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£ INTRODUCCIO 3

I-1 LES RIBONUCLEASES

lLes Tibonucleases constitueixen una classe dl‘enzims
ampliament distribuits en animals; plantes 1 microorganismes,
i que calalitzen la degradacid dels &cids vibonurleics.

Caldria, d’entrada, distingir entre 1les RNAases de
vertebrats extracel.lulars i intrvacel.lulars. Les primeres son
secretades pel pancreas i les glandules salivars de tots els
mamifers i tambd es trouben &l tracte duodenal, seruvm, Tonyo i
orina. En els vertebrats; aquests enzims son els responsables
de la digestid de 1’Scid ribonucleic present en l’aliment.
FPerd s’‘’ha observat que la quantitat de ribonucleases presents
en el pincress es molt variable entre espicies de la mateixa
familia. Mentre que 1‘home, gos, gat i conill tenen una quan-—
titat inferier @ 5 mg per gram de pancreas; moltes espécies de
bdvids i alires remugants tenen mes de 600 mg/Kg (BEINTEMA et
al., 1973).

Aquesta alta concentracid he estat explicada d‘acord
amb que l‘enzim tindria una funcio especifica en la fisiologia
dels remugants. Quasi tot el nitrogen proteic ingerit €s assi-—
milat per la flora bacteriana, en la gqual el nitrogen present
en 1’RNA representa un 14% del total.

Agquests bacteris sdn posteriorment digerits en el ver-
tader estdmac. Aix{, la funcid de la RNAasa present a alts
nivells en £ls remugants no seria la degradacid de 1‘RNA de la
dieta, present en poca quantitat, ans un Treciclatge, o una
utilitzacid del fbsfor i nitrogen de la gran massa bacteriana,
cue ser1a essencial per l’animal com a font d’aquests dos ele-
ments (BARNARD, 19649).

Els alts nivells presents en animals no remugants (per
exemple de digestid ileccecal) s’explicaria de la mateixa ma-—

zerg. BEINTEMA et al.{1973) confirmen i amplien aquesta hipd-
esi.

Pex a les RNAases intracelu.lars BARNARD (19469) propo-
sa les seguents funcions:

a) Degradacic de 1‘RNA missatger.
b) Defensa contra 1’/RNA viral.
€) Una funcid digestiva intracel.lular general.

n
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I-2 LA RIBONUCLEASA A

La Ribonucleasa A& €5 el principasl component del pén-
creas bovi{ amb activitat ribonucleasica. Ja al 1891 SALKOWSKI
havia observat “"fermente" que afectaven 173cid nucleic de lle~
vat, perd normalment es cita com el principi dels estudis de
la RNpaso pancreatica el treball de JONES (1920) que va des—
cobrir que el pancreas contenia un enzim termoestable que ata-
tava 1 /RNA.

DUBOS 1 THOMPSON (19238) el veren anomenat Tibonuclessa
i KUNITZ (1940) la cristal.litza. Aquest fet, Jjunt amb la idea
de que era eessencial tenir quantitets suficients de proteina
pura per a poder estudiar—-la amb detall va induir a una casa
comercial {(Armour Inc.) & preparar; als voltants de 1950, un
quilogram d‘enzim en forma c¢ristal.lina amb un alt grau de
puresa, que ve oferir a slauns membres de la comunitat bioqui-
mica per a que l‘utilitzes. El resultat va €sser una vertadera
"explosid" d‘estudis que s’'ha perllongat fins avui i que ha
permés el desenvolupament de moltes técniques d’ds comy en
17actualitat.

Aquest enzim és una proteina de baix pes molecular, és
relativament senzilla de purificar i ds bastant estable.

S‘’ha de teniv en compte gque 1les proteines presenten
una gran varietat en el grau d’estabilitat. En general, les
meés petites sén mes resistents. Les extracel.lulars tenen molt
sovint un gran percentatge de ponts di-sulfur i sdn relativa-
ment més estables que les intracel.lulars (MEANS & FEENEY
1971).

Per tots aquests fets, la RNAasa A ha sigut una de les
proteines mes estudiades. Va é€sser el primer enzim i la segona
Proteina (després de la insulina) de la qual ec va coneixer la
sequUéncia (REDFIELD % ANFINSEN, 195&; ANFINSEN et al.,195&;
HIRS et al.,1960; SPACKMAN et al.,19460) i el primer en €sser
sintetitzat quimicament (HIRSCHMANN et al., 1969; GUTTE & MER-
RIFIELD, 1969). La sequéncia completa es va publicar al 1960 i
la formulacid definitiva al 1963 (SMYTH et al.) (Figura 1).



FIGURA-1

Estructura covalent de la Ribonucleasa A de pancreas
bovi (prés de KARTHA et al. 1947).

{Els cercles ombrejats assenualen els residus que en
1967 es consideraven constituents o propers del cen—
tre actiu).
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La RNAssa A t€ una sola cadena polipeptidice de 124
Aas, €s de forma globular, més o menys arronyonada d’uns 3,8 x
2,8 x 2,¢ nm de tamany (BLACKBURN, 197&8). T¢€ un pes molecular
de 13.4680 i un punt isoeléctric de 9,6 (TANFURD & HAUENSTEIN,
19594, Posseeix B recidus de cisteina que donen lloc & 4 ponts
di~sulfur intracatenaris a les posicions 26-84, 40-99, °28-110
1 65-72.

T-2.1 OBTENCIO DFE L ‘ENZIM

F1l producte obtingut a partir de pancreas bovi, rel
métode de McDONALD (1955) pot €sser cristal.litzat, perd les
andlisis cromatogrdfiques assenyalen que la preparacic no  es
homogénia (MARTIN & PORTER, 1951; HIRS et al.,1951).

HIRS et al. (1953), fent sevrvir la rtesina de bescanvi
ionic IRC-50, obtingueren dues fraccions, una de principal que
denominaren A i una de minoritaria, que era eluida més rapida-—
ment, denominada B. Estudis posteriors (PLUMMER & HIRS, 1963)
varen demostrar que la part proteica de B era indiferenciable
de la de la A, 1 amb la mateixa activitat enzimdtica. La dife—
réncia estribava en que la B estava glucosilada en-la Asn—34.

TABORSKY (1959), utilitzant l1a CM-cel.lulosa com a8 re—
sina de bescanvi ibnic, trobd tambéd una fraccid majoritaria
que denomind D, corresponent a 1’A abans esmentada.

Posteriorment fou demostrada la completa puresa i ho-
mogeneitat d’aquest component; que ha sigut 17 utilitzat en
aquesta Tesi. Els components amb activitat ribonucledsics,
presents en més baixa quantitat en el pancreas bovi, sdn glu-—
coproteines amb la part proteica indiferenciable de la RNAasa
A (PLUMMER & KOSINSKI, 1968).

La RNAasa B és el component glucoproteic maJjoritari
obtingut en la purificacid classica de TABORSKY. La cadena de
carbohidrats té un efecte negligible en la conformacid de 1la
molécula (BERMAN, 1981).

La RNpasa B estd glucosilada en la Asn—34, doncs 1la
unid dels carbohidrats a les"proteines sembla tenir un reque—
Timent especific per a la sequéncia Asn—-X-Ser/Thr (BEINTEMA,
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1973) i 1a cadena de sucres estd formada per dues glucosamines
i & residus de manosa (PLUMMER & HIRS,1964). Altres components
alucosilats, presents en menor quantitet, tenen diferent. com-
posicio en carbohidrats.

Ha estat suggerit (SIERAKDWSKA, 1977) que les varia-—
cions en el grau de glucosilacid pot €sser explicat en termes
d ‘avantatae selectiv, Jja que els carbohidraets evitarien una
rapida absorcid per la paret intestinal, la qual cosa permet
cque l’enzim arribi al budell llaryg, on podria digerir 1'RNA de
la flora cecal. D’aqui les RNAases amb aran contingut en car-—
bohidrats que es trobeu en les espbcies amb digestio cecal,
tal com el caball i el porc (BEINTEMA,19746).

Tambe €s possible, comparant la Tesisténcia e 1la de-—
gradgci& proteclitica de les RNAases A i B, pensar en que la
presencia de carbohidrats confereixi una proteccid significa-
tiva contra les proteases (BIRKELAND, 1975).

HAUGEN & HEATH (1979) troben que en sistemes in vitro
es sintetitza una RNAasa amb 25 aminocacids de més en l’extrem
am}no-terminal, que es un precursor de l’enzim. Aquesta pPrTO-—
teina més 1llarga solament es forma en abskncia de membranes.
En un sistema in vivo el peptid senual N-terminal es hidrolit-
zat abans de que finalitzi la sintesi del C-~terminal. Aquesta
perllongacid de 1la cadena aminocacidica funcionaria com un
senyal que facilitaria la unid del polisoma en el reticle en-—
dgplasmic i la penetracid del precursor en l’interior del re-
t§c1e. A.cgntinuacid tindria 1loc 1’atac per enzims proteoli-
thS;“ aixi com 1la introduccio de carbohidrats a la molecula
proteica per part dels sistemes enzimatics associats a la
memb?ana microsomal. Posteriorment es dirigiria a l‘aparell de
Golgi, per després formar els grans de zimdogen. EYLAR (1945)

suggereif que la inclusid de sucres facilitaria la sortida de
l1a proteina de 1a c®l.1lula.

Pero UY & WOLD (1977) comenten que (tal com €s el cas
de la RNAasa bovina) respecte de 1’aspecte especific del pro—
cessat d’una proteina es planteja un problema general, donat
que tant so0ls es modifica una part de molécules d’un tipus.
Aixi, la RNAasa pancredtica bovina es secreta com una barreja
?g UFOTMES no glicosilades (aprox. 85%) i formes glicosilades

LUMMER et al., 1963; PLLUMMER & KOSINSKI, 1948). Per tant, aixo
posa en dubte el significat de les anteriors hipotesis.
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1-2.2 OBIENCIO. DE_DFRIVATS PER_ROTURA _ENZIMATIC
LA RNAasa A

S‘hzn obtingut diversos derivate per rotura enzimadtica
selectiva de la RNAasa A. El més estudiat es 1’anomenada Ribo-—-
nuclesca 9, producte de l’atac de l’enzim per part de la pro-
teasa bacteriana subtilisina (RICHARDS & VITHAYATHIL, 1959). E1
resultat és la voture de l’enllag covalent entre els aminod-
cids 20 1 21. LLa Ribonucleasa S pot separar—se en els seus dos
fragmentes constituents: del vesidu 1 al 20, o S-pekptid, i 1la
porcid 21 a 124, o S-proteina. Cada fragment, per separat, €s
inasctiv (BERNFIELD, 1965). Barrejats ambdds freagments en quan-
titats equimoleculars;, a pH neutre i temperatura ambient, es
recupera totalment 17activitat enzimdtica (RICHARDS & VITHAYA-
THIL, 1959). Agquest fet indica que existeix una forta interac-
cid, no covalent, entre ambdds fragments peptidics, que man-
tindria 1’estructura tridimensional de la proteina en la seva
conformacid natural. De fet, la conformacid de la RNAasa S es
molt similar a la de la RNAasa A, perd presenta l’extrem N-
terminal en una posicio més allunyada del bloc principal de
l1’enzim (CARLISLE et al.;1974), que determina un menor grau
d’interaccid entre el segment N-terminal i la resta de la mo~
lécula.

Aguest sistema permet estudiar la interaccid S-protei-
na S-pdéptid modificat (o viceversa), per tal de determinar el
paperT Jugat per cada aminodcid. Agquestes modificacions poden
€sser modificacions quimiques dels residus aminocacidics, o
obtencid de G-peptids sintttics, en els que mangqui un rTesiduy
{0 més), o s’hagi substituit un residu per un altre,
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1-2.3  MECANISME DE CATALISI

La RNAasa A (EC 3.1.27.5) ¢s una endonucleasa que ca-
talitza la hidrolisi del seu substrat natural, 1’8cid ribonu-
cleic (RNA) de cadena senzilla, en dues etapes (Fiaura 2).
Aixi doncs, la votuve de l’enllag internuclecotidic de 1/RNA és
essencialment una transfosforilacid, o la hidrdlisi d’un en-
1lag focsfodidster entre dos nucledtids, 1 la transferéncia de
1’enllag dster fosfdric des de la posicio 5’ d’un nucleotid a
la' posicio 2 del nucledtid adjacent, formant—-se poli i mono-
nucledtids amb grups fosfodiédster 2’,3° ciclics terminals
{BROCKLEHURST,; 1963). En el segon pas, aguests ésters fosfat
ciclics sdn hidrolitzats donant els corresponents nucledsids
3’'~fosfat.

L’enzim només trenca l’enllag internucleotidic quan ls
base del ribonucledtid en posicid 3’ €s una pirimidina (MAR-
KHAM & SMITH, 1992; DBROWN & TODD, 1953; TAKEMURA et al.,; 195%9;
HUMMEL & KALNITSKY, 1964). Aquesta especificitat de l’enzim €s
tant sols explicable per la preséncia en la vibonucleasa d’un
seti especi{fic fixador dels nucledtids pirimidinics.

La utilitzacid d’un substrat tan heterogeni com 1’RNA
feia dificilment interpretables 1les caracteristiques cine-
tiques de 1’emnzim, motiu pel qual es van emprar substrats més
petits, tals com la citidina 2/,3 fosfat ciclic (27,3’ Cp) i
els dinucledsids monofosfat CpA, CpG, CpC, CpU, UpA, UpG, UpC
i UpuU.

Hen estat proposats diversos mecanismes de catalisi
per a la RNAasa A. Cal citar com a processos acceptats que la
His~119 protonaria parcialment el grup que surt (05’R) en 1la
primera fase de la cathlisi, mentre que tindria l‘’efecte opo-
sat sobre una molécula d’aigua 2 la segona fase de la catali-
si. L’accid de 1la His—-119, a 1la primeva fase, debilitaria
l’enllag P-05’ i facilitaria l’atac “in line” del 02’ sobre el
fosfor. La funcid del NH de 1‘’enllag peptidic 119-120 . jun-
tament amb 1s Gln—11 (a través d‘una molBcula d‘aigua), tin-
dria com a funcid la d’avgmentar l’electrofilicitat del fds-—
for, ajudant a 1’atac de 1’02’ sobre el F.



i Oc (- |
0=P-0- N\ 0 =p-0-
| /P\O (')
0 54 0 OH
[ﬁ Fase Fase 2 O
) T ="
(i) 0’ Pir Hz(f 0% pir HZC,: Pir
0 0 0
P-0" 0=P=0° 0=0
OR OR R
FIGURA-2

Hidrblisi de 1‘RNA per 1la Ribonucleasa A en dues
fases.

R i R’: cadena de polinucleotid
Pir : pirimidina
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La His—12 desprotonaria 1’02’ en la primera fase de la
catdlisi i el protonaria en la segona. El carbonil de 1l’enllag
peptidic corresponent a la Thr-45%5 mantindria 1la His-12 en
posicid correcta per a la catdlisi. La bipiramid trigonal
seria el compost intermedi obligateri en les dues fases de 1la
catalisi i seria estabilitzada principalment per la Lys-41.
Els estudis del grup de MARCHIORI (MARCHIOKI et al.,;1974) pro-
posen que la Lys-7 podria intervenir tambe en aquesta esta-
bilitzacio.

& la Figura 3 es presents en esquema un Tesum dels co-—
neixements actuals sobre el mecanisme d’accid durant la pri-
mera fasse de la catadliesi (DEAKYNE & ALLEN, 1979). El procés
segueix un mecanisme de catalisi acid-~base general per part de
13 Hie=~12 i1 la His—119 que actuen de forma concertada com acid
o com base segons sigui l1a primera o segona fase. Estd accep-—
tat que a les dues fases hi ha un complex intermediari, sem-
blant a 1’estadi de transicid, en el que el fosfat adopta vuna
configuracid en forma de bipivamid trigonal (Figura 4) (USHER
et al.,1970).

Tots aquests fets proporcionen una explicaci6 al meca-
nisme catalitic de l’enzim, pero no donen resposta al problema
de l’especificitat.

El lloc especific d’unid de la base pirimidinica va
ésser determinat per ALLEWELL (1968) per a la RNAasa S mitJjan-—
¢ant la difraccio de raigs X. Semblen estar-hi implicats ponts
d’hidrogen entre la pirimidina i els residus dels aminodcids
Thr-45 i Ser—123 i, probablement, una interaccid entre la Phe-
120 1 1’anell de la pirimidina. Aquesta probabilitat va ésser
tamhé suggerida pels +treballs de RUTERJANS & WITZEL (19&69),
MEADOWS et al. (1969) i HAAR et al. (1974) mitiangant la res-—
sonancia magnktica nuclear.

Mitiangant estudis espectrals a 1’vltraviolat DEAVIN
et al. (1968) van postular una interaccid entre la posicid 3 o
4 de les pirimidines amb un grup basic de 1’enzim en mitJa
Parcialmente hidrofdbic (valid per a la uridina pero no per a
la_citidina). *
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Cal assenyalar també que els experiments fets per
WITZEL % BARNARD (1962 a 1 b) i FOLLMAN et al. (19&67) amb
dinvcledside monofosfat com a substrate per a la primera  fase
de la catadlisi indicaren que la velocitat d’hidrolisi era fun-
tid del nuclebsid que ocupa la posicid 57, ecsent l/ovdre:;
adenina > guanina > citosina > uracil.

De tot el gqual ey pot deduviv que la ribonucleasa pos-—
speix un seti secundari de fixacic del substrat (essent el
erimari el que veconeix les pivimidines e 37), amb el que
possiblement interaccionarien tots els nucledtids en posicid
5/, perd que seria extraordindrviament especific pels nucled-
tids amb base purinica.

ICACIO_QUIMT

CACIO DEL_CENTRE ACTIU

El fet fonamental d’una rteaccid catalitzada per un
enzim es que té€ lloc mitjangant un complex actiu format per la
comhinacid del substrat amb una regid de la molécula enzimdti-
ca (el centre actiu o el seti d’unid) (KOS HLAND,lQéO) per la
aual t€ una afinitat especifica. El centre actiu €s, normal-
ment, una estructura complicada que intlou una part apreciable
de tota 1ls molécula enzimdtica. Ja que diferents punts de 1la
molécula de substrat estaran units a difevents Punts del cen-—
tre sctiv de l’enzim, el substrat ocupard una posicid concreta
respecte de 1’enzim i amb una configuracid definida.

L’elucidacid del mecanisme d’asccid d’un enzim reque-
reix un detallat coneixement de 1’estructura gquimica i tridi-
mensional i particularment del centre actiu; informacid obtin-
guda en varis casos per estudis de sequencia i «c¢ristal.logra-
fia de raigs X. L’estudi de formes mutants de 1l’enzim {que di-
fereixen en la seva seqUdncia) ens proporciona informacio de
l’efecte en 1l’activitat quan és substituit un aminodcid parti-
cular per altres (WELLING, 1975).
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Tambed €2 important teniv informacio de 1‘ecstructurs
tridimensional del complex enzim—subsirat; tal com ha estat
ohtinguds en alauns casocs per vTaies X. Podem llavors eapreciar
quins grups estan involucrats en la formacid d’aguest complex
1 com e) subhstrat adopla la corrects posicic per & que la Tea—
ccid tingui lloc. Per comparacio amb les extructures de 1 ‘en—
zim i substrat lliures es pot veure com l& forme de la molécu-
la de substrat és modificada per la combinacid amb el centre
activ i ,reciprocament,; com la de l’enzim € cenviada per com-
binacid amb el subslrat.

Ten diffcil com definir els 1imite en que ha d’€scer
considerat el cenlre actiu, €s definir experimentalment el
paper Jjugat per un residu particular amb certesa. Probablement
el centre actiu només compren, en qualsevel enzim, una part de
l’estructura proteica. El seu tamany exacte varia amb la com—
plexitat i especificitat de la reaccid enzimatica, essent pro-—
babtlement mée petit en enzims que actuen scbre substrats de
baix pes molecular amb una petita especificitat, i gran per
Teatcions comblexes; d’una considerable especificitat.

£ls aminoacids del centre activ poden tenir dues fun-—
cions:

a) Interaccionar amb les molécules de substrat.

b) Catalitzar 1a modificacid quimica del substrat.

, El residu (o residus) responsable' de la modificacid
quimica ha d’estar ,per a que la reaccio tingui lloec, en una
aliniacid precisa i mantenint enllagos apropiats amb el subs-—
trat. Molt probablement aquest encaix es dindmic, en el qual
les atraccions i vepulsions mitues entre els agrups del subs-—
trat i de 1’enzim porten vers la formacid del complex en el
aue la geometria del centre activ és diferent d‘aquella exis-—
tent en 1’enzim natiu. Si el compost fixat no indueix el
correcte aliniament dels residus implicats en 1la modificacid
quimica, 1l’accid enzimdtica no té lloc, malgrat que tingui
lloc 1a unid (SINGER, 1967).

10
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VALLEE & RTIORDAN (196%) Fah.la seovent cla&si?icaciéz

ey

!

~ . .
Centre de catalisi: aquells Atoms o grups laterals
de la proteina divectament iuve-
lucrats en 1a catalisi (formacio

0o trencament d’‘enllagos).

Centre actiu: aquells grups involucrats en la inte-
raccio amb el substrat i catdlisi (a-—
questa definicid inclou el centre de
catalisi).

. . ¢ N .
— Centre de Tixacio: els grups involucrats divectament
. 4
en la unio no covalent del subs-—
trat al centre actiu.

Seti efector: grups topoldgicament allunyats del
centre actiu que interaccionen amg
lligands i poden influenciar la  wunio
i activitet a traves d’‘efectes en
l’estiructura i conformacig.

- LLigand: fa refereéncia a una petite molecula que
interacciona amb 1a proteina wmitjancant
forces no covalents {(activadors, substrats
i inhibidors).

1-2.4.a ASPECTES GENERALS DE LA MDDIFICACId QUIMICA

La caracteritzacid dels centres actius és una de les
Principals fites de l1la quimica de proteines. Hi ha un gran
nombre de metodes per tal d’assolir aquesta caracteritzacid i
d’entre ells el més important es la determinacid de 1’estruc-—
tura tridimensional de 1a molécula proteica natural o unida a
l}igands mitjangant 1la cristal.lografia de Taigs X. Un altre
mgtode important, Jjunt amb l’anterior i la ressonancia magnk-—
tica nuclear, ¢és el marcatge quimic dels centres actius, de
ta} manera que la degradacio enzim3dtica o quimica de la pro-—
teina marcada ddna lloc a2 péptids, alguns d’ells marcats, que
Proden ser detectats, aillats i caracterit:zats.

11
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Per estudiar enziims poden éseser uvtilitzate reactius
que alterin un residu particular, esperant que preodueixin un
tatvi en les propietate enzimdtigues, el aual puoui €scer Te-—
larionat amb el paper funcional Jugat per un aminoacid donat.

El seli de modificacio i la intensitzsl d’agqguesia modi-
. - £ s
ficacio poden esser controlats de Lres formes per:

N « . . - ’
a) Seleccid de reactivs i condicirone de Teaccin.
. . 4 . .
b) Variacid de conformacions proteiniques.

¢) Alieracid dels residus funcionalment significatius.

Fls reactius es poden classificar en 9 categories
{ BLACKBURN, 1977):

1. Reactius ecpecifics de grupes.

n

. Pseudo—-substrats.

Marcadors d’afinitat.

L

4, Reactius atrapadors d’intermediaris reactius.

Substrate suicides.

82

S’ha de conciderar que la reactivitat o naturaless del
reactiu poden veure’s alterades pel medi.

S’han fet nombrosos estudis de les reactivitats rela-
tives dels amincidcids vers un reactiu particular. La reactivi-
tat d’un grup funcionsl no sol é€sser la mateixa si estd en
forma lliure o formant part d‘una proteina. No tan sols és
freqient d’ohservar variacionse marcades o fins i tet inver-
sions en les proporcions relatives; ans trobar grups de la ma-—
cromolécula proteica que sdn considerablement més reactius que
els mateixos grups en compostos més simples. Aquesta "super
Teactivitat" pot existir &dhuc quan el grup involucrat no té
una relacio directa amb la funcid catalitica d‘un enzim o a on
el reactiu no mostra especificitat per une zona de la proteina
(COHEN, 1968).
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La disminucid o 1l’avament de reactivitet d’un erup
funcional en l1a proteina pot resultar de:

) La influencia d’altres grups de la pioteina sobre
el grup funcianal.

b)Y Intevatcid entre el reacltiv i la proteina.

¢) L.a concurréncia simultdnia d’amhdds casas:a) i b).

-

I-2.4.b ESTUDI DE LA REACTIVITAT DE DIFERENTS GRUPS
DE LA RNAasa A

I-2.4.b.1 REACTIVITAT DELS RESIDUS DEL CENTRE ACTIU

Pel que respecte a la RNAasa A; s’han portat a8 terme
un  aran nombre d‘estudis per modificscid quimica que han per-—
més la identificacid d’alguns residus aminoacidics que forma-—
Tien part del centre activ de l’enzim.

CRESTFIELD et al. (1963) van fer reacciconar 1‘enzim
amb iodoacetat; a pH 5,5 , donant lloc & un producte sense ac-
tivitat. El 85% era un monoderivat a la His-119, mentre que el

9% vestant era un monoderivat a la His—12. Ambdos productes
eren mutuament excluients 1 semblaven formar-se simultania-
ment. Aixd els va portar a postular que les His—-12 i 119 forp-
marien part del centre actiu i estarien separades per uns 5 A.

. HIRS et al. (1942), emprant 1’1i-fluor 2,4 dinitroben—
ze; a pH 8,0 , varen aillar un monoderivat en 1’0l amino de la
Lys—1 que conservava un 60% d’activitat, mentre que el monode-
rivat en 1‘Camine de la Lys-41 no tenia mds que 0,1% d‘activi—-
tgt. l.La reaccid sobre aquesta Lys-41 t€ lloc 70 vegades més
rapidament que en una lisina d‘un peptid model i s inhibida
Per nucledtids, nucledbside i ions fosfat, en ordre decreixent

13
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d‘efectivitat, ordre completament corresponent a la seva efi-
cidcia com & inhibidors competitius (UKITA et al., 19461).
Aguestes dades demostven que la Lus—41 pertany al centre ac—
tiuvu. La reacgié en la Luys-41 afavoreix la reaccio del reactiu
e la Lye—7. Adhut es demostra que la reaccid amb la 41 €s pas
obligat per a que reaccioni la Lys~-7 (HIRS et al., 19&0).

D’acord amb les dades, HIRS va ectimar que *E& ~NH de
la Lys—41 estaria a uns & del cenlve de 1’anell p1r1m1d1nic
del subsivst, suposant que en la intevaccid entre 1enzim 1
els inhibidors nucleotidics estarien implicats 2@ setis, un per
& la interaccid anidnica i 1’altre per & la interaccic amb 1la
pirimidina, tal com havien proposat UKITA et al. (19461). També
&#s va veure que eTa possible establir un enllag creuvat entre
ambdues lisines (7 i 41) gracies al reactiu bifuncional 1,5
difluoro -Z,4dinitro benze (MARFEY et al., 1965). Aixd indica
que la Luys-7 "estd situada a prop de la Lys—41, i ,per tant,
a prop del seti activ.

L’alta reactivitat de la Lus-41 a pH B,0 va ésser
explicada d’acord amb 1’anormalment baix pK del seu & —NH2
(MURDOCK et a2l.,1%9464). Degut a saquest baix pKk ee va postular
que aquesta lisina formaria part d’un seti fortament cationic.
Per estudis de la interaccid de 1‘ion clorur i 1‘ion sulfat
amb 1la RNAasa A SAROFF % CARROLL (1962) postularen 1l’existen—
cia d’un altre seti catidnic, donant aixi suport a la hipdtesi
de HIRS (HIRS et el., 1962).

I~2.4.b.2 ELS RESIDUS BASICS 1 EL SEU PAPER EN L/ENZIM

Donat que 1’enzim poseeix 10 lisines i 4 arginines, i
1’RNA (substrat natural de 1l1’enzim) presenta grups fosfat,
carregats negativament, al llarg de la molécula, hom ja supo-
s&va que els residus badsics (carregats positivament a pH’s
Fisiologlcs), tal com 1la lisina i 1 arginina,; haurien de jugar
Un paper important en la 1nteracc1o enzim-substrat (HUMMEL &
KALNITSKY, 1964).

o La’primera indicacid de la importancia dels residus de
lisina va dsser el treball de HIRS et al. (1962), explicat en
l1’apartat anterior.

14
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Poaral. lelament als experiments d’en HIRS, d’alires su-
tors van uvtilitzar altres reactius. Aixi la guanidinacic de
tots els 8- NHEZ de la RNAasa A produeix la pérdua total de
17activitat (KLEE 1 RICHARDS, 1957). El mateix efecte £s pro-—
duit per le tvifluorveacetilacid (GULDBERGER & ANFINSEN, 1562),
la ciancetilacid (RIEHM & SCHERAGA, 1964) i la metil acetimids-—
cid (REYNOLDS, 1968). Per alaninacid (unid de cadenes d’alani-
na) van trobar-se 3 lisines que eren relativament resistents a
aqvests modificacid, emprant un amortdidor fosfat & pH 8,0 (AN-
FINSEN et al.,;1962) i van esser identificades com la Lus-7, 37
1 4) (COOKE el al.,1963). Emprant grans quantitate de reasctiu,
la Lys-7 i la 37 reaccionen,; encara gue molt mes lentament gue
els grups ami normalment reactivse de la proteina, perd 1la
Lys—41 no reacciona. Al canviar l’amortidor de fosfat a bicar—
bonat, la Lus4l reaccionava molt vapidament, amb pérdua total
d’activitat. Agquest fet implicava que 1’ion fosfat protegia la
Luys-41, fet que estd d’acord amb la dinitrofluorobenzenacia,
i, en menor grau, les Lys—-7 i 37.

