! L
0 50 100 150 200 250 300

Residue
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Docking

E’ un metodo computazionale per identificare molecole (inibitori) potenzialmente in grado di interagire
con il mio target (proteina) o piu semplicemente per ipotizzare dove il sito di interazione tra target e
inibitore (ligando).

A partire dalla struttura nota (sperimentalmente o per modelling) del mio target, iterativamente posiziono
I'inibitore in punti diversi del target, valutando la ‘compatibilita’ (plausibilita dell’interazione) per mezzo di
una scoring function. Al termine del procedimento ho una ‘classifica’ dei ‘modi di interazione piu probabili.
In questo modo posso comparare diverse molecole ma anche valutare potenziali siti di interazione (sul
target) con gli inibitori e decidere quali sono le soluzioni piu promettenti.

Molecular Docking

Target Ligand Complex /\

Search algorithm Scoring function
docking -
+ * Systematic * Force field
* Molecular dynamics * Empirical

* Local shape feature * Knowledge-based

matching
» Genetic algorithm /

Docking Assessment

+ Docking accuracy
+ Enrichment factor
* Prospective pharmacological validation
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Integrative Structural Biology

Come abbiamo visto il biologo strutturale ha diversi strumenti a disposizione, basati su principi fisici
differenti e in grado di fornire informazioni strutturali diverse. A volte la loro combinazione permette di
ottenere un’informazione piu approfondita e completa, si parla di Biologia Strutturale Integrata
(Integrative Structural Biology)

solution NMR

i

i
P(r)

solid-state NMR

SAXS X- ray NMR

\* &% 59 |

b

Integfatlve Structural Biology

b p————

| l -y —
L \

i lully

linking

Electron N FRET L

V
Proteomlcs Biochemistry Advanced Computational
CB,sslg\king Biophysics Microscopy  Biology

N

Microscopy

INTEGRATIVE STRUCTURAL BIOLOGY
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Combinare le tecniche

Gathering
/v of Data

Translation of
data into spatial
restraints

v

Configurational
sampling

A4

\ Identification,
assessment
and validation
of ensembles

& Native MS, ion

mobility MS

Chemical
cross-linking

NMR / X-ray Electron
crystallography  microscopy

HDchovaIentw

labeling

i)

rComparative
modeling

effect

Steric

~\

i Initial random
configurations
Sampling
Monte Carlo
Gibbs sampling

Estimating ensemble\

( Clustering of top- h Assessing satisfaction of Testing
scoring solutions chemical cross-links exhaustuveness precision
) . e ) f .
S | i

g~ uf : R R i 3 =
- i St e I A
=T ) R Pl 8% i I. |

) & = TR T m:-mmw = -

NMR Titrations  Cross-linking RDC, PCS Bioinformatics
;| U e
< | oS A LFRLTWHHV

8 X EFEPSYPHI

H/D Exchange — B | & - Mutagenesis
2>
{j o
INTEGRATIVE MODELING

PRE, EPR, FRET

B

R~

cryo-EM, SAXS

La combinazione di tecniche, individualmente
non in grado di fornire un modello
sperimentale 3D, puo portare a ipotizzare/
definire un modello tridimensionale
ragionevole.
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HADDOCK

HADDOCK e un software di Docking che fa pieno uso di informazioni sperimentali, note da altri
esperimenti, al fine di migliorare la qualita e I'attendibilita del docking.

~ Distan estraints

Instead of specifying active and passive residues, you can supply a HADDOCK
restraints TBL file (ambiguous restraints)

~ Distance restraints

Sfogla. | Nessun filezionato.

~ Sampling parameters
piing p You can supply a HADDOCK restraints TBL file with restraints that will always be

enforced (unambiguous restraints) o) Nessun il .ezionato.
= " = If one of your molecules is DNA/RNA, restraints are automaticaliy crested to preserve its structure.
Clustering parameters Uncheck this option if you are docking with unstructured DNA/RNA,
Create DNA/RNA restraints? ‘

HADDOCK deletes by default all hydrogens except those bonded to a poiar atom (N, G). Uncheck this
option if you have NOEs or other specific restraints to non-polar hydrogens.
non-polar hy g 2 ‘

~ Dihedral and hydrogen bonds restraints

Random patches

=
]
=)
(=]
<
(28
o
<3
Q
5
o
=
=
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v
-~
3
3
I
=
~<
©
n

= Define randomly ambiguous interaction restraints from accessible residues )

e Center of mass restraints
~ Symmetry restraints
Define center of mass restraints to enforce contact between the molecules )

Use tight center of mass restraints? )
¥ Restraints Energy constants

Force constant for center of mass contact restraints 1.0

~ Residual dipolar couplings Surface contact restraints

Define surface contact restraints to enforce contact between the molecules )
* Pseudo Contact Shifts restraints Force constant for surface contact restraints 1.0
~ Relaxation Anisotropy restraints Random exclusion

Randomly exclude a fraction of the ambiguous restraints (AIRs) ‘
~ Energy and interaction parameters Number of partitions for random exclusion ( d=100/ of partitions) 2.0000

) Radius of gyration restraint
~ Scoring parameters ) ) ) )
Do you want to define a radius of gyration restraint (e.g from SAXS)?

~ Advanced sampling parameters Radius of gyration 17.78
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