WELLNER et al. (1963) van conclouvre, analitzant les
diferéncies d’activitat observades entre 1’enzim natural i els
derivats polialaninats en front de substrats de baix pes mole-—
cular 1 de 1‘RNA, gue possiblement hi havien canvis en l’espe-—
cificitst al passar d’un a 1’altre tipus de substrat. Aixi,
per exemple, observaren que wun dels derivats presentava un
160% d’activitat en front de 1’RNA (sobreactivacid considerada
Pper els autors en termes de canvis en la distribucid de cirre-
oa despres de l’slaninacid).

ROCCHI et al. (1949), eliminant ls Luys—-7 (mitjangant
l1’obtencid d’un S-pdptid sintdtic — apartat I-2.2), observaren
une dieminucid d’activitat en front de 1’RNA, PeTO no en front
de substrats de baix pes molecular. D’acord amb aquest trebsll
MARCHIORI et al. (1974) estudiaren el possible paper de la
Lys-7 (residu altament invariant en les seqUdncies d’altres
RNAzses) (WELLING et al., 1574 i BEINTEMA et al., 1974), mitjan-—
¢gant 1’eliminacid de la Lys-7. Els resultats indicaren que 1la
Lys-7 no estaris involucrada en la forta interaccid no cova-
lent entre la S-proteina i 1’S-peptid, ni seria un Tresidu
essencial en 1la catdlisi, ans contribuiria a optimitzar el
PTOCes catalitic. L’afinitat d’aquest derivat sense Lys-7 pel
Pircfosfat és molt inferior a la de la RNAasa A, indicant
zovimint que 1la Lus—-7 podria formar part d’un seti fixador de

osfat.
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KARTHA et al. (19&67), emprant la cristal.logrefia de
raigs ¥, localitzaren el seti principal de fixacif del fosfat,
format per les histidines— 119 y 12 1 d’alires grups que esta-
ven a prop eren les lisines— 41 y 7, 1 el Glu—-1ilestudis cris—
tal.loardfics posteriors confirmarien aquestes dades, afegint-
hi la Arg-39).

Un possible paper de la Lys-1  vea deser indicat per
EAKER et al. (19465). Els autors van estudiar una RNAasa a la
gque 1’hi meancava la Lys-1, 1 une sltre sense la Luys-1 1 el
Glu-2. Es va observar aque la deslisil-RNAasa presentava un
grau de desordre llevgevament més aran que 1l’enzim mnatural,
podent-se desnaturalitzar mes facilment, per bé que no presen-—
tava un volum molecular gaivre més gran. La deslisil—-RNAzsa
tambe presentava una més petita afinitat pels ions fosfat.
Aquests ions fousfat no protegien a 1a deslisil—-RNAasa de 1a
digestio triptica tan fortament com a l’enzim natural, i enca-
Ta menys fortament a ls deslisildesglutamil—-RNAasa (Jja qQue 1la
interacciéd amb els ions fosfat estabilitza la conformacid de
l’enzim). La deslisil—-RNAasa presenta un 994 d‘activitat en
front del 2’,3’ Cp, i la deslisildesglutamil-RNAasa un 38%. En
front de 1’RNA la deslisil-RNAasa presenta une activitat lleu-
gerament inferior al 100%, mentre que la deslisildesglutamil-
RNAzsa presenta un 607 d’activitat.

., %15 autors wvan consloure que la disminucid de protec—
€10, a8ixi com la disminucio d’activitat observada, indicava un
grau de llibertat conformacional més gran que a la RNAasa A,
que podia é€sser el resultat d’un menor grau d’interaccio (o
d’una orientacio menys perfecta ) del segment aminoterminal
amb la rests de la molécula.

Aquestes activitets podrien ésser explicades si es
PTessuposa que 1a macromolécula d’RNA;, en interaccionar amb la
deslisildesglutamil-RNAasa, determina una recuperacio de 1‘es—
tructura tridimensional que la fa suficientment favorable per
tal d’assolir fins un 60% de l‘activitat de l‘enzim natural.
En canvi, un substrat de baix pes molecular, tal com el 27,3’
Cp, al no interaccionar en tants setis, no podria provocar la
mateixa'recuperacid de l’estructura favorable, restant la con-—
formacio del centre actiu en una estructura bastant desfavora-
b}g (GUTTE et al., 1979, ROBSON,1980). Evidentment, la disrup—
€lo d'asquesta estructura favorable vindria donada basicament
Per la manca del Glu-2, que els mateixos autors ja comentaven
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que sembla JugsrT un paper "sorprenentment® important en el
. . 4 . -

manteniment d’una conformacio estable i1 activa, mentre que el

de 1la Lys-1 seria meés petit.

Els fets esmentats, doncs, indicerien que la zona N-
terminal de l'’enzim Jugaria un paper important en les caracte-
ristiques de la molécula. (Fl fet de que la mencs d’alaun dels
residus inicials disminueixi 1’afinitat de l‘’enzim pel fosfat
suggeTeix Que un paprer Juget per aquesta zons seria la d’un
seti fixador de fosfat, tot éssent també important en el man-
teniment de 1a conformacid de 1’enzim).

COOKE et al. (1963) mostraren que en unir cadenes po—~ _
lipeptidiques @ une B garups & -NHZ de l‘enzim, l’activitat en
front del 27,3’ Cp es veia poc afectada, mentre que en front
de 1’RNA es produis una gran disminucid, suagerint que els
£ —-NH2 estan directament involucrats en la interaccid amb
1 ‘RNA (aquesta disminucid era més pronunciada a 1l’emprar poli-
peptids basics).

RIQUELME et al. (1975) feren reaccionar el fosfat de
piridoxal 1 1la RNAasa A, reduint a continuacid la base de
SCHIFF formada amb borhidrur de sodi. Aillaren 3 derivats, amb
unions en 1la Lys-7, 41 i 1*4&~-NH2 de 13 Lys—1, amb unes acti-—-
vitats en front del 27,3’ Cp d’un 17%, O% i 58% respectiva—-
ment.

Els estudis cristal.lografics portats a terme per
ALLEWELL et al,. (1973) de la RNAasa S dinitrofenilada en la
Lys-41 mostraren que el marcador estava rodejat per la Gln-11,
Asn-34, Asp-38 i Arg-39.

La modificacid amb fenilglioxal de 1’Arg-39 ddna 1lloc
8 un derivat inactiu (TAKAHASHI, 19468), explicant-se per una
alteracid de les propietats de la Lys—-41. PATTHY & SMITH
(1975) tractaren 1la RNAasa A amb ciclohexadiona modificant-se
2-3 arginines i perdent-se un 90% de l’activitat. L‘Arg—-39 ¢€s
la que reacciona més rapidamente i 1a seva modificacio €s la
@ue determina la major perdua d‘activitat. L’Arg-85 també
reacciona bastant rapidament mentre que 1’Arg-10 ho fa lenta-
ment i 1‘Arg-33 no reacciona. Tractant els derivats amb hidro-
xilamina (que elimina el grup marcador) déna lloc a una Tecu-
Peracid total de l’activitat en aquells derivats en 1’Arg-39 i
85 i un &0% en aquells derivats que havien estat tambd modifi-
cats en 1‘Arg-10. Estudiant el possible paper Jjugat per aquest
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residyu, VALLE et al. (1977) sintetitzaren un derivat enzimatic
en el gue es substitui 1’Arg-10 per ornitina. L‘activitat del
derivat en front de 1’/RNA fou d’un 45% . Aguecsts vesultats van
cornfirmar—-se amb els estudis portats a terme emprant ketoxal
com a reactiv (1IJIMA et al., 1977).

Pel que fa referencia a la 6Gln-11, d’acord amb, las
sequencies de diverses RNAases (WELLING et al.,1979%), €s un
residu invariant. Segons les dades «cristal.lografiques (RI-—
CHARDS & WYCKOFF, 1973; WODACK et al.,1977; PAVLOVSKY et al.;
1978), 1a Gln-11 interacciona amb el grup fosfat dels nucleo—
tids en els complexos RNAasa S/andleg de substrat, indicant
que aquest residu jugaria un cert paper en el proces enzimi-—
tic. FILIPPI et al. (198B1) substituiren la Gln—-11 per d’altres
en la seqiéncia i concluiren que, d’acord amb WELLING et al.
(197%5), aquest és 1’Unic residu que satisf3d tots els requeri-—
ments necessaris, tant pel manteniment de la conformacid mds
estable; com per a8 l’sctivitat.

Al 1975 BROWN & BRADBURY estudiaren per RMN els resi-
dus de 1a lisina de la RNAasa A sotmesos a metilacid i propo-
saren una intervaccid entre les Lys—-7 i 41 i 1/« -NKZ i 1‘€E-NH2
de la Lys—1 per explicar els seus resultats. Posteriorment
(BROWN & BRADBURY, 1976), mitijangant la guanidinacio de les li-—
sines, obtingueren un derivat modificat a totes 1les 1lisines,
menys la 41, que mostrava un 91% d’activitat en front del 27,
3'Cp i un 73% en front de 1‘RNA.

Mitjangant estudis d’acetilacic de les lisines de 1la
RNAasa A, en abséncia i preséncia d’andlegs de substrat, WaAL-
TER & WOLD (1976) indicaren que les mostres protegides amb
analeg de substrat conservaven una activitat bastant més ele—
vada que les no protegides i aquesta retencid d’activitat era
deguda a la suma de les fraccions no acetilades de les Lys—7 i
41 i una tercera que suposaren podria ésser la &b, Observant
les dades cristal.lografiques de la RNAasa S, els autors citen
4 lisines amb un accés dirvecte al centre activ, la 7, 41, 66 i
104 (la Lys—~1 no la citen, doncs ja s‘ha esmentat que en 1la
RNAasa S l’extrem N-terminal queda més allunyat del centre de
la molécula). Assenyalen tambe, d’acord amb WELLING et al.
(1973) que les lisines 7, 41 i &6 Testen invariables en moltes
de les sequUéncies estudiades.
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Un altve paper jmportant jugat per aguestes zones bha-
siques ha estat posat en evidéncia pels estudis de RLACKBURN
{1977, 1979 a 1 b, 1980, 198¢) estudiant 1’interaccioc de la
RNAasa A de pancreas bovi amb 1’inhibifiur de la RNAasa de pla-
centa humana. Els avtors indicaren el paper Jjugst per la ca-—-
rrega positiva d’una  série de licines de l’enzim en aquesta
intevaccid.

I--7.5% FOIRUCTURA. TRIDIMENSGTONAL

El primer estudi de la RNAasa mitjangant la difraccid
de raige X va €sser portat s terme per FANKUCHEN en el 1941.
Des de llavors s’han fet un gran nombre d’estudis tant de 1la
RMAasa & com de la B (KARTHA et al., 19467; WYCKOFF et al., 19467-
70; CARLISLE et al.,1974; MITSUI % WYCKOFF, 1975; VALLE & ZANO-
TT1,1977, BORKAKDTI et al.,1982; WLODAWER et al., 1982) donant
com a resultat la dilucidacid de 1’estructura tridimensional
de les dues molecules,

En la fote (Figura 9) es pot veure l‘estructura de 1a
RNAasa &S construide amb el sistema de model molecular Nichol—-
son {comercialitzat per Labquip U.K.) obtinguds a partir de
les dades cristal.lografiques de WYCKOFF et al. (1970). -En la
Figura 6 es mostvra la grdfica de la RNAasa A obtinguda emprant
les dades cristal. lografiques d‘ep CARLISLE (1974) (gentilment
cedides per aquest autor), a 2,5 A de Tesolucid.

Tambe s’ha pogut condixer l’estructura dels complexos
de l’enzim amb diferents inhibidors (ALLEWELL 1969-1973, RI-
CHARDS & WYCKOFF, 1971; WODACK et al.,1977; PAVLOVSKRY et al.,
1978; BRAYER & Mc PHERSON, 1982). Les estructures de les RNAa-—
ses‘A i S sdn molt similars en la majoria de les regions de la
molécula. La S t€ una estructura quelcom més laxa (CARLISLE,
1974) amb la zona dels residus 1& al 23 molt diferent.

-, Les dades estructunals obtingudes de 1la proteina en
solucio concorden forga be amb les aportades per la difraccio
de raigs X, indicant que no hi haurien grans diferéncies entre
la.Forma cristal.lina 1 la dissolta (el fet de que no exis—
teixen grans diferdncies entre ambdues formes va ésser com-
Praovat per YU & J0O,(1973 a i b) per espectroscopia Laser Raman),
motiu pel qual la informacid obtinguda per difraccid de raigs
X pot ésser aplicada a la proteina en solucid.
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FIGURA-S

Foto de l’estructura de la Ribonucleasa 8§ construida
amb el sistema de model molecular Nicholson {(comer-—
cialitzat per Labquip U.K.) obtinguda & partir de les
dades cristal.lografiques de WYCKOFF et al. (1970).



Gra#ica dl la Ribenucliasa;h obtinsuda' empraﬁt les
dades cri;tal.logra#iqués ﬂ'en CARLISLE (1974), a 2,5
A de resoluc1a. SR % :

Piramid,tetragannl negre jf,c*atam'dé'carboni

Piramid tetragonal blava = atom de nilrogen
Piramid tetragonal verda = atom d’oxigen

Piramid tetragonal vermeI&q‘ = anells aromatics

La liniéfvbrmellp qngix_glp_;qrbppisycig._ Rgpresentaf




FIOURN Bty SRRt

3""0‘ s

Gra#ica de la Ribonucleasa A. ﬂtp*cstntlctu en els‘-
pavng Y2, , :

Tant la representacio en els eixos Z-Y: com en els
eixos Y~Z son fotos de la arafica original, en la que
es cumplia que 1 cm = 1,58 A (apartet I1-19). En les
fotoagrafies aquestes mides Jj3 no regeixen (per pra-—

blemes d’espai).
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1~2.&6 ESTUDIS PER RESGUNANCIA MAGNTTICA NUCLEAR (RMN)

Es una altra técnica dmpliament aplicada a3 1l‘estudi de
l1a RNAasca A. Els protons -2 de les histidines han ectet ele
més ben estudiats ja que ressunen 2 molt baix camp, soparant-—
se aixi dels altres senyale, PEADOKS el al. (1948) vau  poder
assianar cada un dels guatre pics ocbcervats en els espectres 2
13 correcponent histidine aue 1’oviginave. Publicationse mic
recents van corretair la inlerpretacid donada per MEADDWS et
al. (19468) invertint les acsiunacions de Ja His-1l2 i 119, FPex
experiments de titolacid <’ha determinat el pK de cada histi-
dina que, a8 3¢ °C i 0,7 M d’acetat sodic (PATEL et al., 1575 &
i b; MARKLEY, 1975), sdn:

Hisg PR
12 6,2
48 b, 4

105 6: 7

119 5,8

Les corbes de titulacid de les His—12 i 119 presenten
tesviacione rTtespecte de 1’esperat per un equilibri simple
d’associacid entre el grup imidazel i un protd. SCHECHTER et
al. (1972) expliguen aquest fendmen postulant la interaccid de
1a His-119 amb 1’Asp—-121, i de 1a His-12 amb la Lus-41.

Els assignaments de Tessonancies dels protons de les
histidines de la RNAasa A i, donat que la 12 i 119 formen part
del centre actiu, ha permés utilitzar aquests protons per es—
tudiar 1les variacions observades en el desplagament quimic i
el pKk dels protons CZ de l’anell de lee dues histidines del
centre actiu de l1’enzim quan aquest interacciona amb diferents
lligands.

I1-2.7 PRDVES_“DE L’EXISTENCIA _ D’/UN_ SETI FIXADQR

Les primeres dades foren aportades per estudis espec—
trofotométrics a 1'ultravialat i de dispersid rotatoria optica
de les interaccions enzim-nucledtid (DEAVIN et al.,19646 a i
b). Aquests autors detectaren variacions en 1l’espectre del nu-—
cleotid quan interaccionava amb l’enzim. Aguesta variacio no
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s ‘ohservava ni emb 2l nucledsid ni eamb les bases. Aixd ve fer
pensar que la part de 1a molécula que s la principal respon-—-
sable de la intereccid €t el orup fosfat. Es va demosirar que
la diferdncia d’espectre €£s funcid del tipus de lligand i,
B =} S 77y P 4 -h oz e A - B
probablement, es deuv a la periovbacic del cromofer del nucleo

tid per lenzim.

Els treballe de RUSHIZKY (1841) 1 DUBE el al. (1949, a
i b) indicaren que 1’enzim ataca preferentment ceris enllagos.
Oliconucleotide amb una o mds purines i una pivimidina ter—
minal sdn alliberats mee ripidament que els morionucledtids
pirimidinice de 1’RNA de llevat o del viruve del mosait del
tabac, indicant que la purina Jjuga un paper important. La im—
porténcia d’aquest paper va dscer posat tambe en evidéncia
pels  treballs de WITZEL % BARNARD (1962, a i b). En agquests
trehalls els avtors mostraren que la velocitat de la reaccid
catalitzada per 13 RNAasa A, en emprar dinucledsids monofosfat
com 8 substrat, es funcid del nucledsid en 5’ de 1l’enllag fos—
fodidster, essent mes elevada quan la base ds una purina.

La difraccid de raigs ¥, una de les tecniques mes po-—
deroses per a l1‘andlisi de proteines, tambe demostra que a 1la
RNAzsa A existeix un seti especi{fic per als 5’-nuclebtids pu—
rf{nics. RICHARDS & WYCKOFF (1971) sstudiaren per raigs X la

_RNAasa S; nogensmenys, quasi b€ totes les deduccions s0n apli-—

cables a 1la RNAasa A, Jja gque CARLIGSLE et al.(1974) demostraren
que ambdues molécules tenen les coordenades cristal. loora-~
fiques molt semblants, especialment la part del seti actiu.

El diagrama de la Figura 7 €= un esquema del centre
activ (RICHARDS & WYCKOFF,1971) deduit de les dades de raigs X
de complexos enzim-andlegs de substrat. Bi, Ri, P1, R2 i B2
indiquen 1les posicions relatives de les bases, riboses i el
fosfat del nucledtid fosfonat Upch, un anileg del UpA, amb un
grup ~CHZ~ en lloc de 1’0 (5‘) de la adenosina.

L’uracil ocupa Bl i l’adenina BZ. Aix{ Bl, R! i Pl sdn
els setis ocupats predominantment pels nuclebtids pivimidi—-
nics, perd que pot €sser parcialment ocupat per nucledtids pu-
rinics (ARUS et al., 1981).

El 5’~AMP ocupa BZ, R2, Pi. E1 nucledtid pirimidinic
en 5’ del dinucledsids monofosfat pirimidinics, com el CpU,
podria ocupar la posicid B2’, i no la BZ que sembla especifica
per als nucledtids purinics.



R, His 119

FIGURA-7

Esquema de les posicions relatives aque ocupen dife-
rents grups de 1a Ribonucleasa A a l’interaccionar
amb e1 substrat (pres de RICHARDS & WYCKOFF, 1971).
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S’indiquen 4 posicions, 1, 11, 117 1 TV, que pot adop-
tar la His—119 segons el tipus de 1lligands que <s’uneixin a
l’enzim.

HARFNER £ WANG (1973) estudiaven per RMN 1 cinelics
enzimdtica la interaccid del 5’ AMP amb la RNAasa. La resso-
nancia magnética nuclesr no mootye cap variacid de la  zona
dels aminodcids aromatics, la gqual cosa indicava que no hi ha-—
via interaccid del nuclebticd amb cap feuilalanina i per  tant
no interaccionava en el seti primari. Els nucledtids de la ci-
tidina i gue pertorben la Tecid avomdtica de l/espectre, per—
torbacid que s’interpreta com una interaccid de la base amb la
fenilalanina. HAAR et al. (1974) tamb€é observaren 1l’absencia
d‘aquesta variacia de la zona aromdtica emprant adenosina 2'-
fostfat, adenosinae I’'—fosfat 1 adencsina D'—fosfat. Aquests
fets suggereixen que la base purinica no s’‘uneix en el mateix
1loc que la base pivrimidinica. El perfil de la variacid de 1la
constant d‘associacid, en funcid del pH, entre la RNAasa i els
nucledtids pirimidinics, i la RNAasa i 1’ion ortofosfat (AN-
DERSON et al., 1968) és molt similar al publicat per HAFFNER %
WANG, indicant que la interaccid enzim-nucledtid ve determi-
nada essencialment per 1a unid del grup fosfat a l’enzim i
que; entara que el seti d’unicd de la base sigui diferent, el
d’unid del fosfat és molt semblant pels dos tipus de nucleo—
tid, purinics i pirimidinics.

En llurs estudis, HAFFNER & WANG (1973) trobaren una
cintdtica mixta en la hidrblisi del 27,3’ Cp quan hi havia 5’-
AMP present. Aixd es traduia en una inhibicid quan la concen—
tracid del substrat era baixa i en una activacio quan es tre-
ballava a saturacio de 2,3’ Cp. Els autors, en funcid de la
informacio proporcionada per RMN i per raigs X, interpretaren
la inhibicid com una competencia entre el 27,3’ Cp i el 5/-AMP
per al seti de fixacid de fosfat i l’activacid pel desplaga-—
ment del grup Ffosfat del 9‘—-AMP pel foofat del 2/,3° Cp. La
base purinica de 1’AMP es fixaria en el seti fixador de puri-
nes, establint amb el substrat un complex ternari que afavori-
ria la formacid a l’enzim d’una geometria altament activa.
Aquests hipbtesi també podria explitar l’increment d’activitat
enzimdtica de la RNAasa A en la hidrolisi del 2/,3’ Cp que ¢€s
produeix quan en el medi hi,ha adenina o adenosina (FOLLMAN et

al., 1947; CUCHILLG, 1974; ARUS,1981).
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lLes figures de difraccid de raige X no arriben & pre-
cisar quine son els grups de l’enzim responcables de la co-—
l1.1locacid favorable de la base purinica. Un intent de localit-
zacid d‘aquest seti fixador de purines va €sser realitzat fent
servirT la tbcnica de “"Mavrcat per Afinitat®.

1-2.8 MARCATGE PFR_AFINITAT

Juntement amb l’incvement de l’aplicacio de les modi-
ficacions quimiques, hi han hagut tambe canvis en el planteja-
ment experimental. En els primers estudis, la intencid eva
blogquejar o bf alterar tots els grups funcionals d’un tipus
particular i observar l’efecte en l’activitat enzim2tica 1 les
propietats fisiques. En els estudis mds recents, 1’objectiu ha
estat modificar el minim nombre de grups, amb 1’esperanga de
fer—~ho nomfés en un, i determinar alteracions de l’especifici-—
tat del substrat, etc. Tambe ha estat ampliament reconeguda la
possibilitat d/utilitzar modificacions quimiques selectives i
limitaedes;, com un medi de determinar l’estruvcturs tevciarvia,
tracant 1a topologia i detectant el canvi conformacional. Tam-—
be ha estat adquirida una considerable informacid fent modifi-
cacions limitades en preséncia o abséncia de diversos subs—
trats o inhibidors (COHEN, 1968).

Per tal d’assolir aquestes fites, s’ha wuvtilitzat re-
centment 1la caracteristica d‘unid especifica de l’enzim per a
dissenuar un reactiu de modificacio quimica tan sols del cen-
tre actiu. Tal és el cas si el reactiu poseeix caracteristi-
ques similars al substrat, adeqiades per a afavorir la forma-
cio d‘un complex amb l‘enzim sota estudi, i amb una reactivi-
tat quimics que puguil assolir una modificacio covalent en el
centre actiu durant l‘existencia del complex (SHAW, 1970).

La vtilitat d‘’aquestes aproximacio pels estudis enzimd-—
tics va ésser demostrada en el cas de la quimotripsina amb el
desenvolupament del TPCK (p—toluenosulfonilfenilalanilclorome-—
tilcetona) (SCTHOELLMAN & SHAW, 19263) mitjengant el qual van po-—
der alquilar molt especificament una histidina del centre ac-
tiuvu de 1‘¢of —quimotripsina.

E + R - E . R — E - R
<.._
Reactiu Complex Enzim modificat
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La potencialitat d’aquest métode general per a 1l’estu-
di enzimatic va dsser apreciada no tan sols en el cas esmen-
tat, ans tambe per en BAKER (1961-1%47), i també per ew WOFSY
{1962). Foaren aquests investigadars els que crearen el terme
"Rezclius Dirigitse contra el Centre Activ o Marcadors per Afi~
Qitat" o d’afinitat, termes que, segons SHAW (1970), poden
esser emprats indistintament.

Seaons SHAW (1970) el reactiuv quimic pot modificar un
residu component del centre actiu donant lloc a la inactivacid
de Y‘enzim. Perd existeix taembe 1la probahilitat, aran, de que
restant ocupat el centre actiu, la modificacid gquimica sigui
PETIFETlCe i sense un apavent 51gn1F1cat funcional. Per aixo
1’Us dels marcadors d’afinitat €s probablement el meétode mes
efectiu per identificar grups funcionals que poden estar invo-
lucrats directament en 1’activitat catalitica, o de grups que
no Juauen un paper catalitic important (tal com els responsa-—
bles de la interaccid amb el sustrat).

-4
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Sepons SINGER (1967), un veactiu de marcatae perT 3  un
particular centre actiu €s tal que:

1. Per vittut de 18 complementaritat estérvica eamb el
centre actiu, primer es combina especificament i
veversiblemenut amb el seti (complex €, Figura B).

2. Per virtut d’un petit grup reactiu X de la molécula
marcadora, el mee petit possible, aquest pot Teac-
cionar amb un o m€s tipus de rTesidus aminoac{dics
(Y en el seti), formant unions covelents irrever-—
sibles. Tenint la possibilitat d’utilitzar un grup
¥ d'altas reactivitat s’ha de tenir en compte gque
aquest pot reaccionar també molt rapidament amb al-
tves grups similars “u" de la molecula proteica.
Per tal d‘avgmentar 1la probabilitat de formar un
prroducte marcat en el centre actiu, el grup X ha de
reaccionar; preferentment en proporcions conside-—
rables, sota unes condiciomne donades, amb el mfs
gran nombre de tipus possibles de residus.

La formacid del complex reversible inicial (C, Figura
8) incrementa la concentracid local del reactiu marcador en el
centre actiu, comparada amb la concentracid lliure en la solu-
cid, de tal manera que 1la reaccio amb el grup Y €s marcadament
afavorida respecte de la reaccid amb algun grup similar fora
del centre actiu.

La demostraci& de que el reactivu rTeactciona com un ana—
leg de substrat depen d’un cert nombre de criteris (GLAZER,
1975):

1. La dependéncia della velocitat de reaccid respecte
de la concentr%cio de reactiu ha d’indicar la satu-

. . .

rocid d’un o mes setis de fixacio.

n
&)
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2. La incoveoracio del rveactiu ha de mantenis una r1te-
lacid estequicmdétrica amb el nombre de setis de £i-
sacig del lligand normal.

i3 precéncia del lligand normal (substrat o inhibi-
dov) ha de disminuir la proporcid de Tteaccio amb
17analeg auimicament reachtiu.

,
H
-

Hi ha molte exemples en els que 1‘Us de marcadors d’‘a-
finitat no asseguren una modificacid en un dnic llac, Ja que
degut a 1’alta veactivitaet de molts residus del centre actiu,
es possible obtenir un cert nombre de derivats enzimatics
diferents.

Enn €l mavrcatue d’afinitat; de vegades s’ha posat en
dubte que el rescbtiu pugul formar rTealment un complex inicial
reversible amb el centre actiu. D’dsser cert aquest dubte, la
subseqlUent rteaccid del marcador amb un residu de la proteina
no estaria necessariament localitzada en el centre actiu. Ai-
x1{, la concentracid del reactiu podria incrementar—-se, no tan
so0ls en el ceritre activu, ans tamb€ a prop d’ell.

Perd, si s’‘observa un gran increment de reaccid en el
centre actiu , existeixen bones raons tedriques per a suposar
que el reactiu d’afinitat reacciona en una posicid relativa-
ment restringida, en el centre actiu (amb el grup Y). En cas
contrari, el grau de la reaccid de marcat es veuria reduit en
gTan maners. .

Finalment, per al marcatge dels centres actius, s’han
- S Y
de tenir en compte una serie de factors:

1. La possibilitat i senzillesa de 1la sintesi del
reactiuv de marcat per afinitat.
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2.

— Fer a dissenyar un reactiuv de mavecatge per afini-
tat ds de gran valor tenir alguna informacid res-—
pecte dels tipus de Tesidus aminoacidics que
poden estar presents en el centre activu en estu—
di.

- ta sintesi d‘aquect reactiv representa, moli so-
vint, una tasca ardua, perd queda justificada do-
nat 1’intereés de 1‘estudi dels centres actius, A
més a més, les modificacions resultants d’un mar-
cat per afinitat sdn molt mée £3cils dlinterpre-
tar que les Tesultants de la vtilitzacid d‘altres
reattive (per exemple els de grup), Ja que l’ami-
nodcid modificat ha d‘estar en el centre actiu, o
& prop, o b€ en el seti d’unid del lligand. Fins
i tot, si el reactiv de marcat per asfinitat
resulta ineficient, pot ésser 13 base per & dis—
senyar altres reactiuvus.

La necessitat de detectar la formacid del producte
marcat (per exemple, mitjancant dades espectrosco—
piques o per radioasctivitaet). Poden servir com a
monitors grups amb propietats espectrals i que es
vegin afectats per 1l’envoltall. Reactius que s‘u-—
neixen covalentment a la proteina i1 que posseixen
un crombfer que t€ unes propietats espectrals sen—
sibles a 1l’entorn han estat denominats Grups de
Referencia (BURR & KOSHLAND, 19&64; KROSHLAND et al.,
19464)., L'’espectre dels reactius enllagats canvia
sota variacions del pH o de la polaritat de 1’en-
torn i €s per aixd que poden ésser utilitzats com a
monitors (espectre directe i diferencia d’espectre)

L‘estabilitat de l’enllag covalent format pel reac-—
tiu. Evidentment, els experiments han de fer-se en
condicions tals que el derivat de la proteina sigui

estable.
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4. Certs enzims amb activitat sobre diferents subs-—
trats, a l’dsser modificats, poden presentar dife-
Tents variacions d’activitet segons sigui el subs—
trat. Es mfs, la pérdua d’activitat en front d‘un
d’ells podria, adhuc, anar acompanyada d’un  incre-
ment d’activitat en front d’un altire (MEANS & FEE-~
NEY, 1971).

Es coneixen nombhrosos exemples d/’alte-
racions en l‘activitat vers substrats macromolecu-~
lars perd no vers substrats simples; vers un  tipus
de macromol&cula perd no vers una altra, i vers un
tipus de substrat simple 1 no vers un altve (COOK,
1963; WELLNER, 19463; YAMASAKT, 1968; COHEN, 1970;
BROWN & BRADBURY, 19276). Les alteracions en 1l’ascti-
vitat poden resultar d’un canvi en 1la Km o Vmax, o
ambdues. Per permetre una diferenciacio dels dos
fendmens s’han de fer els mesuraments apropiats
(KOTAKT, 1968; COHEN, 1970).

També cal fer esment que una explicacid frequent-—
ment emprada quan s’observa una perdua d’activitat
deguda a 1a modificacid de grups que no formin part
del centre actiu estan basades en el bloqueig este-
ric degut al reactiu afegit, i tambe€ a canvis ,con-—
formacionals.
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I-2.8.a APLICACIO DE LA TECNICA DE MARCATGE PER AFI-
NITAT A LA RNAasa A

Els treballs de WITZEL & BARNARD (19462 a i b) (apartat
I-2.7) van ésser interpretats pel grup de MATHIAS & RABIN
(DEAVIN et al., 1966 & i b) com & suport de la hipotesi de
l1’existéncia d’un seti d’interaccio amb preferdéncia per a les
purines., D’altres estudis,. emprant diferents tecnigques tal com
la diferencia d’espectre (DEAVIN et el.,1968), 1‘RMN (HAFFNER
2 WANG, 1973; HAAR et 8l1.,1974) i la cristal. lografia de raigs
X (RICHARDS & WYCKOFF, 1971; WODAK et al., 1977, MITSUI et al.,
197¢), han intentat dilucidar la naturalesa d’aquest seti de
fixacid de purina, que avui dia estd ampliament acceptat.

Per tal de precisar quins son els grups responsables
de la col.locacid favorable de 1a base purinica, el grup de
MATHIAS & RABIN (RABIN et al.,1970;, CUCHILLO,1974) realitzaren
un intent de localitzacio del seti fixador de purines fent
servit la teécnica de marcat per afinitat de la RNAssa A. L‘ob-~
jectiu principal de la reaccid entre l1a RNAasa A i el marcador
(una base purinica halogenada) era l’chtenir un derivat marcat
en el seti fixador de purines. El1 marcador escollit va esser
la 6&~Cloropuring, un ana&leg de 1l’adenina amb unm clor & la
posicid & en lloc d’un grup NH2. Obtingueren una série de
derivats. FEls estudis cinetics d’‘alguns d’aquests derivats
permeteren pensar que la reaccid havia bloquejat el seti fixa-—-
dor de purines o b€ una zona proxima, pero com que el nombre
de derivats que s’obtenia era elevat i el rendiment era baizx,
no van poder localitzar aquest seti.

£1s treballs esmentats han estat continuats en el nos-—
tre laboratori fent servir marcadors molt més especifics: 1la
6-Cloropurina ribosa ({(que posseeix, a més de 1a base, el su-—
cre) i1 la 6-Cloropurina Tibosa DS’—monofosfat (Cl6-RMP) (que
t€, a més de la base, . el sucre i el fosfat). Aquestas especifi—~
citat avgments d’ascord amb els estudis d’UKITA et al. (1961) i
PINCUS et al. (1975), en els quals es demostra que la forga de
la interaccio enzim—lligand augmenta per conversid de la base
en el seu nucledsid, i augmenta encara més en la subsequent
conversid en el nucledtid. Aquesta major especificitat del
marcador emprat en 1la direccid base < nucledsid < nucleotid
queda reflectida en el fet de la reduccid del nombre de deri-
vats obtinguts & 1’auvgmentar la complexitat del marcador i
anar—se fent més semblant al substrat natural de l’enzim (Fi-
gura 92, a, b 1 ¢).
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FIGURA-9

a) Separacio dels derivate de la reaccio Ribonucleasa A - 6
Cloropurina. FPerfil de 1’eluit i del gradient sali de la
cromatografia en CM-cel.lulosa (RABIN et al., 1970; CUCHI ~
LLa, 1974). ~

b) Separvacid dels derivats de la reaccio Ribonucleasa A - &
Cloropurina rtibosa. Perfil de 1‘eluit i del gradient sali
de la cromatografia en CM-cel.lulosa (PARES, 1977).

c) Separacio dels derivats de la reaccio Ribonucleasa A - Clb-
RMF, Per{il de J’eluit i del aradient sall de la cromato—

SRl e M, at Talhaes RARKEGS, 1977).
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i Aixi, la prestncis de la rviboss increments apreciable-
ment la direccionalitat de la reaccid, perd €s el grup fosfat
el ogue rvestringeix la resccid majoritadriament a un punt de la
molédcula. En la TAULA 1 s’indiquen les caracteristiques espec—
trefotemetvigques dele productes de les cromatogrsefies h-i ¢ de
la Figaura 9.

TauLas  1.-

CARACTERTSTIOUE S ESPECTRDFOTDNETRIGUES DE LES FRACCIONS DU LA
CROMATOGRAFIA EN CM-CEL.LULUSA DE LA REACCIO RMAasa A-&6 CLOR—
PURINA RIBOSA A pH 7,4

A {nm) .
FRACCIO  MAX MIN A 2B0/A 260 A 270/A 260, A 250/A 260
1 269 244 0,95 1,18 0, &4
11 067 246, 5 0,92 1,17 0,52
II1 273,5 247,5 1,06 1,28 Q,57
IV 270 247 0,94 1,18 0,63
v 277,5 252 1,93 1,61 0,72

— e o s Mot b S att 9 i = e At 4435 hsos o s e Sy Tt ke b A et S it e Wby B St Bt St Bord By A it e e B (Lead ot S A o B i e et Pt QiArd B Pobl B0 et B ik e e v

En: Tris/HC1 0,005 M, pH 8,0, I variable de 0 a 0,15 M en NaCl
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CARACTERISTIQUES ESPECTROFOTOMETRIQUES DE LES FRACCIONS DE LA
CROMATOGRAFIA EN CM-CEL.LULOSA DE LA REACCIO RNAasa A ~ Clé—
RMP A pH 7,4
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A (vm)
FRACCIO MAYX MIN A 2B0/A 260 A 270/A 260 A 250/4 260
1 267 245 0,45 1,064 0, &4
11 270 247 0,96 1,24 0,61
111 277,95 2382 2,07 1,73 0,75
L 268,55 246 1,04 1,14 0, b6
M 273 250 0,98 1,15 0,48
N 275,55 249 1,30 1,23 0,80
I 274 250 1,10 1,23 0,42
J 270 248 0,90 1,18 0, 61

o P " — s P 4% Sk o T W or F SO Ao AL o ST o Aot M At S0 MY b S04 Mg F44se AV ey GRS Gobed DO St Aahis P S s AR RS e PO Qe A Saowe P Soom ah Smtad o Hos SO Bty ST Al S P S i et

En: Tris/HC1 0,005 M, pH B,0, I variable de O a 0,15 M en NaCl
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Tal com s’aprecia en la Figura 9, la reaccid amb 6-
Cloropurina ddna lloc a & derivats separables (a). La reaccid
amb &-CloropurTina Tibosa a 4 (b). I la reaccio amb el nucleb-
tid (Cl6~RMP) dona lloc a diversos derivats minoritaris, i un
de majoriteri anomenat Devrivat 11 (c) que a 1‘Fsser recroma-
tografiat per a purificar-lo indica que esta impurificat amb
¢ ‘altres derivats. El darver pic de totes lees cromatoarafies
55 RMNAasa A que no ha reaccionat.

Uno altra caracteristica diferenciable entre las 3
reaccions €s la més gran reactivitat del Cl&6-RMP en comparacid
smb la base i el nuclebcid, cosa que es comprova determinant
la quantitat d’enzim natiu que roman sense reasccionar {un SO%
rer a les dues primeres —a 1 b a la Figura 9, i un 284 pel
tercer cas -t a la Figura 9).

Davant d’aqueste resultats, PARéS (1977) va hipotetit-
rar que enlreacciunar amb l’enzim, el plé—RMP es col.locg en
una posicio favorable per a la veaccio amb una part especifice
de la molécula d’enzim (el seti de reconeixement - o fixador -
dels nucleotide purinics) éssent el Derivat 11 el producte
d’aquest marcat per afinitat. Per a comprovar la hipotesi es
va procedir a caracteritzar el Derivat 11, demostrant—se que
el marcador s’ha unit en 1’ -NH2 de la Lus-1.

Cal assenyalar en aquest punt que es feren tots els
controls necessaris tant pel que respecte als productes per si
mateixos, com barrejats, per tal d’assoclir les millors condi-
cions de veaccid entre el Cl4~RMP i la RNAasa A.

Aix{, per exemple:

- En la interaccid RNAasa A-marcador (AROS,1977; PARES
et 31.,1978), es va determinar que el derivat puri-—
nic halogenat (C16~RMP) interacciona amb la RNAasa A
amb una forg¢a similar 3 la dels nucledtids naturals
AMF i GMP i en un lloc en el que 1l‘entorn fisicoqui-
mic €s similar.

- Es va comprovar la naturalesa covalent de 1’enllag
enzim-marcador.

. . . . , L,
. -~ Es determina l’estequiometria de la intersccio i 1la
. . I
constant d’associacio.
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- Es determinae l’estabilitat tant de 1l’emzim com del
. . . &
marcador en les condicions de reaccio.

- . . .t
- Es& va comprover que no es produia  inactivacio de
. .
1’enzim durant 1la reaccioa.

-~ E5 wvan estudiar elc efectes de lee condicions expe-~
rimentals (pH i temperatura) sobre les caracteristi-—
ques de la reaccid (PARES, 1977).

Per a que 1la reaccio sigui especifica, s‘’ha de rTea-
Jitzar en condicions en que no es vegi reduida 1l’afinitat del
nucleotid per 1l’enzim. Una vegada el marcador s‘ha col.locat
en el seti fixador de purines, pot tenir lloc la unid covalent
entre el marcador i1 l'enzim, 1 aixi assolir-se el marcat per
afinitat. La constant d’‘asscciacio de la RNAssa A amb la major
part dels nuclebtids, a 25°C de temperatura presenta un maxim
@ PH 5,5 (ANDERSCON et al.,15968). La constant d’associacio pro-
bablement disminueix a 1’augmentar l1a temperatura (HAFFNER %
WANG, 1973; CUCHILLDO,1974). A pH 6,0 i 23°C de temperatura la
reaccid entre el Cl&-RMP i la ribonucleasa €s lenta en compa-
racic amb la que t€ lloc a pH i temperatura més elevats. La
reaccio entre la &6-Cloropurina i l’enzim presenta caracteris—
tiques similars (CUCHILLO, 1974).

Agquests fets indicaren que les condicions Bptimgs
d’interaccid entre el nucleotid i 1’enzim no sdn las mes ido-—
nies per a que tingui lloc 1a reaccid, probablement degut a
les caracteristiques del grup nuclebofil de la ribonucleasa que
reatciona amb el CL&6-RMP. Per tal d’accelervar la reaccid les
condicions finalment emprades van ésser pH 7,3 i 40°C de tem—
peratura, durant 4B hores. A pH 7,3 encara es detecta una con-—
siderable interaccio entre la ribonucleasa i els nucleotids
({essent de 5 a 10 vegades inferior al valor de la constant
d’associacidg) (ANDERSON et al., 1968). A valors de pH superiors
a 7,5, la constant d’associacid disminueix vrapidament per per-—
dua del protd de les histidines responsables de la fixacid del
arup fosfat (HAAR et al.,1974), perdo HAFFNER i WANG (1973) van
detectar encara interaccid entre 1’AMP i la ribonucleasa a pH
B, %9, emprant concentracions de nucleotid de 1l’ordre de 15 ve-—
gades superior a la d’enzim.



£ INTROPUCCTO 3

Com Jja s’ha dit, l’avanent de la tempevaturae probable-—
ment disminueix la forga d’interaccid enzim-marcador, perd
MEADOWS et al. (1949) detectaren una considerable interaccid
adhuc a 32°C i pH 7,0. Encara que a 340°C la constant d’asso-
ciscid disminueixi, es moli probable que la interaccid ribo-
nucleasa-nucleotid halogenat persisteixi, interaccio afavorida
rer 1l’elevada concentracid relativa del nucledtid. Aixi doncs,
les condicions de reaccid emprades (pH 7,3 , 40°C), tot i no
impeditr la unid covalent del nucledtid en un altre lloc de 1la
molecula d‘enzim, fan factible el marcat de la RNAasa A en el
centre especific de fixacio dels nucledtids purinics.

I-2.8.b REACCIO RNAasa A-CLSO-RMP a pH 5,5

Com & control de que realment les condicions de Teac-
cio escollides (pH 7,4) eren les mds adequades, es va procedir
a fer reactcionar la RNAasa A amb el CL6-RMP & pH 5,5, restant
iguals 1les altres condicions. E1 perfil de 1’eluit de la cro-
matografia en CM-Celul.losa (Figura 10) va indicar que la in-
tensitat relativa dels pics havia canviat, disminuint molt les
fraccions corresponents als derivats monosubstituits 1 auvugmen-
tant fins al B80% la quantitat d’‘enzim natiuv que quedava sense
reatcionar. Pel que fa al rendiment de la reaccid era m€s pe-
tit, encara que potser era més especifica.
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Separacié dels derivats de 1a veaccio Ribonucleasa
A - Cl&-RMP a pH 5,5. Perfil de 1‘eluit i del gra—
dient salf de 1la cromatografia en CM-cel.lulosa

(PARES, 1977).
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I-3 OBJECTIUS DE LA TESI

E)l present treball €s perllongaci& dels estudis duts &
terme pel grup del Dr. CUCHILLO en el Departament de Bioquimi-—-
ta de la Facultat de Ciencies de la Universitat Autonoms de
Barcelona per tractar de caracteritzar el sub-—seti fixador de
purines de la RNAasa A.

Al final de la introduccid s’explitava que aquests es-
tudis es basaven en o1 marcat per afinitat de la FRMAasa A i
que, havent—se emnprat un marcador cada cop mes especific,
s‘obtenia un derivat majoritari monosubstitult, anomenat Deri-
vag 11 i una serie de derivats minovitgvis, donat que la Teac-
cio entre la RNAasa A i el Cl&6-RMP no es absolutament ecpeci-
fica. Aguest Derivat Il va poder €sser caracteritzat, veient-
se que el marcat havia tingut lloc en 1’ -NH2 de la Lys—1.

L’objectiv primordial d’aquest treball ha estat el
d’estudiar més a fons el marcat per afinitat de l‘enzim em-
prant &~Cloropurinag rTibosa i Cl6-RMP per tractar d’assolir un
millor coneixement del seti de fixacid de purines de la RNAasa
B

s

A1 final del seu treball PARES (1977) es plantedjava
una serie de preguntes respecte del resultat del marcat de 13
RNAasa A pel CL&-RMP. El derivat monosubstituit majoritari ob-
tingut, o Derivat II, €s un derivat en 1’co{-NH2 de 1la lisina
N-—-terminal, fet que rTesulta inesperat i que no estaria d’acord
amb les dades obtingudes per cristal.lografia de raigs X amb
complexos entre 1la RNAasa S i inhibidors, tals com el Up{(CH2)A
(RICHARDS & WYCKOFF,1971) i el C2’'~-5’A (WODAK et al., 1977).

Segone les dades de cristal.lografia de raigs X, la zona
de 1a molécula de RNAasa corresponent a la Lys—1 estd poc de-—
finida. La part N-terminal es troba en el extrem de l‘’escletxs
que forma el centre actiu (posicid externa i relativament ex-
posada al dissolvent). Aguesta lisina terminal esté qQuelcom
"allunyada" del sgti fixador de fosfal de l'’enzim (His— 12,
His-119): a 13,4 A 1€ -NH2, a 18,5 A 1/X -NH2 i a 17,35 A el
el C-K. La distancia entre 1’ dtom de fosfor j el C(&6) de 1la
base purinica en el Cl6-RMP és d’uns 10,95 A. Aix{ doncs les
dades cristal. lograF1ques no s’‘oposen a la hipotesi de que una
vegada fixat el nucleotid en el seti fixador de purines, tin-
gui 1lloc la reacciag entre la Lys—-1 i la base clorada. Cal te—
nir tambe en compte que la molécula de Cl6-RMP pot adoptar, en
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lucao, ectructures ewvpaciale diferenmtie ¢ e de e

1etalina 1 llavors 1a distancia entre sl grup fusfar 1 el
&V pol esser anferior o 10,9 & escent factible gue el (lé-
RMP reacclones awb grups mes proxams Al seti fixadour de foefal

oy NI B e L
o~ =3

de 1/enzam (Lus-7, lLye—41),

DNacourvd amb el cue ’ha ecementatl; hom rol planleganr- s
la pregunta e 1a Lus-1 una funcio i1mportant en 1a fixachio
vele cubestrete amb un nuclenlid purange en la peosicio D77 PA-

RE3 (1977) 1ndica aue 1z Lys~1 podria furmar part o €< irebs -
Yia proxime @l set3z fixadoy de purines,; encara que no osem! la-
THa JUaar uy pyer wmportant, 1 ocunclueix gue Moo cilucider
QUi F la Tegio de l'enzim Tesponsable de le {1vecic dele
5‘-nucleotids purinics son i1ndispensables ewtudis nous 1 mes
PTEecIsos,

Evn pramer lloc es va decidir de portar & terme una
serie de controls addicionals als esmentats a 1la introduccio,
ret tal de comprover l’especificitel de 1a reaccio RNApse  A-
ClH—-RMP. Airxi, dfacord amb el criteri (GLAZER, 1973) de qus la
PrrTesenclas d’un lligand normal ha de disminuly la propoicio  de
reaccio amb l’analeg quaimicament reactiv, estudier la reaccio
de maxicatge en presencila d‘AMP. Esludiay, tambe, J’efecte del
marcador sobre lfactivitat de la RNAasa A en solucio.

Apart dels controles eamentats, £S5 va CTeurTe conve-
nient, per caracteritzar el seti1 fixador de purines

2) D’acord amb els treballs de GOLDFARBE & MARTIN (1874
a1 b)), estudiar l‘efecte del PH en la rgaccio de
marcatge, efectuent—la & pH’s mes basice;, rer veure
1 aguesta elevacio afavoria la formacio d’un altre
derivaet per marcat en el sety fixador de purines
que no fos el Deraivat I1I1.

b) Procedir & la carsacteritiecio d’alires deraivats
{tant per rteaccio de 1’enzim amb el ClS-RMP com 2mb
la &~Cloropuraina rvibosa) 1 veure 51, a mes del set:
fixador de purines; s‘han marcat altres setis 1, en
acuest cas, estudiar—los i caracteritzar-los.

¢) Per tal de poder relacionar 1 intentar explicer les
dades, portar a terme Jl’elaborecio d’uma grafica
tridimensional de 1la RNAasa A amb ordenador, em—
pTant les dades per cristal. lografia de Ta1ge X
{CARLISIE, 1974).

)
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L MATERIALS 1 METODES 1

II1-1 PREPARACId DE RIBONUCLEASA A: PURIFICACId
DE L’ENZIM

L’enzim empraet provenia de 3 cases comercials:
CALBIOCHEM (Los Angeles; USA), CAMBRIAN CHEMICALS (Croydon,
Surrey, U.K.) i BIOZYME (South Weles, U.K.).

La RNAasa A és la fraccid majoritaria que s’obte  em-
prant Ja rvesina de bescanvi idnic IRC-5%0 (HIRS et al., 1953)
i que correspon a la fraccid anomenada D si s‘utilitza com a
Tesina la carboximetil-celul,losa (CM-celul.losa) (TABORSKY,
1959). Aquest Ultim ha sigut el métode emprat. Com a uUnica va-—
riacio” cal assenyalar la substitucio de la resina CM-celul.lo-
sa (CM~-52 WHATMAN,; Springfield Mill, U.K.) per la CMSepharose
CL~-6B  (PHARMACIA FINE CHEMICALS, Uppsala, Suecia), que permet
fluxos més elevats (sota la influencia dels quals no es com—
pacta) i no €s necessari desmontar la columna després de cada
utilitzacio” (com era &1 cas de la CM-52 WHATMAN) podent-se re-—
generayr dintre mateix de la columna.

Tambe€ cal assenyalar la notdria repetitivitat que es
va poder obtenit en totes les separacions fetes emprant la se-
gona resina. Aix{ mateix, s’observa tambed una significativa
major ressolucid.

Un altre avantatge d’aquest tipus de resina es que la
matriu, la Sepharose, é&s 1nert en front de l’atac microbia,
essent 1’Unica precaucid necessaria per evitar-la 1‘eliminar
la proteina o amortidor que haguds pogut restar en el seu in-—
terior, passant—-hi un amortidor d’elevada forga idnica i des-—
prés aigua destil.lada. Aixi es logra conservar la columna
llarg temps sense problemes.

En una purificacid tipica, 1 g de RNAasa A comercial
es dissol en 40 ml de l’amortidor Tris/HC1 0,015 M, pH 8,0.
S’ajusta el pH a 8,0 amb NaQOH (0,5 M). Aquest ajust és impor-—
tant, doncs la RNAasa A, en tan gran concentracid, sobrepassa
la capacitat amortidora del Tris/ HC1 0,015 M emprat.

Aquests 40 ml a pH 8,0 s’apliquen a wuna columna de
2,6%x950 cm (LKRBR 2137, Suecia) empaquetada amb CM-Sepharose
CL-6B equilibrada amb Tris/HC1 0,015 M, pH 8,0, amb un flux de
30 ml/h (mantingut amb una bomba peristdltica LKB Varioperpex
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12,000, Suecia). Una vegada entrede la moctra, es rventa amb
1‘amortidor d’equilibracic de la columna fins que 1a conducti--
vitat i el pH de 1’eluit siguin izuals ale d’entrada. La mos—
tra s'elueix llavors amb 1200 mil del gradiesnt linial de 0 a
Q15 M NeCl dissolt en 1/amoviidey emprat. Ee T1ecullen fra-—-
ccions de S5 ml gracies 2 un colector de fraccions Ulirorac
(LKMEY i1 ee controla el 1fquid eluid amb un detector d’absorcid
a &30 nm {Uvicord 11, LKB) conectat a un recislrador arafic.

Les difevents fraccions chiingudes es junten i es des—
<alen per dialisi en front d’aigus destil.lada (fins una con-
ductivitat de 90 M S ¢ inferiov). Es congelen i liofilitzen i
es guarden en dessecador a -20° C fins al moment de la seva
vtilitracidé., Les concentrecione de RNAssz en cada fraccid es
determinen espectrofotometricament emprant el coeficient d’ex—
tincid molar (€ ) de la RNAasa A.

La resimnma de la columna es Teoenera fent-hi passar
Tris/HC1 0,9 ™M, pH 8,0 @ un flux de 80 ml/h (gque provoca la
sortida d’‘un pic amb caracteristiques espectrofotomitriques
de RNAasa) 1 tot seguit es reequilibrs amb l1‘/amortidor inicial
si €& vol tornav a fer servir immediatement;, o amb aigua des—
til.lada per a conservar—la.

11-2 SINTESI DE 2/,3’Ce

Donst que el 27,3’ Cp comercial presenta normalment
contaminacid amb 2-CMP i 3’'-CMP, potents inhibidors competi-
tius de la RNAasas A& (UKITA et al., 1%61), es va procedirT a la
seva sintesi.

Es va seguir el métode de SZER & SHUGAR {(1943) per ci-
clar la barreja d’isomers 27(37)CMP (CAMBRIAN CHEMICALS), en
solucié6 de metanol anhidre (MERCK) i per mitjd de diciclo-
hexilcarbodiimida (MERCK) com a agent ciclador. E1 27,3'Cp, en
forma ambnica, es va passar 8 sal stdica amb una columna de
bescanvi ionic Dowex AGS50 Wx8 (BioRad). El producte final va
ésser analitzat ,quant a puresa,per capa fina amb el dissol-
vent: sulfat amdnic saturat, isopropanol, acetat sbddic IM (78:
2. 20 en vol.) donant una sola tace amb un REf de 0,49 (Rf
2/(3*ICMP : 0,867).
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11-3 OBTENCIO DE L ’RNA

L’RNA emprat en els estudis cinbtics va €sser purifi-
cat en el naostre laboratori a partir de germen de blat pel
métode delGLITZ & DECKER {(1963) i comprovade la seva estabili-
tat (NOGUES, 1978). En alguns casos s’ha emprat RNA comercial
{SIGMA, Munchen, West Germoanu)d.

11-4 SfNTESI 1 PURIFICACId' DEL MONONUCLEOTID HALO-
GENAT C16—RMP

Es va sintetitzar a portir de 6-Cloropurins TtTibosa
(CAMBRIAN CHEMICALS). El procds de sintesi, purificacio i ca-—-
racteritzacid e@prat s el descrit en els treballs de GELPI et
al. (1976), PARES (1977) i PARES et al. (1978), amb petites
modificacions dirigides principalment a8 augmentar el rendiment
de la reaccid i de la posterior purificacid (Figura 11). En un
proces tipic es prenen 230 mg de &-Cloropurina rvibosa (0,8
mmols) es dissolen en 1 ml de trimetilfosfat (8,5 mmols), i
s’'’hi afegeixen 0,4 ml de triclorur de fosforil (4,13 mmols).
£l trimetilfosfat emprat va ésser el comercial amb un pH de
6,5 portat a 2,2 amb 3cid fosforic, Jja que es va poder compro-
var que gracies a aquest tractament s’augmentava considerable—
ment el rendiment.

i.a barreja es coloca en un bany amb gel 1 sal. La
reaccid es deixa 17 hores a 4° C, amb agitacid (procurant que
la barveija no s’escalfi per accid de 1’aparell d’agitacic). Al
final es torna a refredar en un bany de gel i sal 1 s‘hi afe-—
geixen 1,4 ml d’aiguva i 12,3 ml de LiOH 1 M.

En aquest punt el pH de la barreja era de 1,5. S‘hi
afegeix acetat baric 1 M. El precipitat es centrifuga, i el
nucleotid del sobrenadant es precipita amb etanol. Es centri-—
fuga i el nucledtid s’extrev per succesives addicions de quan-—
titats petites d’aigua. Es Jjunten totes 1les extraccions, es
precipita el nucledtid amb 2 volums d’etanol, es centrifuga i
el precipitat es renta amb etanol i fter i se seca.
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C MATERIALS I METODES 2

S’phtenen rendiments molars, respecte del producte de
partida, del 70%, amb un producte final d‘un 9246% de puresa. La
cgquantitat de producte obtingut es va calcular & partir de da-
des espectrofotomélriques, emprant-se un coeficient d’extincid
molar (&) de B.560 M~ %em-?.

La puresa es va comprovar per cromatoagrafia en tcapa
fina sobre cromalofolis de cel.lulosa (20x20 cm) MERCK. Les
mostres (4041 d’una solucid 1 mg/ml d’aiqua) s’apliceren amb
xeringa Hamilton (Reno, USA) a uns 1,5 cm de l’extrem inferior
del cromatofoli, secant—-se amb un secador d’aive. lLa placa
s’introdui en una cubeta de cromatografia (ATOM, Barcelona),
Qreviament saturada amb els eluients, que foren: n—-butanol-
acid acetic-NH40H 25%-acetona-aigua destilada (45:10:10:15:20
en vol.) (RANDERATH, 1961; RANDERATH & STRUCK, 1961) i es dei-
xa unes & hores, per a un desenvolupament ascendent, després
de les quals la placa se seca a l’estufa a uns 40 °C  durant
uns 30 minuts.

. El C16-RMP te un R¥ en aquestes condicions de 0,47,
identic al del Cl6~RMP sintetitzat per HAMPTON % MAGUIRE
(1961), apreciant-se una sola tace a l’observar la placta sota
una lampara ultraviolada Uvatom (ATOM) de doble longitud d’ona
254 nm 1 360 nm) Jja que el producte 1 d’alires possibles impu-
resas absorbeixen en la regid ultraviolada (la técnica poseeix
un arauvu tal de sensibilitat que permet apreciar fins I/ch de
substancia present).

L’anblisi de la puresa de 1la 6-Cloropurina ribosa,
(CAMBRIAN CHEMICALS, lot. €C-112, 3983) es va comprovar tambe
mitjangant cromatografia en capa fina. Els dissolvents, en
aquest cas, van €sser: solucio saturada de sulfat amdnic, ace-
tat sodic 1 M, isopropanol (BO: 18: 2 en vol.) (MARKHAM &
SMITH, 1952). La placa es deixa desenvolupar en forma ascen-
dent durant 5 horec i se seca a l’estufa a 40 °C durant una
mitja hora. El1 resultat s’observa amb la lampara ultraviolada.
La 6-Cloropurina ribosa mestra un Rf de 0,33.
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1I1-5 PREPARACIé DE RIBONUCLEASA S. SEPARACIO  DEL
S—PEPTID i S-PROTEINA

l.a hidrolisi de 1a RNAzsa A i dels devivats obtinauts
mitjangant 1la subtilisina, i la separacid de 1’S-peptid (ami-
nodcidse 1 8 20) de la S-proteins (aminodcids 21 & 24) s’ha
realitzat mitjangant 11la metodologia emprada per CUCHILLO
(1974) i PARES (1977), amb petites modificacions.

La subtilisina emprada va f€sser la Subtilopeptidasa A,
tipus VIII, proteasa alcaelina extrete de Bacillus subtilis
(SIGMA, St. Louis, Missouri, USA).

En una preparacid tipica, uns 100 mg d’enzim natiu o
uns 20 mg de derivat, dessalats i lioefilitzats es dissolen en
1 ml de Tris/HCL 0,1 M, NaCl O,1 M, pH B,0. Se 1’hi afegeix un
17 del pes de mostra de subtilisina dissolta en el mateix
amortidor. La barreja es deixa 30 minute @a 4 °C. La reaccig
s’atura afegint-hi 0,3 ml de HCl 2 M i 0,5 ml d’3cid acktic
0,2 M (aguestes condicions desnaturalitzen irreversiblement la
subtilisina. RICHARDS & VITHAYATHIL, 1959). Els dos fragments,
1/S-peéptid i la S-proteina, se separen per cromatografia en
columna de Bio~-Gel P6 (Bio Rad) (2,2x150 cm) equilibrada amb
dcid acétic 0,2 M. L’elucicd es realitza a un flux de 35 ml/h,
tambd amb acetic 0.2 ™M (per destruir les possibles intera—
ccions de tipus no covalent entre els dos fragments). L‘Us del
gel BioGel P&, en llaoc de Sephadex G-25 emprat per altres
autors, es deu a rTaons quasi identiques a les .ja esmentades en
el cas de 1’Us de la CM-Sepharose, o sia, possibilitat de
fluxos més elevats, no compactacic’ del gel, unes molt menors
interaccions inespec{fiques entre el gel i les mostres, no
contaminacid microbiana i una major resolucid.

Es recullen fraccions de 3 ml, i es llegeixen a 1’es-—

pectrofotometre a 230, 260 i 280 nm. Juntades les fraccions,
es congelen, liofilitzen i es guarden en dessecador a 4°C.
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11-6 ESPECTROFOTOMETRIA A L ULTRAVIDLAT

Tots els especlres a 1‘uliraviolat, tant directes com
de diferéncia, aixi com les mesures de concentracio de protei-
nes, de nucleotids i les de determinacic d’activitat enzimiii-
ca van €oeer fets amb un espectrofotuometre Vorian Caruy 219 de
doble feix amb cambra per a cubetes termostatitzada. S’han em--
prat, excepte en el tas de l’espectvrofotometvia de difevénciea,
cubetes de auarg de 10 i de 2 mn de cami &ptic (Thermal Syndi-
cate Limited ~ England) que ec van tenir ¢-3 minuts en beavreds
cromica després de cada experiment, ja que se sap que 1a RMAa-
sa A s'ennanxe & les parvets de vidre o quarg per interaccions
de tipus electrostatic inespecifiques (HUMMEL., & ANDERSON,
1965). EY mateix tractament va rebre tot el materisl de vidre
que haguds d’estar en contacte amb les solucions de substrat.

\

I1-6.1  ESPECTROFOTOMETRIA DE DIFERENCIA

Donat que 1a RNAasa A (gque no te cap LrlptoFan en 1a
seva seqlencia) no presenta diferencia d’espectre al baixar el
pH de neutre a Acid (d’acord amb el comportament tedric, doncs
el cromofor principal, la tirosina, no presenta cap modifica-—
cio al baixar el pH, i el grup fendlic no presenta ionitza—
cid), es pot obtenir informacio dels espectres de diferéncia
referits a l’envoltall i localitzacid de cromofors naturals o
artificials unite covalentment, o no, a la proteina.

&ixi, al pertorbar d’alguna manera 1l‘entorn d’aquaests
crombfors en solucio, els podem afectar provocant una diferén-—
cia d’espectre mesurable. Aguests cromofors els podem afectar
fent-los interaccionar amb una proteina, o per canvis de pH,
temperatura, etc. Si aquest cromofor (per exemple nucledsid o
nucledtid) estd wunit covalentment a 1la proteina, el podem
afectar, per exemple, per canvis de pH. .

Per obtenir els espectres de diferéncia es van fer
. - 4 .
servir cubetes compartimentades, amb un cami bptic de S5 mm ca-
da compartiment. {(Figura segient).
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. Les cubetes amb la mostra problema (P) i amb la de
referencia (R) s van omplir de la mateixa manera: iml de 1a
solucid amb la mostra de la que es vol determinar la diferen—
cia d’espectre dissolta en aigua a pH neutre i 1la solucid 3ci-
da en l’altre. En primer lloc s’estableix 1la 11inia de base
fent 1’espectre de la cubeta P respecte de la R, desde 320 nm
£ins a8 230 nm, & una escala de 0-0,1 unitats d’absorbancia. La
plumeta es col.loca al mig del registre grafic. Tot seguit es
barrejs el contingut de la cubeta P 1 es registra l’espectre
de diferdncia. Finalment es barreja el de la R i es registre
un altre cop 1‘espectre, havent—-se de recuperar la linia de
base. Es rebutgen els espectres en els quals la 1inia de base
inicial i final no concideixin.

DEAVIN et al. (196R) obéervaren que l’ovrdre dels com-
partiments respecte al feix no te cap efecte sobre l’espectre.

Totes les solucions d’enzim o de derivats emprades
presentaven una densitat optica no superior a 0,5 a 280 nm, en
aigua destil.ladsa a PH neutre (solucionsld’enzim 0o de derivat
d‘una concentracio 0,1 mM que passa a ésser 0,00 mM al final
de l’experiment). E1 HC1l emprat era 0,00 M i el pH final de la
barreja era de 0,6 a 1. La temperatura habitual de treball va
ésser de 25°C.
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1T1-¢. 2, DETERMINACIO DE L ‘ACTIVITAT ENZIMATICA

Fe van emprar diversos metodes per mesurar l’activitat
tant de 1’evizim natural com dele diversos derivate, eccollint-
se 2N cada cas g1 mSs adient:

1=, 7.5, TECNICA ESFECTROFOTOMETRICA EMPRANT o7,/
fosPat ciclic (27,237 Cp) COM A SUBSTRAT.
(CRODK et 2l., 19&0).

£s mesura la formacid de producte al llarg del temps,
mesurant 1’increment d’absorbancis que te lloc a 284 nm, per
hidrolisi del 2,3’ Cp a 3'~-CMP. Es va utilitzar una concen-—
tracio de 2,3’ Cp de ;3 mM en amortidor Tris/HC1 0,1 M, pH
7,4, mes NaCl per assolir una forga idnica de 0,2. En altres
casos s‘utilitza acetic/acetat sodic 0,2 M, pH 5, sempre a
25°C de temperatura.

S’han emprat cubetes de 10 mm. de cami optic, amb 2,5
ml. de solucid de substrat. La reaccid s’iniciava afegint Q0,09
ml. de la solucid enzimdtica als 2,5 ml. de la cubeta de 1la
mostra, agitant-se a continvacid. La cubets de referencia con—
tenia els 2,5 ml de solucid de substrat més 0,05 ml de tampé
{per a que les dissclucions finals, en ambdues cubetes, fossin
les mateixes). Les velaocitats inicials es van obtenir medint
la tangent a l‘origen de la progressid de la cindtica, facil—
ment determinable, Ja que sota aquestes condicions l/increment
d‘absorbdncia &s linial durant els primers minuts de 1la rea-—
ccid  (HERRIES et al., 1962). Totes les medicions s’efectuaren
normalment per duplicat (com a minim).

lee concentracions d’enzim 1 de substret es determina-
~ . . . . N
ren espectrofotometricament amb els seguents coeficients d’ex~—
tincid molar:

RNAasa A. = € a 278 nm = 9800 M'cm-'
(SELA & ANFINSEN, 1957)
2/,3Cp = £ a 268 nm = B&50 M cm-

\
\
{(WIGLER, 19&8)
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IT-&. 50 b. TECNICA ESPECTRGFGTDMEYRICA EMFRANT  RNA i
POLTI-C COM A SURSTRAT.

A 25°C & ‘omplen les cubetes amb 2,% ml  d’uma  solucio
d’RMa {obtingut dz germen de blat, 1 en alauns nasos, agquest
RWA vz focecer de font comevcial - S16MA, Minchen, West Germany)
de 0,1 m3/mi en amurtidor Tris/HCl 0,1 M pH 7,4 o bé acktic/a-
cetat eboic 0,2 M pH 5. Fs va llegiv 1l’increment d’absovbincia
3 280 nm deaut a l‘sfecte hipercromic, a agquests lonaitud d’o—
na, preduit per la despolimeritzacid dels 3cids nucleics.

Quan s’‘empraren solucions d‘RNA d’1 ma/ml, degut a 1la
seva gran absorcid & 1‘ultraviolat, es va llegir la disminucid
d’absarbancis a 300 nm, deguds a la hipocromicitat del +fosfat
ciclic respecte dels oligeonucleptids o nucledtids lliures (me—
tode de KUNITZ, 19463,

Les concentracions d’RNA van ésser preparades per pe-
sada, tenint en compte un contingut d’aigua i sals del 10%.

Eaprant poli~-{ es segueix la mateixa metodologia que
per 1/RNA.

11-6.2.c. TECNICA ESPECTROFOTOMETRICA EMFRANT DINU-
CLEOSIDS MONQFOSFAT COM A SURSTRAT.

Les soglucions de substrat (Cpa&, CpG, CpC 1 CpU - SIG-
MA, St Louis, Missouri, USA) es preparen en 2,35 ml d’amortidor
Tvie/HCl 0,1 M, pPH 7,4 amb 0,1 M en NaCl, a 25°C. La reaccid
s’inicia afegint 0,05 ml de soluciéd enzimdtica a aquesta solu-
cif, llegint-se la disminucib d’absorbadncia que es produeix al
llarg del temps a 286 nm (WITZEL & BARNARD, 1962).

lLes concentracions de dinucledsids monofosfat emprades

van esser de l’ordre de 0,1 mM i es van determinar espectro—
LY . .. . . . .
fotometricament amb els seguents coeficients d’extincid molar:
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Ced € a 261 nm : 10.500 M cal
cpG € a 254 nm : 10.100 M e
CpC € a 268 nm : B.470 M7 cm?
CpU € a 268 nm: 8.530 M em™

(TRIM & PARKER, 1%970; TUAL et al., 1968)

Les concentracions d’enzim van eésser molt baixes, de
l‘prdre de 1 nM, degut a la gran rapidesa de la hidrolisi d‘a-
quests substrats.

11-6.3. DETERMINACIO DE_LES GCONSTANTS _CINETIGUES PER
A_LA_HIDROLISI_DFL 27,3’ Cp CATALITZADA PER

Es va seguir la metaodologia de HERRIES et al. (19462). -

Es preparen 7 dissolucions de 2’,3’Cp de concentra—
cions 0,1 ; 0,14 ; 0,22 ; 0,43 ; 0,65 ; 1 1 1,5 mM, en amorti-
dor acetic/acetat sodic 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 5.

Las dissolucio enzimatica va ésser de 1‘ordre de 30 nM.
Per o cade concentracid de substrat es va medir 1’increment
d’absorbancia a 295 nm, Ja que a 284 nm les solucions més con-—
centrades de substrat absorbien moassa i escapaven a la sensi-
bilitat de 1’aparell. S’ha de tenir en compte gque & aquesta
longitud d’ona, 296 nm, la diferéncia d’absorbidncies entre el
substrat i el producte format, el 3’'-CMP, es encara apreciable
(PARES, 1977).

La constant de MICHAELIS (Km) de la reaccio es va cal-
cular mitjancant la representacid grafica de LINEWEAVER & BURK
(1934), d’EADIE (1942) i HOFSTEE (1952), 1 d’ATKINS et al.
(1975) i de CORNISH-BOWDEN & EISENTHAL (1978) en alguns casos.
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Els punils representats van essey ajustats 2 la recta
de regressic calculada per computadora mitiangant un progranma
especial (CASTRO M. M. 703D060). Aquest programs calculava di-
rectament, mitjangant els tres tipus de representacio abans
esmentats, Km i V, el coeficient de correlacid de 1la recta
{r), i el marge d’error dels parametres calculats.

17-6.4  DEVERMINAGLO DE _LES CUNSTANIS_QINFTIGUEC

DE LA HIDROLISI PE_L‘RNA CATALITZADA FE
L ZENZIM NATIU O EL _DERIVAT SOTA ESTUDI

Aquesta determinacid proporciona informacia de les
dues fases de l’accid enzimdtica. Es va seguir la metodologia
de KUNITZ (194&4). Com a substrat va €sser emprat 1‘RNA de ger—
men de blat o comercial (SIGMA-MUnchen, Weet Germany) dissolt
en amortidor acetat sodic/HC1 0,1 M, 0,1 M en NaCl a pH 5, a
25°C de temperstura.

La metodologia emprada estd descrita a 1‘apartat
II-1.3.b., tant per a les medicions de la disminucic d‘absor—~
badncia a 300 nm per a concentracions de substrat elevades (més
de 0,5 ma/ml), com l’augment d’absorbadncia a 240 nm per a bai-
xes concentracions (per sota de 0,5 ma/ml).

La dissolucid enzimdtica va ésser de 1l’ordre de 234p.m
en les determinacions a 300 nm, i {/‘M en les determinacions a
260 nm.

Les concentracions de substrat emprades van ésser, per
les determinacions a 300 nm, entre 0,5 1 3 mg/ml (Jja que 5
ma/ml era la maxima concentracid que podia €sser emprada a 300
nm sense sobrepassar el limit de sensibilitat de 1‘aparell).
Per a determinacions a 260 nm van ésser entre 0,01 i 0,5 mg/ml
(ja que 0,5 ma/ml era la m3xima concentracid que podia ©&sser
emprada, a 260 nm).

En alguns casos es van obtenir les constants cineti-
ques pels metodes esmentats a 1’apartat II-1.4. En d’altres
només es van fer les representac1ons directes de la velocitat
inicial en front de la concentracid de substrat, degut a con-—
sideracions que es discutiran més endavant.
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11-7 DIALISI

S/ytilitzaven sacs de dialisi de celul.losa (VISKING-
TUBING, Scientific Instrument Ltd. London, U.K.) de 30 nm de
dianetve de porus. Els sacs ven €sser sotmesos, per & dismi-
nuir el tamany de porus, a ebullicid en CO3HNz2 al 10% durant
10 minuts, dues vegades. A continvaecio, & ebullicid enm etanol
durant 10 minuts 1, finalment, en aigua destil.lada amb una
petita auantitat d’EDTA (MERCK).

Es conserven en aigue amb uvnet gotes de cloroform per
evitar contaminacions microbianes. Abans dfésser emprats es
netejen exhavstivament amb aigua destil. lada.

La didlisi s‘efectua en front d‘un volum de 1iquid de
100 & 200 vegades superior al volum de mostra. El sistema es
mante a 4 °C, amb agitacid magnetica, canviant-se el liquid de
didlisi 4 vegedes, durant 24h.

11-8 LIOFILITZACIO

Despré€s de congelar-se, les mostres es sotmeten a lio-
filitzacid fins a la total eliminacid del 1iquid. S'utilitza
un aparell Criobloc i bomba de buit TELSTAR (Terrassa) {(pre—
ssid interna inferior a 0,1 mm de columna de mercuri).

11-9 REACCID ENTRE LA RIBDNUCLEASA A 1 EL CL6-RMP
ApH 7,4

Hom segueix el procés descrit per PARéS (1977) i PARES
et al. (1980 a).

Condicions de reaccid: 500 mg d‘RNAasa A (36,5Mmols)
més 850 mg de CL&-RMP (sal barica) (169044 mols) dissolts en 25
ml d’amortidor Tris/HC1 0,1 ™M, pH 7,4. La barreja (que té un
pH de 7,4) s’incuba 48 hores a 40 °C. El pH final és de 7,2.

rY:
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11-9.1 SEFARACTC i _ PURIFICACIC. DELS  DERIVATS
OBTINGUTS

11-9. 1.8 Eliminecio del CL&H-RMP que me ha reaccionat,
per cromatografia en columna de Bio—-Gel P2

(11,6390 om), eavilibrat amb Tris/HCYI 0,019 M, »H
8,0. S’elueix la columna amb el mateix amorirdor a

unt flux de 2% ml/h, recullint-se freccions de 4 ml.

I1-9.1.b Separacié dels camponents de la fraccio Pro—
teica de 1la cromatografia precedent, per
cromatografia de bescanvi catidnic en columna
(1,5x45 cm) de CM-Sepharose CL-6B, equilibrade amb
Tris/HC1 0,015 M, pPH 8,0, i aplicant un gradient
linial de 0-0,15 M de NaCl (en el meateix amorti-
dor). El1 gradient s‘’assoleix mitjancant un sifd
entre 2 vasos de precipitats; un amb 400 ml d‘amor-
tidor 1 NaCl 0,15 M 1 1‘altre amb 400 m1 d‘amorti-
dor sense NaCl (ALM et al., 1952) sotmes a agitacio
magnét;ca per a obtenir una bona barreja a cada mo-—-
ment. Es aquest segon vas el que es conecta a 1la
columna. Preéviament s’ha eliminat el gas de les so-—
lucions, per tal d’evitar la formacio de bombolles
d’aire a l’interior de la columna.

El perfil d’elucio el déna avtomdticament el
registirador de l’aparell abans esmentat, i es veri-
fica a l’espectrefotometre medint 1’absorbancia a
280 nm. També es fa un control del gradient sali de
1’elucid medint la conductivitat de les fraccions.

II-9.1.c Una vegada separats, els derivats es dessa-

len per dialisi en front d’aigua destil.lada

a 4°C, es congelen i liofilitzen, conservant-se en
dessecador a -20°C.
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1I-9.1.d Recromatografia. Per tal de- purificar els
diferents derivats obtinguts, es sotmeten a
una cromotografia en columne de CM-Sepharose CL-&B
(1,5245 cm) equilibrada en Tris/HC1 0,015 M, pH 7,2
a un flux de 2% ml/h, vecvllint-se fraccions de 4
ml. L‘elucid s’efectua mitjangant un gradient de
forca idnica i1 de pH, grdcies a dues dissolucions
conectades per pont sifonat. lL.a forca idnica del
aredient varia, depenent de cada derivatl, ecssent en
molts casos el pH de 8,5. Cada fraccid va dsser
Juntade, dialitzada, congelada i1 guardada.

I11-9.t.e Cromatografia de bescanvi anionic. La fra—-
ccid proteica que no va restar retinguda en
la resina de bescanvi cationic, va é€sser recroma-—
toarafiada en columns de DEAE~-Sepharose (1x30 cm)
equilibrada amb Tris/HC1 0,015 M, pH 8,0, flux de
20 ml/h, recullint-se fraccions de 3 ml. L’elucid
va tenir lloc a 1’aplicar-se un aradient linial de
0-0,29% M de NaCl.

El pic majoritari, després de reunir—-se les
fraccions i ésser dialitzat en front de Tris/HC1
0,015 M, pH 8,0, va €sser recromatografiat en co-
lumna de DEAE~Sepharose (1x30 cm) i 1’elucid es va
portar a terme amb un gradient mixt de forga ionica
i pH, des de l’amortidor inicial, abans esmentat,
f£ins l’amortidoy Tris/HC1 0,2 M, pH 7,2.

11-10 REACCIO RIBONUCLEASA A — CL&-RMP
A DIFERENTS pH’s

lLLa metodologia emprada va fsser la Jja esmentada a 1la
seccid 11-9, excepte el pH de 1l’amortidor que va ésser de 8,0;
8,5 0 9,0. Les quantitats emprades van €sser, en els 3 casos,
50 mg de RNAasa A i 100 mg de CL&-RMP en 11 ml d’amortidor
(00,0035 mmols i 0,2 mmols Tespectivament).
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11-11% REACCIé RIBONUCLEASA A - CL6-RMP EN PRESEN-
CIA D’AMP

Condicions de reaccio: 100 mg de RNAz<a A es dissolen
en 22 ml d’amortidor Tris/HCl1 Q,09 M, pH 7,484, i aquesta solu-
cio es divideix en dues parts:

aY a 11 ml de la barreda s'hi afageixen 100 mog de
CL&H-RMP (0,2 mmols)., Agquesta és la reaccio patro.

Eeta la barreja, es comprova el pH; portent-lo, i
es necessari, a 7,4 amb NaQOH 0,1 M.

b) als restants 11 ml s’hi afegeixen 100 mu de CLHE-RMP
i 500 mg d’AMP (1,4 m mols).

Feta la barreja, es comprova el pH, portant-lo a
7, 4.

Ambdues solucions s’incuben 48 hores a 40°C. El pH fi-
nal d‘’ambdues reaccions va ésser de 7,3.

Per separar els derivats obtinguts es va emprar la ma-
teixa metodologia de la reaccid RNAasa A — CL6~RMP, a pH 7,8
abans esmentada, o sigui: eliminacid del CL6-RMP i del CLb—RME
i AMP per cromatografia en columna de Bio~Gel P2 i separacio
dels components de 1la fraccio proteica per cromatografia de
bescanvi catibnic en columna de CM-Sepharose CL-6B. Finalment
els derivats separats es dessalen per didlisi, congelen i lio-—
filitzen.

1112 REACCIé RIBONUCLEASA A — & CLORODPURINA RIBOSA

Les condicions emprades son iddntiques a les de 1’a-
partat 11-9, amb la diferéncia de que els nuclebsids presenten
una caonstant d’associacio amb 1l’enzim unes 20 vegades inferior
a la dels nucledtids (UKITA et al., 1961) i aquest fet va de-—
terminar 1’ds d’una quantitat de &-Clorepurina ribosa més gran
(3,5 mmols) per afavorir la interaccid amb la RNAasa A.

o
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La reaccid es va fer a pH 7,4 durant 48 horas i & 40°C

L’eliminacid del marcador no reaccionat va €£sser efec—
tuada per didlisi en front de l‘amortidor Tris/HC1 0,015 M, pH
8,0 i procedint-se posteriorment a la cromatografia de bescan—
vi cationic de la fraccid proteice i posteriors Trecromatoora-—
fies per purificar les fraccions obtingudes.

IT-13 CONTROL D’ESTABILITAT DE LA RIBONUCLEASA A
i DELS MARCADORS &—~CLOROPURINA RIBOSA 1
CL&-RMP EN LES CONDICIONS DE REACCIO

Aquest control ja va ésser realitzat en estudis ante-
Triors (PARES, 1977), determinat—-se que tant l’enzim com el
marcador emprat es mantenen estables.

En aquest treball el contvol es va fer emprant la me-—
todologia descrita en a 1l’apartat 1I1-4, tant per al &-Cloro-—-
purine Tibosa com pel CL&6&-RMP.

Per la &6-Cloropurina ribosa no es va detectar la for-
macio de cap producte de degradacid al llarg del temps.

Per al CL6-RMP, emprant ambdues metodologies, i sem-
brant mostres al llarg del temps, es va detectar 1’aparicid de
traces de nucledsid (&6-Cloropurina tibosa) a partir de les 24
hores d’‘incubacio a 40 °C en les reaccions fetes a pH basic
{(pH 8,0; 8,9 i 2,0).

11-14 DETERMINACI& DEL COEFICIENT D’EXTINCIO MOLAR
DE DIFERENTS DERIVATS OBTINGUTS

Per poder contixer la concentracid d‘alguns derivats
cbtinguts, per espectrofotometria, es va determinar el coefi-
cient d’extincid molar ( €) d‘’aquests derivats emprant la me-
todologia descrita per NOGUES (1982). Agquesta metodologia es
basa en el meétode de LOWRY (1945) modificat per HARTREE (1972)
(per a determinacid de la quantitat de proteina present en una
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mostra). Es construeix una recta patrd fent servir una disso-
lucid d‘RNAasa A de concentracid coneguda, en presencia d’ade-—
nosina en propovcio 1:1 (en mols) per teniv en compte la pos—
sible interferéncia del nucledtid marcador del derivat amb el
métoede de LOWRY. Es detevmina per triplicat 1a concentracid
del derivat pel métode de LOWRY, emprant la recta patro, del
qual previament s’ha determinat la seva absorbidncia & la lon-
gitud d’ona en que €s mixima. Substituint els pardmetres ob-
tinaguts en l’eqlacic de Beer—-Lambert esc dedueix el coeficient
d’extincid molar.

I11-15 ELECTROFORESI DE PBDTEfNES EN GELS DE POLI-
ACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS

Com a control del grau de formacio d‘RNAzsa S, i dels
derivats G, i donada la poca quantitat de mostra disponible en
molts casos, es va emprar l‘electroforesi en gel de poliacri-
lamida en presencia de SDS (WEBER % OSBORN, 1975; LAEMMLI,
1970), que fa que la mobilitat de les proteines sigui, basica-
ment, nocm€s funcioc dels seus pesos moleculars.

En el nostre cas es va emprar un tipus d’electroforesi
discontinua, en el que es fan correr les proteines a través de
dos gels de poliacrilamida de diferent porositat (o tamany de
malla) posats un a continuvacio de 1’altre.

El primer gel €s de malla grossa (5% en acrilamida)
per l‘aplicacid i concentracid de les mostres, i el segon de
malla petita pel desenvolupament de 1l'’electroforesi (1974 en
acrilamida). A mfés, tant el tampd d‘’aplicacio de les mostres,
com el del gel superior i inferior tenen un pH i una composi-
cid idnica diferent, que ddna lloc a que les diferents protei-
nes que composen la mostra entrin succesivament en el gel in-
ferior concentrades en un espai molt petit, el que ddna lloc a
bandes molt fines al temps que incrementa la ressolucid.
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FPer poder visvalitzar els resultats e va emprar la
fluorescamina (4-fenilspiroffuran—-2(3H),1’-ftalanl—-3,3’-diona)
(SI6MA) que Teacciona amb els grups ami{ primaris de les pro-
telines, donant 1lloc a derivats fluorescents (WEIGELE et al,
1972; UDENFRIEND, 1972). Agquest reactiuv s’utilitza degut al
baix pes molecular de 1’S-péptid obtingut (2.000) que fa que
difongui i surti fora del gel si s’uvtilitza la tincio normal
amb Coomasie Blue. Un cop finalitzat l’experiment, la posiciad
de les mostres es visvalitza observent el gel sota la 13ampara
vlitraviolada.

La reaccid amb fluorescamina es va vealitzar de la se-—
guent manera: a la solucio de proteines s’afegeix 200wl d‘una
solucid de 0,9 myg en 1 ml d’acetona o de dimetil  sulfbxid
MERCK (que garantitzi que sigui suficientment pur com per gque
no porti aigua, que hidreolitza la fluorescamina). Lea fluores—
camina 1lliure s‘hidrolitzard al correr la mostre en el gel i
només se detectard la que hagi reaccionat amb la proteina.

1I-16 DETERMINACIO DE L‘AMINOACID N-TERMINAL DE LA
RIBONUCLEASA A i DELS DERIVATS OBTINGUTS

LLa metodologia emprada per marcar el grup ami va ésser
l1a vtilitzacid del reactiv clorur de dansil (C1-DNS){(clorur de
1’4cid S-dimetilamino—~1-naftale sulfonic, MERCK), reactiu in-
troduit per GRAY & HARTLEY (1963), seguit d’una hidrolisi aci-
da.

wh !
- ((;”2)4
or NMe, + HyN-CHR' ~CONH-CHR 1-CONII—ClI—CO . .. NH—CRR"-C0%

.
Esquema de la reaccio:

$0,C1
(Dns-C1)

8

" orNMe; |
SO,NHCHR'CO,H .

(Dns-amino acid)
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El protocol es basa en el de FELGUER & WILSON (1977) i
STEHELIN % DURANTON (1949) pero sotmés a importants modifica-
cions. En una reatcio tipica es parteix de 30 nmols d’enzim
natural o de derivat, (0,4 mg) en 110 1 d’aigua destil. lada i
desionitzada + 12,1 de SDS al 10%. La barredis es ctalenta O
minute a 100°C. Després s’hi afegeixen 120 ul de NaHCO3 1M,
pH 9,5 prepaerat un moment abans. A continuvacic 1201 de Cl-
DNS €12,5 mg en 0,5 ml de dimetilformamida anhidra MERCK) 1 es
deixa duee hoves & les fosques. S’afegeixen 85u 1 d’adcid  tri-
cloro aceétic al 100% (queda finalment en la solucid al 20%),
que provoce la precipitacio de la proteina. Es centrifuga 10
minuts a &.000 rPm en una centrifuga tipus Sorvall (Dupont
USA). El sobrenadant s’elimina amb molta cura. Al precipitat
s’hi afegeixen 0,4 ml de HC1l 1M per rentar. Es centrifugas 10
minuts a 6.000 rpm i s’elimine el sobrenadant. S’efectua un
altre rentat amb acetona MERCK, centrifugant—-se i eliminant-se
el sobrenadant. El precipitat s’asseca amb corrent de nitro-
gen. Finalment s’hi afegeixen 5041 de HC1 &M MERCK mes 23 ul
de B —mercaptoetanol. El tub es tanca a la flama aplicant-hi
el buit, i es deixa 18 hores a 105°C.

Passat aquest tempe es trencs 1a boca del tub 1 es
deixa en dessecador una nit. Al demat{ segUent s’afegeixen 25
M1 d’aigus destil.ladas i desionitzada, i s’asseca en desseta-
dor. Es repeteix asquest rentat i Finalmgnt el grecipitat es
dissol amb 19}*1 d’una barrela acetona/acid acetic 3:2 (v/v).

Se sembren, amb xeringa Hamiltoen, a uns 1,95 cm de
l’extrem 1nFer10r d’una placa de Silicagel MERCK, 4 u1 de les
mostres i també€ patrons de lisina dansilada. Donat que la
RNAzsa te€ una lisina a l’extrem amino terminal, si el derivat
estes marcat en el grup ami (X 0 &) d’aquesta lisina, 1la rea-
ccid amb el C1-DNS donaria lloc @ una lisina monodansilada en
el grup ami € od respectivament. Si el derivat no estes modi—
ficat en la Luys—1, el vresultat del marcatge amb Cl1-DNS seria
el d’una 1lisina bidansilada. Aixd implica que els patrons a
emprar siguin la lisina mono i bidansilada.

PREPARACId DE LISINA BIDANSILADA
A 1041 d’una solucio de lisina (1,446 ma en O,1 ml
d’aigua destil.lada i desionitzada) s’afegeixen 2041 de NaH-—-

Cal3 iM, pH 9,5 (recentment preparat) + 1OQ/L1 d‘una solucic de
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C1-DMS de 34 mo en 1 ml d’acetona. La barredja es deixa 1 hora
a temperatura ambient, a les fosques. Després de 1‘hora s’hi
afegeixen 800};1 d’dcid fdrmic al 10%, deixant-ho Treposar 2h
abans d‘esser emprat.

La monodansil.lising es prepara de la mateixa maners,
. . & .
pera emprant una solucio de C1-DNS d’una concentracid de 2,8
me en 1 ml d’acetona 1 deixant—~ho reaccionar 10 minuts.

CROMATUGRAFIA EN CAPA FINA

La placa de silicagel es deixa cdrrer en una cubeta
durant 2 hores amb els dissolvents tolu&, etanol, NH4OH (del
25%), aiguvs (15:50:2:2: en vol.) (barreja de car3cter basic).

l.a placa s’asseca durant 10 minuts a 100 °C, i 10 mi-—
nuts a temperaturs ambient.

Es torna a introduir en una cubeta per desenvolupar-la
ascendentment en una barreja de tipus acid: cloroform, n-buta-—
nol, &cid acetic (45:30:11:25 en vol.) durant 3 hores. Després
s‘asseca de la mateixa manera que abans 1 el resultat s’‘obser-—
va sotas la llum ultraviolada de 3469 nm, marcant-se amb un lla-
pis les tagques fluorescents.

1I-17 HIDROLISI TRIPTICA DE LA RIBONUCLEASA A i
DELS DERIVATS OBTINGUTS

Donada la rTesistencia de la RNAazsa A a 1’atac per 1a
tripsina, abans de la hidrdlisi triptica es va procedir a
obrir els ponts di—-sulfur oxidativament (desnaturalitzant 1la
proteina i permetent l’accds a tota la moldcula de la tripsi-
na) mitjangant 1’Us de 1’3cid performic segons 1a metodologia
emprada per HIRS (1954), per NEUMANN et al. (1962) i NEUMANN
{1969,

La reaccid procedeix de la segUent manera:

o6



C MATERIAIS 1 METUDEB J

5 )
-
Proteina <:: | + 5H-c7 + H20 e >
5 N p-0H
503H 0
~
Proteins < «+5H- 7
S~s03H oH

El pevformic tambeé oxida la metionina:

0
Proteina - SCH3 + 2 H - c<: T
O-0H
0
I _0
’
Proteina - 8 - CH3 + 2 H - C\\
| OH

o

El performic €s un oxidant molt poderds i tambe degra-
da el triptdfan a formilquinurenina i d’altres productes,
essent aquesta la principal contraindicacio del sev Us, perd,
donat que la RNAasa A no en teg de triptbfan, es pot emprar per
tractar aquestzs proteina. També oxids la tirosina, serina 1
treonina, pero molt més lentament i, normalment, en condicions
drastiques, per aixo en HIRS treballa a 0 °C, adicionant meta-
nol per evitar 1a congelacid. Per deturar la reaccio HIRS di-
lu{ primer amb un gran volum d’sigua i després congeld 1la
mostra (HIRS 194&7).

11-17.1_ CBTENGICO D’AGID_PERFORMIG

|
2

Reatcid: H - C

A 0,5 ml de HR202 (del 30%) s’afegeixen 9,5 ml d‘acid
formic del 99%. Es deixa 2 hores a temperatura ambient, en un
tub tapat amb tap de rosca.
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De % a 10 mg d’enzim nativ o d’un derivat es dissolen
en 0,2 ml d’acid formic del 99% i 0,05 ml d’alcohol metilic i
s ‘agita.

L.‘acid performic, la mostra i aigua destil.lada i des-—
ionitzada es posen 30 minuts a O °C &amb gel. Desprds dels
quals «‘afegeixen 0,5 ml de pevfirmic al tub amb la mostre i
es deixa 2,5 hores a 0 °C. Al final s’afegeixen 2 ml d’aigua
destil.lada a O °C i la barrejs es passas & un tub amb 19 ml
d’aigua destil.lada a 0 °C. El1 contingut es congela 1 liofi-
litza. E)} rtesidu es redissol amb 1 ml d’aigua destil.lada i
desionitzada i es congela 1 liofilitza de nou.

La tripsina hidrolitza la cadena polipeptidica per les
zones bdsiques determinades per la situacid de lisines i argi-
nines. Degut a aquesta especificitat de la tripsina, la modi-
ficacid per reactius que eliminin o canviin la carrega de les
lisines per exemple, o que blogquegin 1’€-NH2, protegird aquest
aminodcid de 1’atac triptic (THOMAS, 1974). Aixo reduird el
nombre total de fragments peptidics obtinguts. La modificacid
Pprop d’'un residu sensible pot produir el mateix efecte.

Cal assenyalar gue la tripsina no hidrolitzara 1‘en-
l1lag peptidic formet per una lisina o arginina seguides d’una
prolina.

A la mostra tractada amb perfbrmic i liofilitzada s’hi
afegeixen 0,2 mg de tripsina (SIGMA,amb TPCK inhibidor espec{-
fic de la Quimotripsina) dissolts en 1 ml de (NH4)2 CO3 0,5 M,
CaCl2 0,95 mM, pH 8,0.

La barreja es deixa 4 hores a 37 °C, es congela i lio—
filitza.
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11-18 ESTUDIS PER REGSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN) DE PROTO

l ‘S-peéptid de la RNAasa A, i dels derivate I1 1 F  wvan
faser analitzats per RMN en un especlrometre Varian XL 200 amb
transformads de Fourier, vealitzanil-se el seu enregistrament
al Servei de Ressonancia Magnética Muclear de la Facultat de
Ciéncies Fisiques i Quimiques de la Universistat de Barcelons.

Els tubs emprats es netejen per inmersid en HC1 MERCK,
durant 30 minuts. Finalment es renten amb aigua destil.lada i
acetona i se sequen amb trompa de buit.

Deuteracio de les mostres: es va seguivr la metodologia
de PATEL et al. (1975, a), emprant D20 del 99,87 1 del 99,9%
(Scharlau DE 038 U.K.). Es dissol la mostra amb un petit volum
d’aigua deuterada del 99,8% i es llegeix el pH portant-se a
neutralitat amb NaOD. Le lectura de l’electrode de calomela,
que mesura el pH de dissolucions agquoses, s‘ha de rectificar
per un valor de-0,4 donat que pD = pH + 0,4 (REDFIELD, 1978),
perd les dades presentades en funcio del pH, medit amb 1‘elec—
trode de calomela, donen una idea mes acertada del pH que les
que venen donades en pD, Jja que el pKa de la ionitzacio, per
pérdua d’un deuterd del D20, es veu tamb€ incrementat unes 0,4
unitats per a molts agrups ionitzables.

Es calenta a 40°C durant 15 minutse, es congela i 1lio-
filitza. Es repeteix l’operacio i 21 final la mostra es dissol
amb O,B ml de D2U del 99,95%, es calenta a 40°C 15 minuts, es
congela 1 liofilitza. La deuteracio t€ dues funcions: en pri-
mer lloc simplificar 1‘espectre eliminant les Trtessonancies
dels protons intercanviables (principalment els protons am{-
dics de l’enllag peptidic) i en segon lloc, eliminar, en el
que sigui possible, el senyal degut als protons de 1l’aigua, Ja
que la seva gran concentracid faria inobservables els altres
senyals.

La mostra es dissol en aigua deuterada 1 s’hi afegeix
DSS ( (CH3)3 Si (CH2)3.S03Na) que serveix de referéncia.
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'Els desplagaments quimics venen donats en parts per
mil.lio (ppm) a camps inferiors a la frequencia de ressonancia
del DSS. La temperatura de la mostya durant 1l’enregistrament
va ésser de 25 °C.

Quantitats de mostra emprada: pH
S-peptid natural 227 my 7
S-pbptid I1 1,4 mg 7,7
S—péptid F 1,% mg 7,6
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Cada espectre es va obtenir per una acumulacio de
registres mitjangant el c&lcul de transformada de Fourier. Per
tal d’‘avgmentar la Tessolucio dels espectres s’ha fet servir
una manipulacid matemdtica que es basa en multiplicar 1’es-—
pectre normal per una funcid exponencial negativa, i restar el
resultat obtingut de l’espectre normal. Agquesta manipulacia
incrementa la ressolucio, permetent diferenciar o “"resoldre”
pics molt jJunts, o picse aguts superposats a d‘altres molt
amples (CAMPBELL. et al., 1973; OPELLA, 1977).

11-19 ELABORACIé DE LES CRAFIQUES TRIDIMENSIONALS
DE LA RNAasa A

El grup de CARLISLE (CARLISLE et al., 1974) cristal.-
litza 1la RNAasa A en dissolucid etantlica al 40% i determina
la seva estructurs terci%gia per cristal.lografia de rTaigs X
amb una resolucid de 2,5 A. Els autors transformaren les coor-—
denades dels planols de densitat electrdnica en coordenades
ortogonals. Van ésser aquestes coordenades les que el Dr. CAR-
LISLE va tenir la gentilesa de remetre’ns. Aquestes coordena-
des han sigut les emprades per confeccionar les grafiques tri-
dimensionals portades a terme mitjangant un sistema grafic in-
teractiu CALMA, amb un sistema operatiu CGI i amb un aparell
de dibuixat de les grafiques GERBER - 6542,
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A 1’apendix
programes emprats.

S’han portet a terme 4 grafiques:

{apartat VII) s’ernumeren

els llistate dels

1)

2)

3)

que nomes
(cada

representacio de la cadena principal,
inclov els (-~ de la cadena poliipeptidica
vértex de la figura).

./ . . .
representacio de la cadena principal a la que s’hi

sobreimposen les cadenes laterals:

a) una representaciq des dels eixos X Y.
b) una representacio des dels eixos Y Z.

representacio de la cadena principal en la que es

sobreimpqsen Unicament 39 cadenes laterals, las que

resten mes a prop del pentanucleotid que es fa

interaccionar amb 1’enzim (tal com es v%uré en l’a—

partat 1V). Aquestes cadenes laterals son las dels
. “ . Ry .

seguents aminoacids de la sequencia de la RNAasa A:

Lys—-1, Glu~-2, Thr-3, Ala-4, Lus-7, Phe-8, Arg-10,
Gln—ll; HiS—IQ; LBS"'31) Asn—34, LEU":BSJ Thr—Sb,
lLys-37, Asp-38, Arg-3%9, Lus-41, Pro-42, Val-43,
Asn—-44, Thr-495, Val-47, Cus-463, Lus—&b4, Asn—4&7,
Gln—-69;, Asn—-71, Cys-72, Ile-81, Arg-895, Lys—-104,
Val-108, Ala-109, Glu—-111, Val-118, His-119,
Phe~120, Asp~121, Ala-122, Ser—123, Val-124.
/
ESCALA DE REPRESENTACIO: cada 0,054 wunitats de 1les
coordenades ortngonals emprades corresponen,a 1 cm.

Cada 0,034 unitats ortogonals corresponen a 1 A,o0 sia:

o
Il cm= 1,58 A
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S’'ha dissenyat un pentanuclevsid pentafosfat (ApApCpA
PAP) com a oligonucledtid model per far interaccionar amb 1a
moleécula d’RNAzsa A. L’estructura i les disidncies interatomi-
gues emprades han estat sxtretes dels treballs de OULSON & FLG-
RY (1972), SUSSMAN & SUEMAN (1977, SUCK et al. {1973, T15°0G
(1974), ROSENBERG et al. {(1976) 1 EINSPAHR et al. (17831),
adaptant les distdncies a l’escala emprada per 1’elaboracio de
les grafiques tridimensionals.

Per pocicionar la molecula de 1‘cligonucledtid en
l’escletxa del centre activ de l’enzim s’han tingut en compte
les dades de RICHARDS & WYCKOFF (1973) (interaccio de la RNAa-
sa S amb el UpcA), CARLSON (1974) (interaccid de 1a RNAasa S
amb el UpcA), WODAK et al. (1977) {intevaccio del citidilil
~-2’, 9’'’- adenosina amb la RNAasa 9), PAVLOVSKY et al. (1978)
{interTaccid entre 1la RNAasa 5 i el 2/-F-dUpA) i IWAHASHI et
al. (1981) (interaccid RNAasa A i RNAasa 8 - timidina 3’,95°
difosftat).

Per tal de poder visualitzar millor el resultst, s'ha
construit el pentanucleotid model amb el mateix kit (Labguip)
amb que estd construit el model tridimensienal de la RNAasa S,
i s’‘ha "inclds” agquest pentanucledtid a l’escletxa del centre
actiu, en la posicic que compleixi totes les dades que es co-
neixen actualment.
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TXE— RESWUIL.ITATS XK DISCUSSIC'I
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4
I11-1 PREPARACIO DE RIBONUCLEASA A

La RpiAasa A s’ha obtingut d’acord amb 1a metodologia
de 11‘apsrtet 11-1. Ern 1la Figura 12 es pot veure el perfil
d‘absorcid a 280 nm de la cromatografia en CM-Sepharose. La
RNAasa A& (pic IX) es el pic majoritari, i elueix a 13 mS de
conductivitat, perfectament separada dels altres components
proteics 1 no proteics de la RNAasa comercial.

Agquesta metodologia permet obtenir una mador ressolu-
cio que 1‘obtinguda amb CM-cel.lulosa, doncs el pic IX, co-
rresponent a 1a RNAasa A (fraccio D en la separacioc de TABORS-
KY, 1959), estd perfectament separat dels altres components i
apareix un nombre me€s gran de pics que elueixen abans que la
RNAzsa A —del II al VIII- el que indica una major Tessolucio
dels components glucosilats. Tambe ha permés 1’aplicacid de
gquantitats mds grans de mostra.

Si es parteix d’un gram de RNAasa comercial, s’obtenen
quelcom més de S00 mg de RNAasa A, indicant doncs un rendiment
del 507 de la purificacid. La suma de totes les fraccions (per
pes, despres d’édsser dialitzades i liofilitzades) dona un 90%
del total de mostra aplicada a la columna. El 10% restant co-
rrespon al pic XI o proteina retinguda per la resina.

Finalment cal assenualar que aquesta metodologia ha
permés d’obtenir una gran repetitivitat. S‘ha obtingut el ma-
teix perfil d’elucid a 280 nm sempre que la mostra fos del ma-
teix origen comercial. RNAases d’altres cases comercials tin-
dran perfils similars pero amb algunes variacions.
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FIGURA-12
Perfil d’absorbéncié a 280 nm i del gradient sal{ de 1la c¢ro-

matoegrafia de
Sepharose CL-68.
Pic I

Pic I1 a Pic VIII :
Pic IX :
Pic X :

Fic X1

. . . 4
purificacio

de la RNAasa A en columna de ChM-

polinuclebtid centaminant que no és hidro-
litzat per l1‘enzim.
RNAases glucosilades.

RNAasa A. .

correspon & la fraccio E de TABORSKY
(1939).

s el pic obtingut al rentar la resina,
per regenerar-la, amb  Tris/HC1 0,35, oW
8,0, Les seves caracteristiques espectro-

fotowelriques indiquen que es tracta de

. . . \ .
preleina, 1 el seu espectre es identic al
. Ud . .
de 12 RNAasa, aixi com la seva activitat
et front de g°:37' Cp, indicant que es

Lracta de proteina retinguda per la resina
per interaccions suficientment fortes com
per que no s’elueixi amb el gradient.
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I11-2 PROPIETATS ESPECTROFQTDMETRIGUES DELS DERIVATS
OBTINGUTS PER REACCIO DE LA RNAasa A AMB
6-CLORDPURINA RIBOSA i CL&-RMP.

lLa RNAzasa A i els nucledtids tenen un espectre ultra-
violat carvacteristic, i perfectement diferenciable, motiu pel
qual l’especire de cada derivat pot indicar la proporcid del
marcador en cade derivat. A més, segons sigui el oTrUP nucleo-
filic de l’enzim que veaccioni amb el marcador, el derivat
tindrd un espectre vltraviolatl caracteristic. Per tal de poder
relacionar 21 grup de 1l’enzim que ha reaccionat, donant lloc a
un espectre determinat, es van emprer (PARES, 1977) compostos
model formats per nucledtids i nucledsids substituits per
grups andlegs als de l’enzim (com a pas previ es van estudiar
els grups de 1a RNAasa A que poden ésser candidats per rea-
ccionar amb el Cl6-RMP). Per aquest motiuv es van sintetitzar,
o adquirir comevrcialment, diversos compostos derivats de la
purina vibosid. El ribotid t€ les mateixes propietats espec—
trofotométriques.

Grdcies a aquests estudis es va concluir qQue el b-me-
tilaminopurina ribosid era wun bon model espectrofotometric
pels derivats de l1a RNAasa A en els que 1la bé-cloropurina rvibo-
sa i el Cl6~RMP hagin reaccionat amb un &£-NH2 de la lisina o
eri 176l =NH2 terminal, i que el &-metoxipurina seria probable-
ment un bon model pels derivats resultants de la reaccid entre
el nucleosid i nucledtid clorats i el grup OH d’una treonina o
d’una serina de 1l’enzim,.

FORMULES ESTRUCTURALS
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Les caracteristiques espectrofolombtriques d’‘aguests
compostos model son les sequents:

A {(nm)
COMFOsT m3x  min A 2B0/A 2460 & 270/8 260 A 250/A 260
b-metilami-
no purina 266 230 0,64 1,06 0,55
ribosid
6b-metoxi—
PuTing 248 e 0, 00 0,02 1,61
ribosid

(Mesures efectuades amb amortidor fosfat S50 mM, pH 7,0).

L’espectre d’un derivat sintetitzat en 1la reaccio
RNAasa A-marcador pot considerar—-se com el regultat de la suma
dels espectres del marcador unit a l’enzim, mes el propi de
1’enzim.

Emprant compostos model tals com el &6-metilaminopurina
ribbsid, es va determinar que gairebé tots els derivats eren
monosubstituits (relacid A 280/A 260 és menor que 0,9) i que
les caracteristiques espectrofotomdtriques +tipus eren molt
semblants a les de la barreja RNAasa A - bé-metilaminopurine
ribosid, el que va permetre considerar els grups E-NHZ2 o
1‘ol~NH2 de la lisina com a llocs probables d’unid del marca-
dor a aquests derivats. Aquesta consideracio va venir recolza-
da per l’obtencio dels espectres de diferéncia esmentats més
endavant.
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I11-2.1  ESPECTRES DE DIFERENGCIA

Estudis anteriors (CUCHILLO 1974) per espectrofotome--
tria de diferencia per canvi de pH de neuvtre & 3cid (eeguint
1a metodologia esmentada en 1‘fapartat I1I-6.1) indicaren que
agairebé tots ele devivats obtinputs en la reaccio de la RNAzes
A amb la $-Cloropurina (apartat 1-2.8.3) presentaven una dife—
réncia d’espectre dcids molt similar al del compost model
&-metilaminopurina. Es va concloure que 21 derivat resultant
de la reactcid del marcador (la &-Clovpurina) amb un grup & —NHEZ
d’una lisina seria una &=-alquilaminopurina, d’acord amb 1la
Figura 13, on es pot apreciar que el grup 6-ami es transforme
en una amina secundaria, en lloc d’una primaria, cam £s  en
l’adenina.
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FIGURA 13

Aixi doncs, els espectres de diferéncia dels derivats
obtinguts indicaren que el marcatge de l1’enzim amb &—-cloropu-—
rina havia tingut lloc en un grup am{ d’una lisina.
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111-3 CONSIDERACIONS SOBRE ELS GRUPS AMI
DE LES LISINES

A 1’interior de moleculee proteiniques rarement es
troben residus carregats. La‘generalitat d ‘agquesta observacid,
gque sorgl inicialment de l’examen de 1’ectructure cristal. liua
de la mioglobina (KENDREW, 19461), ha estat Aampliament suports-—
da pels sub&eqUents'estudis cristel. loerdfice g1 un orsn  nom-
bre de proteines. Es particularment valid que les cadenes la—
terals de lec lisines en proteines presenten una considerable
llibertat de moviment.

S’han fet nombrosove estudis en proteines natives, en
les quals els residus de lisina han estat completament o par-
cialment convertits a derivats catibnics o neutres.

Les anteriors consideracions sdn, presumiblement, res—
ponsables de 1‘alt grau de retencid d’activitat biolbgica
d‘enzims que <s’han unit a una gran varietat de suports inso-—
lubles a traves de grups ami per alquilacid o arilacio (SILMAN
% KATCHALSKY, 194&; EPTON & THOMAS, 1971).

Molts dels residus presents en una proteine poden es-
tar protonats o desprotonats, depenent de les condicions, i,
donat que ambdues formes presenten propietats quimiques molt
diferents, el pH t€ una gran influtncia en la modificacid qui-—
mica d’aquests grups. Els grups ami son grups que estan posi-
tivament carregats, excepte a alts pH’s.

Estats tebdbrics de ionitzqcié dels arups of —=NH2 i & -NH2
de les lisines, en funcio del pH. (MEANS & FEENEY, 1971).
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Només la forma no cavrregada, que predomina a valors de
pH més alts que &l seu pK, €s reactiva com a nucledfil. Fer
aaguesl motiu, a l’elevar el pH, normalment s’incrementa la se-—
va reactivitat amb molts reactius. Aixi doncs, 1’ds d’un de-
terminat pH ¢ un cami important per controlar el curs de mol-
tes modificacions., Malauradament, el pK de molts residus pot
veriar en un ampli marge. Aix{ per exemple, per a la lisina,
el pK del grup £ -NH2 es de 10,7 i de 9,2 per 1’ -NH2. Em-
prrant cadencs latervals de proteines lineals no estructurades
STEINHARDT & REYMOAILDS (1949) van trobar els valors de 10,4
pels & -NHZ 1 de 7,9 per 1 /'o(-NHe. La disminucid del pK seria
dequda a 13 substitucid d’un grup carboxil per un grup peptf~
dic (BRADBURY et 2l., 1978).

La molécula de RNAasa posseix 10 & -NHZ i un of —NHZ.
l,a TAULA 2 mostra els pK’s dels grups titrables de la RNAasa,
segons TANFORD & HAUENSTEIN (195&).
A partirv de la corba de
titracid.
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pha N® de pKa
GRUP RESIDU esperat grups trobat
Col-cOzH  carboxi-  2,1-2,4 )
terminal
B-cocH  aspartat 3,7-4,0 11 " 4,7
~C02H glutamat 4,2-4,5
imidazol histidina 6,7-7,1 4 6,9
o ~NH2 aming- 7,5-8,0 1 7,8
terminal
€ ~NH2 lisina ?,3-9,5 10 10,2
~SH cisteina 8,8-9,1 0 -
fenolic tirvosina 9,7-10,1 3+3 9,95, >12
arginina >12 4 >12
o ~ TAULA 2 - pK’s dels arups titrables de la RNAasa.
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Aguestes dades han estat rvevisades 1 ampliades per
d’altres autors: '

Grup ami de la lisina K Autor
Lys-41 (£ NH2) 3,8 MURDOCK et al. (196&6)
Lys-1 (ol NHE) 7,3 GIROTTI & BRESLOW (1970)
altres lisines ( E,—NHQ) 10,2 WODAK (1977)
°<~NH2 i els € -NH2 7,3-7:;9 GOILLDFARE & MARTIN
de les 10 lisines i 9,3-9,7 (1976 a i b)

v o o e

- TAULA 3 -

Ambdues TAULES indigquen que les diferéncies dels va-—
lors entre la proteina estructurada i la linial sdn, presumi-—-
blement, degudes a influéncies pertorbadores de 1’envoltall
proteic. Dades similars s’han observat en altres proteines. A
més, la reattivitat pot fsser afectada, més o menus, per grups
veins. Tambdé cal esmentar que els valors de pK poden variar
segons el métode utilitzat per obtenir-los.

70



C RESULTATS 1 DISCUSSIQ 3

1114 REACCIé.RNAasa A - Cl6-RMP A pH 7,4
EN PRESENCIA D’AMP

GLAZFR {(197%) va enunciar (apartat I-2.8) una serie de
criteris per a la demostracid de que el reactiu reacciona com
un ankleg de substrat. E)l tercer cviteri indica que 1la presen-
cia del 1lligand normal ha de disminuir la proporcio de reaccid
amb 1‘anilea quimicament reactiv. D’acord amb aquest criteri,
la preséncia en la barreja de reaccid de nucledtids purinics
provocaria une compreténcia entre aquest i el mavcador, donat
que el Cl16-RMP €s un derivat halogenat purinic, motiu pel qual
interaccionard amb el seti fixador de purines de la RNAasa A.

Per tal de comprover—-ho es va fer reaccionar la RNAasa
& amb el marcador, el Cl6~RMP, en presencia d’AMP, i la pro-
porcid de reaccid va €sser establerta comparant la reaccio
RiMNAasa A + Cl6-RMP + AMP amb un control, portat a terme en les
mateixes condicions, pero sense AMP, d’acord amb la metodolo—
gia descrita a 1l’apartat I1-11. Es va portar a terme un con-
trol de l’estabilitat del marcador, tant en la reaccid patrd,
com en la que hi ha AMP, d’acord amb la metodologia descrita &
1’apartat II-13, no observant—se, en cap cas, la formacio de
cap producte de degradacid.

La Figura 14 mostra els perfils d’elucid obtinguts per
a les dues reaccions a l’aplicar la fraccid proteica a una co-
lumna de CM-Sepharose ClL-6B. Els tres productes majoritaris
obtinguts (Ia, I11a, I1la i Ib, Ilb, IIIb) van €sser dialit-—
zats, liofilitzats , pesats i posteriorment caracteritzats es-—
pectrofotométricament i es va medir la seva activitat (d’acord
amb la metodologia esmentada a 1’apartat 11-6.2) front de
2,3’ Cp i RNA. Agquesta caracteritzacid va demostrar que es
tractaven dels mateixos productes majoritaris que els obtin-—
guts en la reaccid RNAasa A-C146-RMP a pH 7,4, descrita a 1‘in-
troduccid, corrvesponent el Ia i Ib al pic I (que es tractave
d‘una barreja de bi(multi)derivats amb més d‘una moldcula de
marcador pevr molécula d’enzim. Els pics ITla 1 Ilb corresponien
al Derivat II i els pics IIla i IIIb a 1la RNAasa A sense rea—
ccionar. #Aix{ doncs, la reaccid entre 1l’enzim i el marcador en
preséncia d’AMP, ha tingut 1lloc, perd tan sols en una propor-—
cid calculada d‘un 50% d’obtencid de Derivat Il respecte de la
reaccid sense AMP. Pel que es posa en evidéncia que s’esta-
bleix wuna compet®ncia pel seti fixador de purines entre el
nucledtid halogenat i els naturals, en aquest cas 1’AMP.
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FIGURA-14
Separacioc dels derivats de la reaccio RNAasa A - Cl&-RMP i

RENAasa A — Cl6-RMP en preseéncia d’AMP, en amovtidor Tris/HC1
0,5M, pH 7,4. Perfil d’elucia i aradient sali de 1la cromato-
grafia en CM-Sepharose CL-48:

a) de la reaccio patro RNAasa A - Cl6 -RMP. .
B) de la reaccid FRNAasa A - Cl6-RMP  en presencia
d‘AMP.
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111-5 ESTUDI DE L‘EFECTE DE LA CONCENTRACIO DE
Cl146~RMP SOBRE L‘ACTIVITAT DE LA RNAasa A
EN SDLUCIO

Aaquesi estudi es va dur a terme mitdangant la medicio
d’activitats de la RMAasa A front de 2.3 Cp (0,3 mM) 1 RNA
(0,1 mg/ml) a diferents concentracions de Cl&-RMP 1 & dife-
rents temps.

En primer l1loc es va dur a terme un estudi de concen—
tracions iddnies de marcador i d’enzim, d‘acord amb les cons-—
tante de dissociacid calculades (ARUS, 1977; PARES et al.,
1978).

La constant de dissociacio enzim-marcador te un wvalor
de 10 mM a pH 7,4. D’acord amb aquest valor es van preparar
tres barreges de reaccio en les que la concentracid del Clé-
RMP va variar de la seguent manera:

1) RNAasa A 0,1 mM + Cl&--RMP o mM
2) RNAasa A 0,1 mM + Cl6~RMP 10 miM
3) RNAasa A 0,1 mM + Cl&6-RMP 40 mM

Condicions: amortidor Tris/HC1 0,1 M, eH 7,4, deixant
les barreges incubant-se a 40°C.

Com & control previ de la influéncia del Cl16-RMP  en
les determinacions d’activitat, es va afegir a la solucio
d’enzim (0,BY% uM en cubeta), la quantitat necessaria de Clé-
RMP (32 M, 6§}AM i 260/‘M,en cubeta, respectivament, d’acord
amb les” barreges de reaccio i, 2 i 3 exposades anteviorment),
un moment abans de procedir a la determinacid. Les activitats
de les tres barreges {(amb cadascuna de les concentracions  de
Cl6~RMP  emprades) va ésser d’un 102,5%, 106% i 138% respecti-
vament, comparades amb l’activitat de 1’enzim a la mateixa
concentracid, front de 2’,3’ Cp, completament corresponents a
les dades d’activitat de la barreja de veaccio a temps O, tal
com es pot observar en la TAULA 4.

En front d’RNA les activitats van éssev d’un 99%, 807
i 4697 rvespectivament. .



£ RESULTATS 1 DISCUSSIO 1

De Yes 3 barreges incuvbades a 40 °C es van extreuvre
aliquotes a diferents temps i es va determinar la seva activi-—-
tat front de 2/,3’ Cr i d’RNA, comparant—-la amb l‘activitat de
1’enzim natiu (0,1 mM en el mateix amortidor) deixat a 40°C,

La TAULA 4 mostra els vesultats obtinguts emprant
2,3 Cp 1 RNA com a substrats.

TAULA 4 .-
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ACTIVITATS DE BARREGES RNAasa A — Cl16-RMF front de
2,3’ Cp i RNA A DIVERSOS TEMPS.
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TEMFS :
e 20 oM
: _____________________________________________
b 27,3 Cp RNA 2,3’ Cp RNA 2,3’ Cp RNA
!
O 1 103%4 99, 24 1417% 80% 139%4 &%
4 : 135%5% 19% 1846% 22% 143% 8%
12 : 1152 16% 1617 11% 1227 o%
i8 : 100% 7% 152% o) 1077% 0
=8 : Q5% 0 131% 0 1007% 0
43 : Q4% 0 120% 0 Q7% o
|
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Condicions: Totes les mostres en amortidor Tris/HC1 0,1 M, pH
7:4 a 40°C de temperatura.
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C RESULTATS 1 DISCUSSIO 3

Obsevvant les dades de la TAULA 4 resulta evident 17a-
paricid d‘una activacio de l’enzim front de 27,3’ Cp al llarg
del temps, Jjo desde temps 0, i eceent maxima a les 4 horves,
per anar decreixent desprds. A 10 mM de concentracio de mar—
cedour es manié una activitat superior a la de l’enzim natural,
fins al menys les 43 hores d’incubacio (aquesta activacid Ja
« ‘havia posat de menifest en el contyrol).

Front,d'RNA s’observa una disminucid de 1’activitat,
gue avribe & esserT nula a partiv de les 18 hores.

Donat que front de 2’,3’ Cp l‘activitat es manté sem—
pre molt elevada, perd results €sser d’un 65%4 amb RNA, a 40 mM
de marcador a temps 0, hom va pensar que, durant el temps de
la determinacid de l’activitat, 1’RNA podia sofriv un procés
de degradacid, Jja que L‘RNA es mante dissolt durant las deter-—
minacions. Si 1’RNA es degradave durant aquest temps, l'acti~
vitat medida podria veure’s afectada . Per tal de detectar-ho
e va rtealitzar un control d‘estabilitat 8l llarg del temps de
1’RNA (0,1 mg/ ml) dissolt en el mateix amortidor, observant—
se que es mantenia estable, en aquestes condicions, durant més
de 12 hores.

Aguest estudl de l’efecte del marcador sobre l1'activi-
tat de 1’enzim podria haver servit per a comprovar si la reac—
cio RNpasa A — Cl16-RMP es tracta d’un marcatge per "afinitat®
o d’una reaccid de tipus BIMOLECULAR, d’acord amb el tracta-—
ment teoric dut a terme per BAKER (1967). Ferd nosalires mno
podem aplicar aquest tractament a 1la reaccid RNAasa A —
Clé-RMP degut 8 que no es forma un sol derivat, i el que es
forma majoritidriament no es inactiu.

Per intentar explicar, tant la activacid observada en
el cas de les mesures front de 2,3’ Cp com la gran disminucig
de l‘activitat front d’RNA, sdn neccesaris una serie de con-—
ceptes desenvalupats en la discussid final (apartat IV-2).
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I1I-& REACCIODNS DE MARCATGE PER AFINITAT DE LA
RIBONUCLEASA A AMB C16-RMP A DIFERENTS pH’s

A les TAULES 2 1 3 s’indicaven els valors de pK dels

E;~NH2 de les 10 lisines i 1’o(-NH2 de 1la RMNAasa A. Els ul-
tims valors van e€sser calculats per GOLDFARD & MARTIN (1976).
Aguests autors estudiaren la cinetica de 1les reaccions dels
arups ami de la RNAasa A emprant el veacliu dcid trinitroben-
zenosul fonic (TNBS) gque reacciona especificament amb els grups
ami (en la forma no protonada) de les proteines. La reactivi-
tat dels grups ami és molt sensible als canvis de pH i tempe-—
ratura (GOLDFARB, 19270)., En aquests estudis es va determinar
que els valors de pK pels grups ami de la RNAasa A estaven
entre 7,9 i1 8,32, quelcom inferiors als valors assenyalats per
TANFORD & HAUENSTEIN (TAULA 1).

Els avtors indigquen que TANFORD % HAUENSTEIN treballa-
ren a 25°C, mentre que ells treballaren a 16°%. Aquests estu-
dis wvan continuar—-se a 27°C (GULDFARB & MARTIN, 1976 a i Bb)
determinant—se unes variacions del pK amb el pH de tipus "“bi-
£hs5ic” en el sentit de que es determinasren 2 valors de pK, un
de 7,3 a 7,9 (a 1’interval de pH entre 7,0 i 8,3) i un segon
de 9,3 a 9,7 (a 1l’interval de pH entre 8,9 1 9,9).

El primer pR (7,3 a 7,5) resta bastant allunyat del
valor de 10,2 determinat per titracid (TANFORD & HAUENSTEIN,
1956). Pero els autors aporten una seérie de dades de la bi-—
bliografia que estarien d’acord amb els seus resultats. Aixi,
BARNETT & BULL (19460) i SASAKAWA & WALTER (1972) indicaren re-—
gions isoeléctriques, mé€s que punts. Els primers autors troben
una regid entre pH 8,2 1 9,6 1 els segons entre 7,2 1 9,6.
També fan referéncia a que el pKk de 7,9, restent allunyat del
valor obtingut per titracid, estd, en canvi, d‘’acord amb els
valors inferiors necessaris per explicar els estudis per elec~
troforesi, de distribucid (determinacid de pK’s per isotacofo-
resi) i de canvis especifics de volum amb el pH (RASPER &
KAUZMANN, 1942). Tot el qual els porta a considerar que ambdds
valors, el baix (7,9) i el més alt (10) sdén significatius, te-
nint en compte les condicions experimentals.
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Finalment cal mencionar que els mateixos autors, da-
vant d’aquest comportament "bifasic", van comparar els estudis
portatse & tevrme amb la moldcula dlenzim ectructurada i1 amb  la
deseslrucivrada. Van tractar, doncs, la RNAasa A amb 3cid per -
fovymic, trobant cue en agquest cas tan scls 1 /-NHP de la Lue—1
mostra un comportament bifasic (pK de 7,3 en 17interval de pH
7,0-8,0 i pK de B, 13 en 17intevval 8,2-9,9) mentre els res-
tants 10 grups & -NH2 de les lisines mostvaren un comportament
monofacic, ambh un valor de pR de 8,0-&,1.

D’acord amb %ot el que s’ha wcsmentat, es va procedir a
ectudiar la Teaccio RNAase A - Cl6-RMF a pH’s mds alcalins
(superiors a 7,3), Ja gque a aquest pH sembla afavorida la
reaccio amb 1’c{~NHZ de la Lys-1. Aquest estudi-control perme-
tria veure si, a 1l’elevar el pH de la rteaccio, s’afavoriria la
formacid d’unis) altre(s) derivati(s), diferents al Derivat II.
L’estudi d’aquests derivats permetria assolir un millor conei-
xement del seti fixador de purines de l’enzim.

Aquest estudi es va portar a terme emprant 3 pH’s:
8,0; 8,5 1 9,0 (marge que permetia abarcar els ph’s indicats
pels estudis de GUOLDFARB & MARTIN, 1976).

I1I-6.1  CONTROL D’ESTABILITAT DEL _MARCADOR _(C16-RMP)
EN_LES CONDICIONS DE REAGCIO

Abans de procedir a la reaccio propiament dita, es wva
procedir a controlar l’estabilitat del Cl&-RMP durant 48 hores
a 40°C a pH: 8,0 - B,% i 9,0. Tal com ja s’ha esmentat en 1‘a—
partat II~13, es van detectar traces de nucleosid a partir de
les 24 hoves d’incubacid, i que s’incrementa lleugerament la
quantitat a mida que el pH es fa cada vegada mds basic. De
fet, doncs, la degradacié detectada no sembla important i es
pot considerar que el marcador roman suficientment estable.

PARéS (1977) va portar a terme un control de la Tea-
ccio a 40°C a pH: &,0; 7,5 1 8,5 (zona de pH en que l’enzim €s
molt estable i presenta un maxim d’activitat) per control de
l‘activitat en front de 27,3’ Cp i d’RMNA, ohservant que a pH
8,5 la reaccio era mes "energica”.
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I11-4.¢ REACCIO RIBONUCLEASA A _- Clé-RME
ApH 8,9 831 9.0

L& reacciJ RNAoea A — Cl6~RMF a diferenlts pH’s va dur-
se a terme d’acord amb la metodologia de 1'apartat II-10 (es
rot cbzervar acue han estat emprades gQuantitats de marcador de
1’ordre de 50 vegades superiors a les d’enzim, que sdn bastant
nds elevades gque les quantitats e les que HAFFNER & WANG
(1973) encara detectaren interaccid entre l’enzim i1 1/AMP -
apartat I-2.8,3).

Aix{ doncs, es van fer reaccionar 50 mg de HRNAasa A
amb 100 mg de Cl6~RMP a pH: 8,0; 8,5 1 9,0 durant 48 hores a
40°C.

Desprds de cada reaccid es va eliminar el marcador que
ne havia reaccionat mitjangant cromatografia en caolumna de
Bio~Gel P2 i la fraccid proteica obtinguda es va aplicar a una
columna de CM-Sepharose CL-6B per separar els seus components,
Els perfils d’elucid obtinguts estan representats a la Figurs
13.

I11-6.2. 5 REACCIé RIBONUCLEASA A — Cl6-RMP & pH RB,0
CARACTERITZACIO DE LES FRACCIONS OBTINGUDES

En el perfil d’elucid de la Figura 15 a) apareixen 3
pics principals: 1’1a, Ila i1 II1la. El pic Ia no queda retingut
per la resina d’intercanvi catidnic i es eluit en el volum
d’exclusid. Els pics Ila i II1la elueixen a concentracions de
NaCl de 0,03%M i1 0,085 M respectivament. També apereixen al-
tres pics menys importants quantitativament. Les relacions eg—
pectrals de les tres fraccions majoritaries es presenten a la
TAULA S.

El pic Ia presenta propietats espectrofotometriques
més propies de nucleodotid que de proteina. Donat que no ha que-
dat retingut en la columna, aquesta fraccid ne ha. sofert cap
separacio selectiva i, per tant, s’haurd de sotmetre a un pro-
ces de purificacid com a pas previ a d’altres estudis anali-
tics.
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Separacid dels derivats de la reaccio RNAasa A ~ Clu-RMP. Fer-
£il d’elucio i gradient sali de 1a cromatografias en CHM-Sepha-
rose CL~48 de 1a reaccid a pH 8,0 (a), a pH 8,5 (b) i a pH 9,0

(c).
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TAULA  5.-

CARACTERTSTIGUES ESPECTROFOTOMETRIQUES DF LES FRACCIONS DE
LA CROMATOGRAFIA EN CM-SEPHAROSE NE LA REACCIO RNAasa A —
Cle-RkMP a pH: B,0;, 8,5 1 7,0.

A (nm)

FRACCIO MAX MIN A 2B0/46 2460 A 270/6 260 A 250/A 260

. L1t " o s B0 s o Mk B S B s s et o o e ke i ot bt ot Y9 ks P S e S W S oo e Y St S ST M e 288 s S Sre arie ke Sob AR B0 ek St M oo S Pt e vy et Braer e

Ia 264,5% 241 0,6 0,88 0,7
IIa 270 247 1 1,2 0,65
111s 277,55 253 1,96 1,7 0,8
Ib 265 241 0, 6 0,7 0,75
IIb 269 248 0,96 1,22 0,64
IT11b 277,95 252 1,97 1,7 0,77
Ic 265 241 0,6 0,91 0,74
IIlc 277,55 252 1,96 1,468 0,78

L’espectre de les fraccions va ésser realitzat directament de
1’elucid cromatografica, en la que es va uvtilitzar Tris/HC1

ettt e ey s e e i ss P tee S} S st ot P T s S T e S e e ! v WA B e P o e SO T S Gedgn e S0 B (et e e B b A4 T AT P e OO G e AL et Tosar et s Mk dets Waes Soens
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Fl pic Ila precents caractericstiques ecrectrals inter—
mitaes entre la proteina i el nucleotid. Si ec comparen amb
les caratteristiques espectrofotomiiviques de les barreges
model de la TAULA 6 es cot dedulir gue 2s tracta d’un derivat
monosubstituit,

EY pic Illa precente un ecpectre vuvltraviclat identic
al de 12 RMNAasa A natural i elueix @ la mateixa forga idnica
que aguests. Covirespon, doncs, a la fraccid de proteina que no
hha Teraccionat amb el ncvcleotid. €s 1a uvltima en eluir de la
columna de bescanvi cationic degut a la seva basicitat.

ACTIVITAT DE CADA FRACCIé

Cada fraccibd majoritaria obtingude (Ia-Ila-I1la) wva
gsser dialitzada, congelada, liofilitzada i pesada (veure TAU-
LA 7)., FPosteriorment es va determinar l’activitat de cadascuna
front del substrat 27,3’ Cp. L’activitat del pic Ia va resul-
tar ser nul.la 1 la del pic Ila d’un 90% (respecte de 1’acti-
vitat de la fraccid IIla, que es la RNAasa A nativa que ha
sofert els mateixos tractaments experimentals que ls testa de
derivats). La concentracid de derivat, pel cas de 1la fraccid
Iia, va ésser calculada emprant un coeficient d’extincid molar
de 22.100;, calculat pel metode de LOWRY {(apartat I1-14 i 111-7
«1.8.3).

1116020808 PURIFICACIO DE LA FRACCIO Ia

La Fraccié Ia es va repurificar d’acord amb les condi-
cions descrites en 1‘apartat 1I-9.1.e . El perfil d’elucid es
mostra & la Figura 146. En ella s’observa que apareixen dues
fraccions diferenciades. Les seves caracterfstiques espectro—
fotometriques venen indicades en la TAULA &.

- lLes caracter{stiques espectrofotometriques de la fra-
ccid 1Ial indiquen que es tracta de C1&4-RMP sobrant que no ha-—
via sigut eliminat del tot en la cromatografia sobre Bio-Gel
P2 i que en la cromatografia en CM-Sepharcse CL-6B (Figyra 16
a) no havia quedat retingut per la rTesina, degut a la carrega
negativa que 1’hi confereix el fosfat.
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Separacid dels derivats de 1la reaccid RNAasa A - Cl&—-RMP a pH’
£,0, 40 °C, forga ibnica 0,015 M en Tris/HCl. Perfil d’elucig
i gradient sal{ de 1a cromatoagrafia de repurificacid de la

fratciod Ia en DEAD-Sepharoce.
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TAULA & -

CARACTER{STIQUES ESPECTRUFDTDMETRIGUES DEE LA RNAaca A, RNpasa
A+ H-METILAMINOPURINA RIBOSA, DE LES FRACCIONS Ial, Ia2,1 Ib1l
a 1hg, 1 DEI. MARCADUR Cl6-RMP (Figures 16 1 17).

A (rim)

MAY. MIN A& 2B0/A 260 A 270/A 260 A 250/6 260

RNAasa A 277,95 2%2 1,97 1,468 Q,77
FNAzsa A + b-—metilamino purina
ribbsid (1:1) 270 247 0,92 1,18 0,63
RNAasa A + 6—metilamino purina
ribosid (1:2) 268 245 0,76 1,11 0,62
FRACCIO Ial 264 226,5 0,2 0,52 0,72
la2 266 242 0,71 0,92 0,66
Ibl 264 243 0,6 0,96 0,76
Iba 266 241 0,64 1,06 0,63
Ib3 2646 242 0,72 1,05 0,64‘
Iba 266 241 0,75 1,08 0,67
IhS 266 240 0,74 1,06 0,76
Ibs 262 240 0,65 0,96 0,7
1h7 262 240 0, 56 0,8 0,72
Ib8 261 244 0,6 0,9 0,75
C16~RMP 264 226,5 0,19 0,92 0,73

s o o e 24 g —— v o —— —— b > S ot Sorve el e Serét S B S SHreh P D e S i e At S ks P i AR Ot b S R s S S S e e PO i M S i U T VT e S S S o0 o W S

L‘’espectre de les fraccions va ésser realitzat directament de
l1’elucid cromatogrdfica, amortidor Tris/HC1 0,015, M pH 8, 1
de O a 0,25 M en NaCl per les fraccions Ial 1 Ia2, 1 el mateix
amortidor perd de 0,015 M, pH 8,0 a 0,2 M, PH 7,2 , per a les
fraccions Ihl a 1IbB.
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CARACTERITZACIO DE LA FRACCIU Iat

l.a fraccid 132 presenta un auament d’absorcid per des—
sota de 41 nm, carecterlstic de 1’enlle; peptidic. Les seves
caracter{stiques espectrofotomdiviques (TAULA &) indiguen quse
es tracte d’enzim-marcador mbs aviat en la propoveid 1:9 que
1:1, suagerint que hi ha més d‘una moledcula de marcador unit
per molbcule de proteina. Donet que el marcador te carregs ne-
gativa, a@ixo déna 3 1‘enzim una cdrreaa general molt més nega—
tiva, el que determinae Que aquectes molecules no quedin retln
gudes en la columna de bescanvi cat1on1c 1 en canvi quedin mes
retingudes en la de bescanvi anitnic que el marcador.

L’activitat d’aquesta fraccid la2 en front del 2/,3'Cp
va tesultar fscer nul.la, el que implica que les substitucions
han afectat al centre actiu de 1l’enzim; per blogueig o per
alteracio de l’estructura enzimstica.

Degut a 1la indicacié per dades espectrofotometriques
de que es tractava de derivats bi (o multi) substituits, es va
pensar de que segurament es tractava d‘una barreja de varis
tipus de bi {o multi) derivets. Per aquests motius es va pro-—
cedir a repurificar la fraccio laZ.

SEPARACId DELS DERIVATS DE LA FRACCIO Ia2

l.a fraccid Ia2 es va repurificar per cromatograF1a en
columisa de bescanvi anlonlc (apartat 1I1.9.1.e) pert emprant un
gradient mixte de forga ionica i pH. El perfil d- elucib obt1n~
aut es mostra a la Figura 17. El perfil demostra la presencia
d‘’una barreja complexa de molts tipus de bi(multidderivats. A
la TAULA & es mostren les caracteristiques espectrofotometri~
ques de totes les fraccions obtingudes; comparades amb les de
l’enzim natural, el marcador i barreges 1:1 i 1:2 entre 1’en-
zim i el &4-metilaminopurina ribosid. Exceptuant la Ial, que,
com ja s‘'ha dit, es tracta clarament de marcador, les altres
fraccions serien derivats amb un grau de derivatitzacid supe—
rior a una molecula de marcador per molecula d’enzim. L‘acti-
vitat de totes 1les fraccions en front de 27,3’ Cp va ésser
nul. la.
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. ! . P4 N
Separeacio dels derivats de la fraccio la2, de la cromatografia,

en DEAE~-Sepharose (Figura 16).,
Perfil d’elucid i gradient sali i de pH de la cromatografia de

la fraccio la2. El gradient mixt de forga ionica i pH va por-—~
tar-se a terme emprant dos amortidors:

1) Tris/HC1 0,015 M, pH 8,0
@)Y Tris/HCl 0,15 M, pH 7,2

tal com s’‘explica a l’apartat I1-9.1.e.
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I1l-6.208.2 REPURIFICACId DE L&A FRACCId Il&

La fraccig Ila de la cromatografia en CM-Sepharose CL-
6B va ésser recromatografiada emprant la metodoloeia decscrita
a 1l’apartat 11-9.1.d, donat que estd constituida per varis
devivats (apaviat 1-2.8.8). El perfil d’elucid obitincut es
representa a la Fiaura 18. Les caracteristiques espectrofoto-
métriques de cada fraccid van resultsr idéntiques & les mus—
trades en la TAULA 8 corresponents als derivats de la fraccid
11 de la cromotografia en CM-Sepharose Cl-&6B de 1a reaccio
RNAasa A — Cl&-RMP a pH 7,4 (apartat III-7) anomenats X1, X2,
X3, ¥4 i Derivat 11, amb les segients correspondéncies: I1latl
-=2> X1; 1la2 —--2> X2, I11a3 —--> X3; 1lad --> X4; I1l1ad --> Deri-—
vat 11. Cada fraccid va ésser dialitzada, conaelada i 1liofi-
litzada i es va determinar la seva activitat en front de 27,3/
Cr (activitat expressada en tant per cent respecte de l1‘acti-
vitat de 1a RNAasa A fraccio IIla que ha sofert els mateixos
tractaments). Els resultats van ésser completament coincidents
als expressats en la TAULA 9, corresponents als dels derivats
X (X1, X2, X3 i1 ¥X4) i al del Derivat 1l respectivament.

111-6.2.b REACCIO RIBONUCLEASA A - C14-RMP a pH 8,5
CARACTERITZACIO DE LES FRACCIONS OBTINGUDES

En el perfil d’elucid de 13 Figura 15 b) apareixen 233
pics principals: 17Ib, IIb i II1b. El pic Ib no és vetinguet i
elueix en el volum d’exclusid. Els pics IIb i IIIb elueixen a
concentracions de NaCl de 0,035 M i 0,08 M respectivament. Les
relacions espectrals d’aquestes fraccions es presenten a 1la
TAULA 5, on s’aprecia que corresponen a les de les fraccions
la, Ila i Illa de la separacid de les fraccions a pH 8,0. Les
tres fraccions van ésser dialitzades, liofilitzades i pesades,
obtenint-se les quantitats indicades a la TAULA 7.

L’activitat de cada fraccid va ésser tambd la mateixa
. . &
que la de les fraccions corresponents de la reaccio a pH 8,0.
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Separacié dels derivats de la fraccio Ila,

de la cromatografia
en CM-Sepharose CL-&68 de la reaccio RNAssa A -

) CléwRMP a pH
8,0 (Figura 146 a). Perfil d’elucio i gradient sali i de pH de
la recomatografia de la fraccio Ila en CM-Sepharose CL-68,
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111-6.2.b.1 PURIFICACIO DE LA FRACCIO Ib

Aquesta fraccio va ésser purificada igual que la Ta de
1a reaccid a pH &,0. E1 perfil d’elucio va €scser molt similar,
aixi com les caracteristiques espectrofotomdtriques de les
dues fraccions obtinoudes. ‘activitat de la fraccid I1bP2 en
front de 2,3’ Cp va €sser nula. Aguesta fraccid majoritaria
Ih2 wva €sser repurificade de la mateixa menera que la laZ,
obtenint—-se un perfil d’elucid molt similar & l’cbtingut en la
Figqura 1B. Les caracteristiques espectrals de les fraccions
foren corresponents a les de les fraccions obtingudes en la
mateixa repurificacid de la fraccid la2 i l’activitat de cada
fraccid en front del 27,3’ Cp també va €sser nula.

111-6.2.b.2 REPURIFICACIO D LA FRACCIO IIb

La fraccid IIb de la cromatografia en CM-Sepharose CL-—
6B va repurificar—-se de la mateixa manera que la Ila. El per-
£i1 d’elucid obtingut va ésser molt similar, obtenint-se S
fraccions amb unes caracteristiques espectrofotombtriques i
d’activitat idéntiques a les indicades a la TAULA 8 pels deri-—
vats "X" i el Derivat I1I, i a2 les activitats en front de 2/,3°
Cp indicades a la TAULA 9.

I111-6.2.¢ REACCIé RIBONUCLEASA A — C146-RMP a pH 9,0
CARACTERITZACIO DE LES FRACCIONS OBTINGUDES

En el perfil d’elucid de la Figura 15 c¢) apareixen 2
pics principals, 1’Ic i el IIlc. El pic Ic no €s retingut i
elueix en el volum d’exclusid. El pic IIlc elueix a una con-
centracid de NaCl de 0,08 M. Las relacions espectrals d’aques-—
tes dues fraccions venen indicades a la TAULA 5, i sén idénti-
ques a les de les fraccions Ia i 1b pel que respecte a la pri-
mera fraccid (la Ic); i a la de les fraccions I1la i I11b
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pel que respecte a la 11lc. Ambdues fraccions van esser dia-
litzades, liofilitzades i pesades 1 les quantitats obtingudes
veneu indicades a la TAULA 7. L‘activitat de la fraccid Ic wva
esser nula.

IT11-6.2.cal PURIFICACId DF LA FRACCIO Ic

, Essent purificada igual que la Ia i Ib, el resultat va
esser completament comparable. Es va repurificar ls fraccid
majorit3ria (Ic2) i els resultats van €sser en tot iguals als
Jja esmentats pel cas de les fraccions obtingudes al repurifi-
car els pics Ia2 i Ibe.

TAULA 7.~

e e b S S s S B S B T s P e S0 e T S D AR B ot B ks S ey e it B S ooy Skt . A e S o e et Y o S S AR S0 A SHALS R SO Shad St A A M G i it i ot At

REACCIO DE LA RNAasa A i C16-RMP A DIFERENTS pH’s. PES DE LES
FRACCIONS OBTINGUDES.

T Tl g g g S S S e e ]

REACCIO a pH FRACCIO I FRACCIO I1  FRACCIO III
{RNAasa A)
B (a) 22 mg 10 mg 7 mg
8,5 (b) 33 mg 7 mg 2 mg
? ({c) 45 mg - 0,5 mg
7,4 90 mg 41 mg 55 mg

Mars. recuperats de cada fraccio dels perfils d‘elucida de
les cromatografies en CM-Sepharose CL-6B de les reaccions
RNAasa A - CL&-RMP a pH: 8,0; 85 i 9,0 despréds d‘fsser
dialitzada, liofilitzada i pesada cada fraccio obtinguda
(figura 15).

s o = —— bt - - — T > b T " 0 o S S WLte ey P B ks S s S S A e e Ak S ke Pt M (et e ek e e RS St Bttt Phias i (e B s o e W it S e . e
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111~6.3  ESTUDI DELS RESULTATS

Comparant, tant el perfil d’elucio de la cromatografia
en CM- Sephavose CL-6B (Figura 15 a) com les cavacteristiques
especkrcfotomélriques 1 d‘activitat de cada fraccid majorita-—-
ria de la 1Tesccid RNAasa A — CLO-RMP & pH 8,0 amb el perfil
d’elucid 1 caracteristiques espectrals i d’activitat de la
reatcid RNAssa A - Cl&6-RMP a pH 7,4 (Fiewma 9 ¢, Figura 20) es
pot comprovar que s’obte una separacid molt similar, essent
cada fraccid identica. Dl’aqui  es va deduir que estavem en
front de les mateixes fraccions, el que implicava que la fra-—
ccid Ils coincidia amb la freccio 11 obtinguda & pH 7,4,
eluint ademes ambdues fraccions a la mateixa forca ionica:
entvre 3% 1 40 mM en NaCl.

Evidentment, 1la Fraccié 1Ib (de la Teatcio a pPH B8,5)
€s el Derivat II, obtingut a pH 7,4. €l mateix paral.lelisme
pot establir—se respecte de les fraccions obtingudes en la re-—
purificacio de les fraccions Ila i IIb. Tant en ambdds casos
com en el cas de la vepurificacid de 1la fraccid 11 obtinguda a
pH 7,4 (Figura 21) s’aobté un perfil d’elucid similar i les ca~
racteristiques de cada fraccid indiquen que sdn completament
iddntiques; podent—-se inferir que el Derivat Il estd impurifi-
cat en els 3 casos amb €l mateix nombre (4) de derivats i <que
totes les dades indiquen que es tracte dels mateixos 4 devri-
vats.

D’aquesta analisi es va concluir, que avgmentant el
pPH, ne s’obtenia cap derivat majoritari monosubstituit dife—
rent al ja conegut Derivat II, obtingut per reaccid a pH 7,4,
ans aquest mateix derivat i els "X" que 1’acompanyen. Aquestes
dades confirmarien l’especificitat de 1a reaccio del marcador
amb l’enzim, a pH 7,4.

lLa simple comparacio dels 3 perfils d‘elucié (Figura
15 a, b i c), Jjunt amb el rendiment de cada reaccio, expressat
per la gquantitat obtinguda de cada fraccid, indica que 1l’efi-
cdcia del marcatge arriba a €sser molt gran ,doncs el pic I1II,
corresponent a l’enzim natural que Toman sense reaccionar, es
progressivament meés petit. Respecte de les dades dq la TAULA 7
cgl assenyalar que les quantita?s de cada fraccio obtinguds
son bastant comparables entre si, donat que el pes molecular
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. [4 . . .
de cada derivat no es gaire diferent del de la RNAasa A, Ja
que el marcador unit a2 la molecula d’enzim aporta un pes mole-
tular bastant inferior al de l’enzim natural.

A rH 8,5 apareix un Unic derivat monosubstituit majo-
Titari (el pic II) i els altres derivaets mincritevris quasi han
desaparegut. A pH 9,0 ja no s’cbserva que hi hagin monoderi-
vats. Per contra, el pic I es va fent cada veoada més impor-
tant. Aix{ doncs, el rendiment del marcat ha siaut cada cop
més elevat, fins €sser gairebd total (la quantitat de RNAasa A
que'queda sense reaccionar s molt petita en el cas de la rea—
cciv & pH 9,0 - pic 11Ilc).

Agquest fet, unit al progressiu avgment del primer pic
(pic 1), constituit per bi(multidderivats, va fer pensar en
que el rendiment avgmentava a costa de la formacid de bi(mul-
tidderivats. Formacid afavorida per l’elevacid de pH, cada cop
més basic, en els que el pH arriba a ésser igual al pK de la
Lys—41 (8,8) i s’acosta molt al pK dels grups &€ —NH2 de les
restants 9 lisines de l’enzim (TAULA 3). Es el marcatge de 1la
Lys—41,;, que pertany al seti actiu, el que explica 1l’activitat
nul.la de les fraccions I, i de les obtingudes en €sser Tepu-
rificades.

Aixi, fins a pH 8,5, el derivat maJoriyari monosubsti—
tuit continua essent el Derivat 11, per reaccio en 1/ X-NH2 de
la Lus—-1. Els altres mercats,; menys afavorits, hen tingut lloc
a altres grups de l’enzim, com podrien ésser les histidines i
les lisines (d’acord amb la TAULA 2 i 3) despres d’haver sigut
marcat 1’ -NH2. Amb el que ens trobem amb una série de bi (o
poteer multi) derivats, amb la caracteristica d’ésser, sind
tots, en gran part inactius,.

Ls no deteccio d’un altre derivat monosubstituit majo-
tari diferent del 11, Jjunt amb’la dificultat que en principi
sembla comportar la purificacio dels biderivats; que a més son
inactius, ens va fer trasl.ladar l’atencid dels estudis vers
uns altres derivats monosubstituits susceptibles d’ésser estu-—
diats; encara gque no essent en principi majoritaris com el 11.
Aquests derivats monosubstituits foren els denominats "X" (X1,
X2, X3 i X4) que s’obtenen al repurificar la fraccid II.
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‘
111-7 REACCIO RIBONUCLEASA A -~ Cl6-RMP a pH 7,4
CARACTERITZACIC DELS DERIVATS "X

D,acovd amb la metodologis eementada & 17apartat I11-%9.
t.a es van fer reaccionar RNAasa A amb ClL4—-RMP a pH 7,4 du-—
rant 4B hoves & 40°. El Cl&6-KRMP que no havia reaccionat s’e-
limina per cromatografia en columna de Bic-Gel P2. Le Fizura
19 precente el perfil dfelucid d’aquesta crometoarefia, Les
relacions espectrofotométrigues indicaren que el pic 1 corres—
ponia a la fratcio proteica 1 el pic 2 al nucledtid que ne ha-—
via reaccionat.

La fraccid proteica (pic 1) es va recromategrafiar en
columna de CM-Sepharose ClL.—-&6B (metodologia de 1‘’apartat 1I1-9.1
.b). La Figura 20 representa el perfil d‘elucio i1 del gradient
salf.

I11-7.1  PURIFICACIQ DE LA FRACCIO 11

D’acord amb l1a metodologia de 1’apartat 11-9.1.d, 1la
fraccio denominada I1 en la cromatografia de CM-Sepharose CL-
6B (Figura 20) es va recromatografiar en columna de CM-Sepha-
rose CL-6B, eluint-se amb gradient de for¢a ibnica i pH. El
perfil d’elucio es mostra en la Figura 21. Tal com s‘aprecia
en aquests figura, s’obtenen 5 fraccions; de les que 1la D co—
rrespon al Derivat Il Jja caracteritzat (PARES, 1977).

111-7.1.a CARACTERITZACIO DE LES FRACCIONS OBTINGUDES

D’acord amb 1l’apartat I1I-9.1.c, despréds d’esser dia-
litzades, liofilitzades i pesades, les diferents fraccions van
€sser caracteritzades.

111-7.1.a.1 CARACTERITZACIO ESPECTROFOTOMETRICA DE
LES FRACCIONS X1 ,X2, X3, X4 1 DERIVAT II

En la TAULA B estan indicades les caracteristiques es-—
pectrofotometriques de les fraccions obtingudes. Comparant les
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FIGURA-19

Eliminacio del marcador no reacc{onat de la reaccio RNAasa A -
Cl6-RMP a pH 7,4. Perfil d’elucio de la cromatografia en BIO——
GEL P2,

Pic 1: fraccio proteica
Pic 2: marcador (Cl4--RMP)Y no reacciaonat
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FIGURA-20

Separacio dels derivats de la reaccid RMAasa A — Cl&-RMP a pH
7 4. Perfil d’elucio i gradient sali de la cromatografia en
columna de CM-Sepharose CL—-68, equilibrada amb Tris/HCl 0,015
M, pH 8,0, gradient lineal de 0 — 0,15 M en NaCl, del pic 1
separat per BIO-GEL P2 (Figura 1?2)., El1 rendiment de 1la reaccid

esty indicaet a la TAULA 7.
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FIGURA-21

Separacio dels derivats de la reaccid,RNAasa A —-— Cl5-RMP a oH
7,4. Perfil d’elucid i gredient sali i de pH de 1a Tecomato—

grafia del Pic Il en CM-Seprharoce CL~48.
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dzdee de la TAULA B amdb lesw de la TAULA &, ¢¢ pol veure que
totes les fraccions corresponen; molt probablement, a derivats
monosubetituite, i amb unes ceveclterisiiques molt semblante &
les de la barreda RMAasa A i &-mebtilaminopurina ribodsad (1:1),
aue permeten considervar ele grupe & -NHEZ de les lisines i
1ol ~NH2 de la terminal com a llocs probables d’unid del mar-
cador en aquests devivate, Aquest fel vindie recolzat pele ve-
sultate de 1l’espectrofotometria de diferbncia explicals més
enidavant.

T A B .-

CARACTERIST1QUES ESPECTROFOTOMEIRIQUES DE  LES FRACCIONS
X1, X2 X3, X4 i DERIVAT II

FRACCIO MAX MIN A 280/6 260 A 270746 260 A 2DH0/A 260

X1 273 248 11 1,22 0,73
X2 274 248 1,2 1,3 0,68
X3 274 248 1,2 1,31 | 0, 6%
X4 274 247 1,12 1,23 0,66
Devivat I1 270 247 1 1,23 0, 66

Mesures efectuades amb amortidor Tris/HCY 5 mM, pH 8,0.

, Recordant que tots els derivats ohtinguts en la Tea-
ccio a pH 7,4 entre 1’enzim i el marcador eluien a una forga
ionica menor que la de l’enzim natural, es podia deduvir Qque
els derivats posseien una carrega neta positiva inferior a la
de 1’enzim, explicable per la carrega negativa aportada pel
grup fosfat del marcador i per l’eliminacid d‘una carrega po-
sitiva en el cas de que fos una lisina l’aminoacid marcat. En
el cas present de la separacid de les fraccions del pic II, es
tracta de derivaets tots ells monosubstituits, €l «que implica
que tots posseeixen una molecula de marcador per molecula de
proteina. La separacid entre ells podria haver ectatl deguda a
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uno pétdus del fosfat per part d’algun d’ells, Qque, evident—
ment <cignificaria una carrega positiva neta superior. Agquesta
fraccid hauria estat eluids despréde de les que conservessin el
grup fosfat, el Derivat II inclos, que (s 1’0l1tim en eluir.
Donat que cap de les fraccions denominades "X" va eluir des-
prés del Derivat II (o fraccid S), hom podia suposar que cap
frarcad X" havia perdut el foefat durent el procée de recro-
matografiat, encara gque podia perdre’l durant tractaments pos-—~
tevicrs (fet que va éeser comm ovat en la cavactevitrzacio del
Derivat JI - PARES, 1977).

La sepoaracio entre les fraccions "X", que suposadament
conservaven el grup fosfat, només podria explicar—-se suposant
un mercatge en diferents grups nucletfils de l’enzim, que de-
terminds una cirrega neta positiva diferent per a cada deri-
vat, a mé€s d’un possible blogueig estéric d’una cdrrega posi-
tiva velna. Aquests diferents grups nucledfils podrien ser li-
sines a2mbh diferents pR’s cadoascune d’elles. Tambe cal teniv en
compte la provocacid de diferents canvis conformacionals en la
molécula. Tot aixd recolza 1s suposicio de que e€ls derivats
obtinguts serien diferents entre si degut, principalment, al
marcaetl en un grup diferent en cada cas.

Davant, doncs, de la separacid obtinguda i de gue molt
probhablement es tracta de devivats monosubstituite per reaccid
en un grup de l’enzim diferent de 1/o({-NH2 de la Lys-1 (Deri-—-
vat 11}, es va decidir de caracteritzar aquests derivats "X".

I11-7.1.a.2 ESPECTRES DE DIFERENCIA

Van ésser realitzats segons la metodologia descrite en
l’apartat I1-6.1 . Els espectres obtinguts es mostren en 1la
Figure &22. FEls espectres de diferbrncia de les fraccions "X"
sdn molt similars, en la zona superior a 245 nm, al del &-me—
tilaminopurina ribdsid. Agquest fet estd d’acord amb la hipdte-
si de que el marcador ha reaccionat amb grups &E-NH2 de dife-—
rents Ttesidus de lisina de la RNAasa A. En cenvi, l’espectre
de diferéncia del Derivat Il és molt diferent. La qual cosa és
sorprenent, donast que és un derivat amb el marcador unit en
1’c{ ~NH2 de la Lys—-1. Aquesta aran diferéncia es discutird
posteriorment, quan s’estudiin els espectres de diferencia
d’altres derivats.
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FIGURA-22

Espectres de diferencia dels derivats X1, X2, X3, X4, Derivat
17 i del 6b-metilaminopurina Tibosid originatse per canvi de pH
de neutre a 3cid. Dissolucions 0,1 M de cada mostra en aigua,
i la solucid e~ porte 2 pH 7,0, pH inicial 7, pH final entre
0,6 i1, t =25 °¢C.
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111-7.1.2.3 DETVERMINACICO DEL COEFICIENT D/EXTINCIO
MOLAR NEILS DERIVATS 11 i X4

D’acourd amb la meiodologia de 1l’aspartat 17-14;, es  van
obtenir els seglents valors:

DERIVAT 11 @ £a 270 nm = 22,100
DERIVAT X4 : &£a 274 nm = 22.250

(donat que els altres derivats tambe sdn  monosubstituits, es
poet suposar que tindran un coeficient d’extincio molar molt
semblant al del Derivat II i X4. Tal com es veura posterior-—
ment, d’altres derivats monosubstituits presenten valors molt
similars— aportat 11I1-B.1.¢).

I11-7.1.2.4 CARACTERITZACIO CINETICA DELS DERIVATS “X"

E£s determina l’activitat dels derivats "X": X1, X2,
X3, ¥4, Derivat 11 i de les fraccions IV, V i1 VI de 158 croma—
tografia en CM-Sepharose CL-6B de la separacid dels components
de la fraccid proteica (Figura 20). Aguestes dades poden donar
informacid de l’accid del marcador sobre 1l’activitat cataliti-
ty del derivat, i, indirectament, sobre la posicid del marca-
dor en la molécula proteica.

EFrn 1a TAULA 9 venen indicades agquestes activitats en
front de 27,3’ Cp i en front de RMA, respecte de l‘activitat
de la RNAssa A natural, recuperada de la Teaccid, que ha so-
fert els mateixos tractaments que els derivats. Aquestes venen
representades en percentatges.

Les dades de la TAULA 9@ indiquen clarament gque, en
tots els casos, el marcatge no ha afectat cap residu catalitic
critic, donat que no es perd totalment l’activitat en cap cas,
especialment front de 27,3’ Cp.
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TAULA 9.-

“ D’ A(TIV]IAT DF DIFERENTS DERIVATS AMB 2/,37 Cp 1 RNA.

e i b e em s = L PEAL 01 % e et Seeks 8 e Mkt B Ao aees o S GOy 6 % et e S o e e ot e S s mh b Seanr e et v v S © ———— o

DEHTVAT SURSTRAT
- 2,3 CF RNA 0,1 me/ml

X1 66 6,1

X2 45 2,3

X3 47 4

X4 53, 5 3

11 90 23

v 61,4 8,3

v 100 15
VI 97 13

Front de 2/,3’ Cp (2 fase de 1la catalisi: hidrblisi
del  nucledtid cfclic) s’observer diferéncies entre els dife-—
rents derivats. Els derivats "X" sdn els que presenten una me-—
nor activitat (exceptuant el IV). Aixd semblaris indicarv, en
principi, que el marcador, en aquests derivats, estd quelcom
més "a prop" del seti B1 R1 Pl on es fixa el 27,3’ Cp, que en
els altres derivats. El1 marcador exerciria aixi un impediment
estdric més gran, o una disminucio de l1a cirrega neta positiva
del seti catidnic de 1’enzim, deguda a la presencia del grup
fosfat del marcador.
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El Devivat 11 mostre une activitel d’un 0% amb &7/, 37
Ce, i, conseqUentment, amb el marcador situat en 1’/ el -NH2 de
laa Lus—1, el grur mavceder (1 el arup fousfal teavrregat negati-
vament) roman allunyat del Bl R1 Pl (3 8 A del seti fixador de
foofal P1 - apavtet 1-3), el que este d’acord amb el Tesultat
de la determinacid de les constants cinetiques del Devivat I1
pmprant 2,37 Cp. Tambd & ’hs denoeivel que el foefat del  mar-
cador no  estd situat ( o no ocupa el seti) en Pl, per recso-
ndncia maenetics nucleor (AHOS, 1961), ave un oltre sub-sets
del que v©s parlard en 1a discuscid final (apartat IV) i que va
foser derominat P2, Acuvestes dades epstan, doncs, completament
d’acord amb la hipotesi anterior de que els derivats "X" -g -
rien uns dervivats amb el masvcador situat quelcom més "a prop"
de Bl Rl P1, evidentment, en un grup ami diferent de 1‘0{ —NH2.
El marcador exerciria un impediment esteéric més gran a 1‘en—
trada del substrat, o provocaria una disminucid de la carveaa
positiva del seti catidnic de l’enzim més elevada.

Front d’RNA, les difereéncies no sdn tan acusades, perd
amb la particularitat d’écser totes les activitelts molt bai-
xes. Aquesta gran disminucid d’activitat podria explicar—-se si
ee t¢ en comple la rigidesa de la molécula d’RNA (LEE, 1897%5).
Existeixen dades que assenuvalen gue la cadena d’RNA pot inte-
raccionar en diversos punts de la molécula d’enzim (aspecte
del gque s‘en tornard a parlar més endavant). Agquesta rigidesa
impossibilitaria que la molécula d‘RNA “s’adaptés" correcta-—
ment, doncs es trobaria amb un impediment est¥ric bastant im-
portant, no podent-se fixar correctament a8l centre actiu del
derivat. Agquesta impossibilitat vindria agreujada pel fet de
que el marcador incorpora una molécula de fusfat carregada ne-
gativament, 1 1‘RNA posseix molts d‘aquests grups, establint—
ce una repulsid de carregues.
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ITI-7.1.a.% CARACTERITZACIO CINE[ICA DELS DERIVATS
X4 1 II. DETERMINACIO DE LES CONSTANTS
CINETIQUES DE La HIDROILIGI DEL 24,37 Cp
1 RNA CATALITZADUS PER L'ENZIM NATURAL,
Elt. DERIVAT X4 i El. DERIVAT 11,

D’acord amb 21 que s‘ha exposat a l’apartat anteviar,
e va procedir a determinar les censtants cinetiques d’unm dels
derivats obtinguts, 1’X4 (escollit b3sicament per criteris deo
puresa i de quentitat disponible), del Derivat I1 1 de la
RNAasa A recuperada.

La metodolooia emprada ectd descrita en els apartats
I1-6.3 i 1I-6.4 . Per a cada concentracid de substrat, les me-
sures van ésser fetes per duplicat en els tres casos. El trac-—
tament de dades ha sigut l‘’esmentat a 1’arartat I1-46.3 eel que
Tespecte @ les determinacione amb 27,3’ Cp en tots els casos
jdades que;, com Ja s’ha esmentat en el mateix apartat, van
esser ohjecte de posteriors estudis pel que Tvespecte a la
RNAasa A).

En la TAULLA 10 venen indicats els valors de les cons—
tants «cinetiques: Km i kcat, emprant 2,3’ Cp com a substrat.
En la TAULA 11 venen indicades les constants cinttiques calcu-
lades per HERRIES et al. (19&42) i per PARES (1977). Els valors
de m obtinguts per la RNAasa A sén molt semblants en els 3
casos, aixi com els de kcat.

El Derivat Il presenta una Km iQéntica a la de 1a
RNAasa A, en el cas dels estudis de PARES, i lleugerament su-—
perior @ la de 1la RNAasa A comparant les dades d’aquest tre-
ball (TAULA 10).
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TPU&A ]O -

CUN"TANWb CINETIG”E Km 1 kcat, DE LA RNAa,u A, DERI-
VHT IT 1 DtRIVAT 4 EMPRAN] 2';3 CP CUM A SUBSTRAT

MF1UPu D CA!CUL PNA? a A DFPIVAY II DFRIVAT x4

LINEWEAVER- Km: 0, 326{(+0, 4)mM 0,743(+0, 9)mH 0,701(£Q, 2)mM
BURK

keat: 54,540,4 min' 44,3410 min® 22,6140, 3% mn?

EADIE- Km: 0, 507{(+0,004)mM 0, 5233{+0,006)mM 0,81 (+0, 2)mM
HOFSTEE

kcat: 54%,7+0,3 min'  37,5+3 min" 2,75+0,22 min"!

CORNISH- Km: 0, 54{+0,03)mM 0, &2(+0, 7)inM 0, 82(+0, 3)mM
BOKWDEN

keat: 54,240,2 min' 31,344,2 min' 3,05+0,26 min-f

Condicions: amovtidor acetat sbdic/HCl 0,1 M, pH 5,0 ,
MaCl ©,1 M, tempetatura: 25°C.
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CONSTANTS CINFTIGUFS DE LA RNAasa A 1 DEL DERIVAT II OBTIN-
GUDES PER PARES (1977) i PER HERRIES et al. (1962).
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Km kcat
RNAasa A 0,437+ 0.7)mM 79,1 + 10,9 min-
DERIVAT I1I 0,435(+ 0,49)mM 51,8 £ 7 min-'
¢ RNAasa A 0,402(+ 0,37)mM 62 + 5,8 min-'
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%: valors trobats per HERRIES et al. (1962) .
Condicions: amortidor acetat sodic/HC1 0,1 M, pH 5,0
NaCl 0,1 M, temperatura: 25°C.
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El fet de gue el Derivat II presenti una Kn molt simi-
lar a la de 1la RNAasa A significaria que te una afinitat sem—
blant pel substrat de baix pes molecular i per tent que, apa-
rentment, el marcador no dificulta la fixacid del subtirat.
Aauest fet e¢ podria explicar tenint en compte Que l’enzim
presenta dos setis diferents, un que fixaria els nucledtids
purinices i ‘altre els pirvrimidinice. B} mavcador estarvia fixat
al seti de purines, mentre que el substrat ocuparie, pPrinci-—
palment, el seti de pirvimidines. Eutre ambdds existiria un
cert solapament, solament a nivell de la fixacid del grup fos-
fat.

RDS & WYCKOFF (1971) assenyalen una prebable se-
paracio de 2 entre els llocs de fixaciod del grup fosfat de
1’AMF i del 2’,3’ Cr, aquecta separacic no sembla suficient
per impedir un solapament esteric d‘ambdds llocs i aquest fet
donavia lloc a una competéncia pels recidus’ aminoacidics
(His—~12, His-119 i Lys-41) que formen el seti principal de
fixacid de fosfat de l’enzim. Aixi, la preséncia del grup fos—
fat del marcador en aquest seti dificultaria 1la fixacio del
arup fosfast del substrat, el que disminuviria 1’afinitat del
derivat pel 2/,3’ Cp i, en consequeéncia, augmentaria la Hnm.
Donat que &ixd no s’observa, aquest fet sembla indicar que el
grup fosfat del nucledtid marcador no estd situat en el seti
principal fixador de fosfat (P1l). Com ja s’ha esmentat, dades
de RMN indiquen tambe que el grup fosfat no ocuparia el Pi,
ans un altre sub~-seti (ARUS, 1981).

RICHA

W o}

€1 quocient kcat/Km presenta sempre un valor inferior
al de l’enzim natural, indicant una menor eficiéncisa cateliti-
ca del Derivat II respecte de la RNAasa A. Aquesta 1lleugera
disminvcid es deguda a l’existéncia d‘una_inhibici6 aparent-
ment no—-competitiva, alribuida solament a 1la preséncia del
marcador unit covalentment a la proteina.

Pel que respecte al Derivat X4, les dades de la TAULA
"10 indigquen que aquest derivat presenta una Km lleugerament
superior a la de 1l’enzim natural, o sia, una lleugera menor
aftinitat pel 27,3’ Cp. Aquest Derivat X4 presenta un quocient

kcat/Km bastant inferior al de 1l’enzim natural, que suposa una
efictiencia catalitica d’hidvrolisi del substrat bastant menor,
fet Ja comprovat (TAULA 9), essent de 1’ordre del 50% infe-—
rior. Tamh€ suposaria una inhibicid de cardcter no-competitiu,
o mixta, doncs la Km auvamenta lleugerament.
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La disminucid de la kcat del Devivat ¥4 respecte de
1’enzim natural estaria d’acord amb 13 hipotesi esmentada de
la precincia del grup marvrcedor quelcom més aprop del  seti  de
firacid del substrat Bl Ri P, '

DETERMINACIONS CINETIOUES AMR RNA

Pel que respecte a las determinacions amb  RNA, pl
tractanent de dades va essev fet amb la melodclooie de 1 apar-—
tat I11-6.4 per 3 la RNAasa A 1 el Derivat I1. Fel Derivat X4
pe  vo fer la representacid divecta de la velocitat inicial en
front de la concentracid de substrat i la representaciad dels
debles teciprocs (1/V en front de 1/5) de LINEWEAVER & BURK
(1934),.

Fmprant RNA com a substrat es van obteniv el seguents
valors de Km (en mg/ml) per a la RNAasa A 1 el Derivat II, in-
dicates en la TAULA 12.

i Soman boom i G i B e o SOt 0007 i o o Freas B Sty Skt P00 R eSS Tk B P il P i st 5 s B Bt e S e e S A S o et BB SO S M T G S T A S Bt 910) $OT s SY ited @ St o

VALORS DE Km (en mg/ml) DE LA RNAasa A 1 DEL
DERIVAT 1I EMPRANT RNA COM A SUBSTRAT

0t et B e s e o et e i R Bedot o it i A i B et S A e Tt B T Mt B B o i i G e G e e S WA e e e @o-t 4l e A M foew B S0t B e Al Mo @O0 e B e S ek e

METODE RNAasa A DERIVAT II
L INEWEAVER-BURK 0,377 + 0,05 0,71 + 0,08
EADIE-HOFSTEE 0,39 + 0,1 0,76 + 0,15
CORNISH~BOWDEN 0,41 + 0,1 0,77 + 0,14

- - — St (s s " ey s " S S04 B (. i Sty Bra S e Bt et (S doute (ot B e Sevte 0 A e S0 A M Pt e WD Sane (e - e e Bk ok S A B P ot A e e S s e S e .

Condicions: acetat sodic/HC1 0,1 M, 0,1 M en NaCl, pH 5,0
i 25°C de temperatura.
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Valors gue iudiquen: una menoy afinitet del Derivat 11
per 1 /RNA.

Determinacione de la Km de 1z BNASes & front de  1/RNA
han estat fetes per dfaltres avtors i1 venen indicades vn la
Tauls 13,

TAULA 13 .-

VALORS DE Kn DE LA RNAc,a A FRDNT D RNA

TNTERVAL FORECA
LS mo/ml  IONICA pH T°C K AUTOK
0,08-0,8 0,1 5 24,0 0,668 MARZOTTO (1970)
0,02-0,1 0,2 5,2 25 0,046 NOGUES (1978)
1 -8 0,1 5,3 35 77,78  BA1T & HODUCK (19&4)
1 -8 0,1 5,8 35 14,79  BATT & HOUCK (1963%)
0,2 -8 0,2 7 25 0,68 PARES et al.(1980a)

. lLa TAULA precedent indica clarament una gran discre-—
pancia entre els valors obtingute. Es troba el mateix valor a
PH S5 1 7, ,pero a una forga 1bn1ca una mica diferent (MARZD1TD,
1970; PARES 1980 a). Perd el marge de concentracions emprat ds
diferent. En canvi, variant el pH mitjsa unitat, de 5,3 a 5,8 i
variant el marge de concentracions, BATT & HOUCK (19&84) troben
2 valors bastant diferents entre si, i enormement diferents
respecte dels demés.

Davant dels resultats experimentals, hom va pensar en
la convenigéncia de realitzar estudis més detallats.

Pel que respecte al Derivaet X4 la Figura 23 mostre les
grafiques de la representacid directa de la velocitat inicial
front de la concentracid de substrat i la dels dobles reci-
procs de la hidrblisi de 1‘RNA pel Derivat X4,
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FIGURA—-23

al Representacié dels valors de la velocitat inicial per a
la hidrolisi de diferents concentracions d’/RNA pel Derivat

X4 i de la RNAasa A. Els valors de velocitat venen donats
en unitats arbitraries (disminucio d’absorbancia produida
en 2 minuts a 300 nm).

b) Representacic dels dobles reciprocs.

acetat sodic/HC1 0,2 MpH 5,9, 25 C de tewmperatu-—

Condicions:
Ta. KNA de germen de blat.
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18} com s’aprecia & la Figura 23 a), es fa bastant di-
ficil de parlar de cinética hiperbolica, o tipicament Michae-—
lisna, el que tesulta evident en la representacic de LINEWEA-
VER-BURK, en la que es fa impossible tracar una recta. En els
casos en oue s’havia traga2t une recta, s’ha poout comprovar
que depenia bisicament del marge de concentracions de substrat
emprat, i de l’esjust matemdtic.

De fet, esludie detallats duts a terme per RUBSAMEN et
al. (1974), WALKIR e% al. (1975-1978) 1 ARUS (198B2) van con-
cloure aue la cinética de la RNpasa A en front de 27,3’ Cp no
seguelix un comportament de tipus Michaelia. La interpretacid
d‘aquest comportament sera discutida més endavant. Pel que
respecte a 1‘/RNA, els estudis cindtics van indicar un compor-
tament similar a 1’indicat en la Figura 23 a) i b). De fet,
cal assenyalar que diversos autors ja havien assenvalat la di-
ficultat d’obtenir informacic de 1a hidrdlisi per 1l’enzim d’un
substrat com 1‘RNA, heterogeni i d‘’alt pes molecular; que de-—
termina una rveproductibilitet dels resultets molt pobre (HUM-
MEL & KALNITSKY, 1964),

I11-7.1.2.6 OBTENCIO DE L‘S-PEPTID i S-PROTEINA DELS
DERIVATS X4, 11 i DE LA RNAasa A

Els derivats X4, 11 i l1a RNAasa A es wvan hidrolitzar
amb subtilisina donant lloc a 1’S-peptid (aminoacids 1 a 20) i
ls S-proteine (aminocdcids 21 a 124) dels derivatse i 1l‘enzim
natural; 1’S-peptid i la S-proteina obtinguts es van separar
segons la metodologia de l’apartat 11-8. La Figura 24 mostra
els perfils d’elucio obtinguts en els tres casos.

Les fraccions obtingudes van ésser congelades i liofi-

litzades. Els espectres ultraviolats de les fraccions obtingu-—
des venen representats a la Figura 235.
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FIGURA-24

Perfil d’elucic de la separacic de 1’S-péptid i de 1a S-pro-
teina mitjangant cromatografia en BIO-GEL P6 a) de la RNAasa
A; b)) del Derivat I1; ¢) del Derivat X4. (Columna equilibrada
amb acetat 0,2 M, eluit amb acetat 0,2 M).




)

ahbsorbancia

FIGURA-29
Espectres ultraviolats de:
a) S-peptid (*+-++) i S-proteina (--—-—- ) naturals.

b) S-peptid Gteeess) i S-proteina (ce--o-d y II.
£) S-peptid =) i S-proteina (

Totes les mostres dissoltes en Tris/HC1 0,1 ™M, NaCl 0,1 M, PH
7) 4‘-
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L’S-peptid natural presenta una absorbdncis molt peti-
ta en la zona aromatica, doncs no t€ tirosina, ans nomds una
fenilalanina. L/‘increment Q’absorbbncia a pattir de 230 nm €c¢
degut a l’enllag peptidic. Es per aguest fet que es representa
1’absorbdncia a 230 nm de la zona de 1/S-péptid en el pevfil
d’elucioc de 1la separacio de les fraccions de l‘enzim naturzl
(fioure 24). La S-proteina natural presentea un espectre molt
similar al de la RNAasa natural. L‘S-poptid Il presenta una
gran absorbdncia en la zona avomdtica, amb unes caracteviaeti-
ques similars a las dels nucledtids purinics, perd amb un in-
crement & 230 nm que indica la naturalesa peptidica del com-
post. Aixd demostra que el nucledtid estd unit a algun dels
primers &0 amincdcids del Derivat II. La S-proteineg 11 precsen—
ta un espectre identic al de la S-proteina natural, pel que
cal suposar que la separacid entre 1‘S-peptid i la S-proteina
II ha estat total, aixi com l’eficiéncia de la hidrolisi per
1a subtilisina.

L’S-peéptid ¥4 presents una absorbancias molt petita en
1a zona aromatica, indicant clarament que el marcatge no ha
tingut lloc en els 20 primers aminoacids. En canvi, la S-pro-
teina X4 presenta un espectre similar al del derivat X4 sen-—
cer, indicant la presencia del marcador. Aixd demostra gque el
nucleotid estd unit a algun dels aminodcids 21 a 124 del Deri-
vat X4. En la TAULA 14 es mostren les caracteristiques espec—
trofotomdétrigques de cada fraccid obtinguda.

D’acord amb la metodologia de l’apartat 11-15 es va
procedir, mitjangant 1’electroforesi de proteines amb gel de
poliacrilamida en presencia de SDS, & efectuar un control de
l’eficidncia de la hidrdlisi amb subtilisina de la RNAasa A,
el Derivat II i el X4. Aguest control es va efectuar donat que
es tenien indicis de que la _subtilisina no hidrolitzava el
100% del Derivat 11 {(PARES, 1977). L‘hidrblisi es va dur a
terme a dues concentracions de subtilisina:

a) 1% pes/pes respecte de 1a quantitat d’enzim i

b) 47 pes/pes

A les dues concentracions van ésser emprats temps de
30 i &0 minuts. La Figura 26 mostra un esquema dels resultats

obtinguts.
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FIGURA-26

FEsquema de 1’electroforesi en gel de poliacrilamida, en pre-

séncia de SDS.

Gecl superior: 5% de acrilamida (Tris/HC1 0,9 M, pH 6,8).

Gel inferior (stacking gel): 19% de acrilamida (Tris/HCl 0,95
M' pH 8)8).

S’apliquen mostres dissaltes en Tris/HC1 25 mM, pH 8,4, glici-
na 200 mM, 0,17 S8DS.

'
NuUMe.

- blau de bromofenol.

~ G-peptid,.

— RNAasa A.

RNAasa & + Subtilisina al 1%, durant 30 min.
- Derivat II.

- Devrivat II 4+ Subtilisina ol 1%4; 30 min.

11 - Derivat X4 + Subtilisina al 1%, 30 min.

12 - Derivat X4 4+ Subtilisine a2l 1%, 60 min.

13 - NDerivat X4 + Subtilisina al 4%, 30 min.

14 - Derivat X4 + Subtilisina al 4%, &0 min.
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Els resultats van indicar que, en tots els casos, es
produiz el trencament amb gran eficiféncia, exceptuant el cas
del Derivat X4, en el que es podia apreciav que, si be hi  ha-
via haaut trencament, encara restava derivat cense esser hi-
dvolitzzt,. Devent daquects tesisténcia & 1’hidrdlisi pey part
del Derivat X4, hom podia supaosar gue aguesta resistdéncia  no-
més podia €sser deguds @ 1’incorporacid del morcador. Aguest
exerciria un impesdidsent al trencament, o determinaria una ma--
dor conpactacid de l‘enzim, que dificultervia ) hidrdlisi per
1a subtilisina.

TAULA 14 .-

CAR@CTERfSTIGUES EﬁPECTRDFUTDMéTRIGUEB DELS DIFERENTS
S-PERPTIDS 1 S-PROTEINES OBTINGUTS

s e S s B e s oot St S e S Mot et e e e e Baee Pt Mot i B A Mkt ks et vSNe B Sn o B, B ns iy o S ek WA (et ook e s e S e e Bt (e M oot B Foe P Y B e A B B

A {nm)

FRACCIO MAY  MIN A 280/A 260 A 27074 260 A 250/4 280
S—PEPTID

natural 230 - —— - ——
5-PROTEINA

natural 277 29 1,9 1,73 0,75
S-PEPTID I1 266 240 0, 56 1,08 0,58
S-PROTEINA 11 277,5 251 2,14 1,44 0,7
S-PEPTID X4 2230  --—- ——— — e
S-PROTEINA
X4 272 245 0,94 1,23 0,58
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Condicions: mostres dissoltes en - Trig/HC1 0,1 ™M, NaCl O,1 M,
PH 7) 4q,
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I11-8 REACCIO RNAasa A — 6-CLOROPURINA RIBOSA

Les dades cinetiques del Derivat II en front del 27,3
Cr (apevtat 111-7.1.2.9) indicaren la pouscibilitat de que el
grup fosfat del marcadoer no estigues situat en el seti de fi--
xacio del fuefat de l’enzim, donat gue el devivot presenta la
maleixa afinitat pei 27,3’ Cp que la ribonucleasa. La kcat
presenta un velor inferioer, indicant que el marcador {(unial a
la Lus—1) exerceix algun tipus d’efecte que determina una in-
hibicio no-competitive. Les dades en frout de 1/RNA  indicaren
que el Derivat II mostra una activitat menor, resultat expli-
cat en termes de Tigidesa de la molécula d’RNA i de Tepulsid
entre les carregues negatives del fosfat del nucledtid marca-—
dovr i dels grups fosfodieéster de 1’RNA adjacents al que es fi-
¥a en el seti fixador principal de fosfat de l’enzim.

Aquests fets van sugaerir la idea d‘estudiar el paper
Jjugat pel grup fosfat del marcador quan esta unit a 1¢ ol~NH2
de la Lys—1 (Derivat II) i es va pensar en la possibilitat
d’obtenir un derivat en aquest OL-NH2 de la Lys—1 que no tin-—
gués el grup fosfat, o sia, un derivat marcat amb el &-Cloro-
purina ribosa.

D’acord amb les dades de la reaccio RNAasa A &-Cloro-
purina ribosa (apartat 1-2.8.a3) es va procedir a estudiar els
diferents derivats obtinguts per tractar de tomprover si algun
d’ells corresponia a un derivat per modificacid de 1’o{-NH2 de
la Lys-1.

D’acord amb la metodologia descrita en l’apartat 11-12
es va fer reaccionar RNAasa a amb 6-Clorpurina ribosa a pH
7,4. El control de 1l‘estabilitat del marcador va ésser fet
d‘acord amb la metodalegia de 1’apartat I1I-13.

El1 6-Cloropurina ribosa no reaccionat va ésser elimi-
nat per didlisi en front d’amortidor Tris/HC1l 15 mM pH 8,0. La
fraccid proteica es va purificar per cromatografia en columna
de bescanvi catibnic de CM-Sepharose CL-6B. £1 perfil d‘elucid
es mostra a la Figura 27 en el que aparteixen 7 fraccions que
van ésser caracteritzades espectrofotomdtricament (TAULA 15).
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FIGURA-27

Separacio dels derivats de la reaccid RNAasa A — &6 Cloropurina
ribdsid. Perfil d’elucid i gradient salf de 1a cromatografia
en CM-Sepharose CL-68, equilibrada amb Tris/HC1 15 aM, pH 8,0.
Gradient 0 - 0,15 M en NacCl.
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TAULA 15 .-

(AFAfTLFIST]GUEH E FECTFGFUIUM:TRIGU = DF lFf FFACCIDND
OBTINCUD&% EN LA CROMATOGRAKFIA aMB CHM-Sepharose CL-&HB DUZ
LA REACCIO RNP;.& b~ 6 CLORQOFURINA. RIBOSA,

Adnm)

FRACCIO MAY  MIN A D50/A 2O A B70/A 260 A BBO/A 260

A

{(no retin-

guda) 247 243 0,58 1,16 0, 463
B 269 244 0, 95 1,19 0,95
C =269 245 0,6 1,2 0,95
D 268 245 0, 61 1,17 Q0,71
E 270, 5 246 0, 61 1, ~ 0,93
F 270 244,95 0, 41 1,21 0,88
&

(RNAasa) 277,95 250 0,8 1,951 1,87

e o it St et U o e S Bt SPere A 0 S AN e R AL SRS rdh A T S S0 S AT Semt Barat A Sy Shend Aty e (a5ep St A S PO et e fhe i P Son Metet S B SN St G S48 SR S S S TR P R

Condicions: mostres dissoltes en Tris/HC1 O,1 W, 0,1 ™M en
NaCl, pH 7, 4.
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Les relacions espectrals de la fraccid A (no retingu—
da) indiquen que es tracta de derivats amb més d‘un nuclebsid
marcador per molécula de proteina. L’Gltima fraccio (G), tant
per les dades de la TAULA 15, com per 1la For;a itnica d’elu~—
cid, és la RNAasa A no reaccionada. Els demes derivats presen-—
ten relacions espectrals similars a les dels devrivats mono-
substituits de l1a reaccid entre la RNAasa A i el Cl&~-RMP (TAU-
L& 1),
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El que cada freccio elueixi a diferent forga idnica in-
dica que, a 1’dsser retinauts amb qiﬁerent forga per la resi-—
nan, la cavregs nets de cada froaccio es difevent, el que demoe-—
Llra que el marcalge ha tingut lloc en un punt diferent de 13
molecula enzimdtica en cade derivat.

Les diferents fraccions obtingudes van €sser dialilia-—
des 1 licfilitzadeo, Lo aquantitset de RNAcsa A rTecupetrada
(fraccid C), que no havia reacciconat, correspongue a un 2/% de
la aquantitat inicial. Le quantitat de freccid E obtinguda va
correspondre a un 16,77 1 1la de la F a un 17%.

I11~8.1 REPURIFICACIO DE LES FRACCIONS E i F

Amb la finalitat d’dsser caracteritzades posterior—
ment, es va procedir a rvepurificar les fraccions E 1 F, mit-
Jangant una cromatografis en CM-Sepharose CL-6B amb gradient
mixt de forga idnica i pH. Els perfils d’elucio obtinguts es
mostren en la Figura 28.

La vepurificacid de la fraccid E mostra la presencia
d’una fraccid majoritidria () i d‘una minoritadria (E’) que es
eluvida més tard. La de la fraccio F mostra tamb€ un derivat
majoritari (F), perd que en aquest cas es eluit mes tard, i
d ‘un minoritari (F’). Cada fraccic va ésser dialitzada, conge-
lada i liofilitzada i es va caracteritzar per diversos mito-—
des.

I11-8.1.8a CARACTERITZACId ESPECTROFOTOMETRICA
DE LES FRACCIONS €, E, F i F’.

Les caracteristiques espectrofotometriques de les
Ffraccions obtingudes, presentades en la TAULA 1&, indigquen que
aquestes fraccions sdn, molt probablement, derivats monosubs—
tituits. A més, per comparacid amb les caracteristiques espec-—
tvofotomdtriques de la barreja equimolecular RNAasa A i b&-me-
tilaminopurina ribdsid (TAULA 5), es pot concloure que, molt
probablement, son derivats substituits en els grups ol —NH2 i
E€-NH2 de lisines.
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TAULA 16 .-

CARACTERfSTIQUES ESPECTROFOTOMETRIQUES « D LES FRACCIONS
OBTINGUDES EN LA RECROMATOGRAFIA.

A (nm)

FRACCIO MAX MIN A 250/6 260 6 270/6 260 A 2BO/A 260
e evms mar,s 0,65 1,3 1,08
E’ a272,5 248,95 0,7. 1,2 1,08
F 269 244 0,64 1,16 0,81
F’ ara 247 0,7 1,22 1,02

Condicions: Tris/HCl 0,1 M, NaCl O,1t M, pH 7,4.
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111-8.1.b ESPECTRES DE DIFERENCIA DE LES FRACCIONS
Ei1F.

Realitzats segons la metodologia de 1‘’apartat 11-6.1,
els espectres obtinguts es mostren en la Figura 29.

Els espectres de diferdncia dels derivats F/ i E sdn
molt similars al del &-metilaminopurina ribdsid, perd el del
Derivat F és molt diferent, i en canvi molt semblant al del
Derivat II (Figura 22).

Quedava clar que els Derivats F’ i E eren derivats mo-
nosubstituits en una lisina, pero en canvi no s’‘explicava tant
be pel cas del Derivat I1 i del F, ja que hom sabia que el De-
rivat Il estava modificat en 1o -NH2 de 1a Lys—-1i. Pero si
s ‘ohserva l’espectre de diferéncia 3cida del o-metilaminopuri-
na emprat com a referéncia, es pot observar que els espectres
de diferéncia dels Derivats II1 i F sdn similars al d’aquest
compost model.

Per tractar d’explicar aquestes diferéncies d’espectre
dels Derivats II i F, el primer que calia estudiar era les di-
ferbnries d’espectre dels compostos model: 6—-metilaminopurina
i b-metilaminopurina ribbsid, donat que ambdds compostos mos-
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aigua, i la solurid es porta a pH 7,0. pH inicial 7,0, pH fi-
nal entre 0,6 i 1. P9 ©°C de temperatura,
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traven vua diferencie dlespectre acusadament “Ydiferent”. E}
primer mostra un increment d’absorbdncia al voltant de 28% nm
mentre que €l segon mostira, en la moteixa zona, una disminucio
d’absorbancia.

L’0nica diferéncia estructural entre ambdds €s la pre-
‘. . . .
sencia o no de ribosa. La TAULA 17 mostra les caracteri{stiques
espectrofotométriques d’ambdos compostos a diferents pH’s.

TAULA 17 .-

CARACTERISTIQUES ESPEC MROFOTOMETRIQUES DEL &-ME~
TILAMINDPURINA i DEL &-METILAMINOPURINA RIBOSID.

b-metilaminopurina H_ _CH, | M: 149,16
N
- N N -
T\ | > pR: 1 4,2/10
N N
NTOH

pH AMax AMin A230 A240 AR50 A270 A280 A290 E

1 267 232 0,22 0,31 0,64 1,06 0,7 0,32 15.300

—— — o - -——— — e — e s ——— —— — —— — —— e - —

7 266 231 0,13 0,24 0,% 0,98 0,55 0,07 16.200

13 273 - 231 0,77 0,39 0,55 1,48 1,19 0,25 135.900

(o
6b-metilaminopurina ribosa N M: 281,27
~ » rK: 4
LAy’ |
N N
HOCH, o
HO OH

PH AM3x AMIn  A230 A240 A250 A270 A280 A290 &

——y -— —— [ SR ——— o - — —— — - o o —— —— ——r —— —— e e

1 262 231 0,2 0,31 0,66 0,88 0,41 0,13 146.600
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Pel que respecta al éb-metilasminopurineg, &l pessar de
pH 7,0 a pH 1,0, s’observa un clar avament d’absorbincia en la
zona de 280-2%0 nm, que es reflecteix en el seu espectre de
diferdncia, donant 1llec al primer pic.

Pel que respects al &-metilaminopurine ribdsid, obser-
. . . . 7 . Py
vem en la mateixa zona, una clara disminucio que indica 1a
. . . £ . -
seva disminucio d’absorbancia donant lloc, doncs, & la dife-
\ . . . : N b : ’
réencia tant apreciable entre els espectres de difevéncia d’un
i de l’altre.

Aixd podria induir-nos & pensar que la diferéncia en-—
tre els espectres de diferencia acida dels Derivats II 1 F
respecte dels demés derivats fos tambéd deguda a3 que el Derivat
F haguds perdut 1a ribosa i el Derivat II la ribosa i el fos-—
fat. Perd aquest fet resulta dificil d’acceptar per quant els
estudis per ressonancia magnética nuclear de proto de 1‘S-pep—
tid I1 (PARéS, 1977-1980 b) van demostrar la preséncia de rti-
bosa. Per altre part, i tal com s’indicard més endavant (apar-—
tat I11-B.1.e.1), els espectres de ressonancia magnetica nu-
clear del Derivat F tambd demostren la preséncia de ribosa en
aquest derivat.

Resta per explicar la difertncia Q'espectre a l’vltra—
violat tant apreciable observada per ambdos derivats.

Una possible explicacio seria que a 1‘obtenir la dife-
réncia d‘espectre, per adicid de HCl, donat que 1’enllag nu-
cleossidic és bastant 1abil, donguéds lloc a 1l’aparicid de vi-
bosa lliure. Perb aquest fet resulta dificil d’acceptar per
quan no s’observa la diferéncia d’espectre "anomala” per als
derivats en els que el marcatge ha tingut lloc en els é;~NH2
de les lisines, ni en el cas del compost model &6—metilaminopu-—
rina ribosa.

Una altra possible explicacid seria la influkncia «que
en la ionitzacid del marcador podrien exercir els grups co-—
rresponents de la lisina, propers a la posicio N-& de la puri-
na (4 metilens en el cas del marcador unit a 1‘E-NH2, i 1‘en-—-
llag peptidic en el cas del marcador unit en la posicid
ol —NH2). Per tal de donar suport a aquesta hipdtesi es wvan
cercar en la bibliografia diferéncies d’espectre acides de
compostos model el més semblants possible a 1l’estructura del
marcador unit a 1%(=NH2, i a la posicic&NH2 (Figura 30), tant
amb sucre com sense, per veure si tambe presentaven aquest
comportament andmal.
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H 0\\Ef
+ | Iy
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EP = enllacg Peptfdic .
= resta de la sequencia aminoacidica

FORMULA DE LA LYS-1 de la RNAasa A
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FIGURA 30

En la TAULA 18 es mostren els comportaments dels com-
postos model indicats, comparats amb 21 comportament de la
&—metilaminopurinae (que presenta un augment d‘absorbancia a
280 nm en la diferéncia d’espectre 3cida) i del &-metilamino—
purina ribdsid (que presenta una disminucid a 280 nm). Els nu-—
cledtids presenten una diferéncia d’espectre igual a 1la dels
nucledsids.

lLes dades de la TAULA 18 indiquen que hi han compostos
que,; presentant una difer®ncia d’espectre 3cida similar a  1la
del 6b—metilaminopurina, no l1a presenten similar a la del b-me-
tilaminopurina ribbsid quan passen a tenir la ribosa unida a
la posicid N~9 de 1l’anell de purina, poguent-se concloure que
aquesta diferéncia d’espectre depen del tipus de grups substi-—
tuent en la posicid N-&6 de 1’anell. Aquest fet ddéna, de per
si, suport a la hipdtesi de que la infludncia del grup proper,
en el cas del marcatge en 1‘©C-NH2, pot ésser TrTesponsable de
1’andmala diferdncia d’espectre que presenten els Derivats II
i F. La diferéncia d’espectre acida, doncs, resulta una tecni-
ca eficag per a reconéixer aquells marcatges que hagin tingut
lloc en 1’cL-NH2 de la RNAasa A, per distinguir-los dels que
han reaccionat en 1’& ~NH2.
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TAULA 18.-
DIFERENCTA D’ESPLCTRE ACIDA DE L’ADENINA i DIVERSQOS
COMPOSTOS SUSTITUINS EN L’N-6;, COMPARATS AMB ELS £5-
PECTRES DE DIFERENCTA DELS RESPECTIUS RIBONUCLEQOSIDS

0

51 = Presents una diferencia d’especirve dcide similar a la de
la o6-metilaminepurina {(per a compostos que només tinguin
la bhawe), 0o a la del &d-metilaminopuvine Tibbdbeid (per  als
ribonucleosids corresponents).

by
BASE NUCLEOSID
Adenina 51 Adenosina . ; NO
i
Z N
NH, T\ | \>
N 0,
NN HOCH,
"o OH
Né-Treonino S1 N6-Treonino NO
carbonil o carbonil "
adenina ’ adenosina 0 cHon
CHOH ] ]
it NH—-C—NH-CH H
NH~C—NH~CH ]
W\ =0 NS N\) c=0
N, N\) | L #-N on -
k =N oH N
N H Hocn, 0.
o o4
Né~Isopente— 51 Né~-Isopente- _NO
niladenina niladenosina Nwwm_mhcqu
HN—CH,—CH:C:CM' N N\> |
N cH, &
NT R 1 N7 N
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BASE MUCL Fb’“m
N(.-; (‘11c1n0 OH 51 N6 (‘11c1no 9 NO
carhonil o &m0 carhonil PHo O —CH,
adenina Nn-é-m{-éu, adenosina ',‘\:; '\) {=°
A N oK
Qh’ N\> HOCH,
H
e e e e e e e e e e e e OO e
0
No-metil-No- 9 L oni— — NO

glicinocarbo— )I ‘i'°
. . N\
niladenosina L > ou

HOCH,
!
|

HO OH
Né~(4-hidroxi ":c,:C/C“J 51
isopentenil) NH-—Cfl; CH,OH
adenosina N‘\’ ! N\>

HOCH, O,
HO OH
. . CH,\N/CH, |
N6-Nb-dimetil . S1
adenosina Nk/' )
\N N ‘
HOCH, O, i
|
HO OH |
f“a
N6é-metil—Nb6— g %‘Hout 51
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HO OH
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l.ee dades de la TAULA 18 han estat extretes del “Handbook of
Biochemistry and Molecular Biology” 3rd KEdition. Nucleic Acids
Vel, 1, G. D. FASMAN. CRC Press (1975).
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El fet de que el Derivat II, marcat a 1’el -NHZ (PARES,
1977), i el Derivat F presentin la mateixa diferéncia d’espec—
tre @ 1’3cid suggereix que el Derivat F també estaria marcat
pel nucledsid en el arup of ~NH2. Per tant, el Derivat F seria
idéntic &l Derivat 11, perd sense fosfat. Aixd ens permetria
ectudiar l’efecte del grup fosfat en les caracteristiques del
marcateoe, per comparacit de les propietats d’ambdde devivats.

Per tal de confirmar que el marcatge en el Derivat F
havia tingut lloc en 1‘of -NHPR de la Lys~1, es va procedir a
determinar 1‘’aminodcid N-terminal d’aquest derivat i d’altres
derivats obtinguts, i a l’obtencio de 1’S-ptptid F per a com-
provar que el marcat havia tingut lloc en 1‘S—-pbptid i, en tal
cas; per & obteniv el seu espectre de Tressondncia magnetics
nuclear.

111-8.1.c DETERMINACIO DE L‘AMINDACID N-TERMINAL DE LA
RNAasa A i DELS DERIVATS F, F’, E, X3 i X4a.

La metodologia emprada és la descrita a l’apartat 11—
16. Els resultats estan representats en la Figura 31.

Observent la Figura 31 es pot veure que a la part su-
perior de la placa de capa fina es situen les lisines bidansi-
lades,; i torresponentment;, la lisina terminal de la RNAasa A
bidansilada en 1‘6(~NH2 i en 1/&E-NH2. En el pracés de prepa-
racid del patrd de lisina monodansilada (apartat 1I-16) s’ha
emprat 1lisina amb ambdds grups NH2 sense blogquejar. Donat que
el Clorur de Dansil és molt reactiu, en la preparacid de lisi-—
na monodansilada es produeix una certa quantitat de lisina bi-
dansilada. Com es pot apreciar, el Derivat F no dbna taca en
la z1zona de la lisina bidansilada, donant-la forta en la zona
corresponent als monodansilats, amb un Rf igual al de la taca
corresponent a la 1lisina monodansilada. Aixd indica que la
lLys—~1 del Derivat F només s’ha monodansilat, el que implice
que tdé 1’altra grup NH2 bloquejat, lldgicament pel marcador.
Es pot, per tant, afirmar que el marcatge ha tingut lloc en la
Lys—-1.
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FIGURA 31

Determinacid de 1’aminoacid N-terminal de 1a RNAasa A i dels

Derivats F, E, X3, X4 1 F’.

Condicions: 30 nmols de RNAasa A, o de Derivat. tractats amb
SDS i amb Cl1-DNS disselt en MNaHCO3 1M, pH 9,;5.
Fosterior hidrolisi Bcida amb HC1 6@. El sediment
sec 5 dissal en 10wl d’acetona/acetic 3:2 1 se
sembren 4 ul en plate de Silicagel.

Dissolvents: 1-Tolud,” etanol, NH4A0OH 25%, HEQ (15:50:2:2 en
vol.) @-Cloroform, n-butanol, acretic (49:30:11:25
en vol.)

En la mateixas plata se sembren patrons de lisina monodansilada

i lisina bidansilada, preparats d‘’acord amb 1la metodologia

esmentada a 1’apartat 11-164.
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Obgervent la Figura 31, & la part superior se situen
les lisines bidansilades i s’aprecia que els derivat E, F’, X3
i ¥4 donemn una taca de mateix R{ que les lisines bidansilades,
inticant que el marcatge no ha tingut 1loc en la Lys-1. En re-
sum;, nomes el Derivat F estd mercat en la Lys-14, mentre que
tots els allres ho estan en altres arups de l’enzim.

111-8.1.d OBTENCIO DE L’S-PEPTID I S-PROTEINA DEL
DERIVAT F.

El Derivat F va hidrolitzar—se amb subtilisine, donant
lloc a 1‘S-peéptid F 1 a la S-proteina F que van separar-se
d’acord amb 1la metodologia de 1‘apartat I11-5. La Figurvra 32
mostra el perfil d’elucid obtingut.

Els espectres vltraviolats de les fraccione obtingudes
estan representats a la Figura 33.

L’S-peptid F absorbeix en la zona aromdtica, indicant
que el marcatge ha tingut lloc en aquest extrem N-terminal, i
a partir de 230 nm, el que indica la naturalesa peptidica del
compost.

Paral.lelament, i de manera analoga, es va obtenir
1’S-peptid del Derivat II i 1’S-pbptid natural. Es va procedir
a tealitzar els espectres de diferéncia acida de 1’/S-peptid 11
i S-péptid F que es mostren a la Figura 34.

Tal com s’aprecia a la Figura 34, ambdds espectres sén
molt similars entre si, i molt similars als dels derivats sen-—
sers (Figura 29). Aquest fet indica que la caracteristica es-
mentada de la diferédncia d’espectre "antimala" que presentaven
els Derivats 11 i F es mante en els seus respectius S-peptids.
Aixd demostra que la molécula proteica no juga cap paper de-
tectable en 1les difertncies d’espectre obtingudes, i que és,
bdsicament, el marcador i el grup de marcat els que determinen
aquestes caracteristiques.
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Perfil d’elucid de la separacid de 1’S-peptid i S~-proteina del
Derivat F, en columna de B10O-GEL P46 equilibrada amb wcid ace-
tic 0,2 M. Elucio amb acetic 0,2 M.
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Espectres ultraviolats de 1la fraccio 1 corresponent a la 6-
proteina, i de la & corresponent a 1’S—peptid, del Derivat F.
Moslres dissoltes en amortidor Tris/HC1 0,005 M, pH 8,0.
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Una vegada obtingute 1/S-peéptid natural, 1’S-peptid I1
i 1/S-péptid F s van enreaistrar els seus espectres per res-—
sonancia magnelica nuclear de protd (aspertat secient) per a
determinar:

i~ i el mavcador conserva la riboea, tant en 1/S-pep-
tid IT1 com en 1/'S—-peptid F.

2= rer & confirmer gue e) Devivat T havie siaut moarcet
en la Lys—1 i determinar quin dels dos orvups ami
(oo €) era el lloc de la reaccid de la RNAaca amb
el 4-cloropurina ribosid.

II11-8.1.e RMN APLICADA A L'ESTUDI DE PROTEINES.
ESTUDI PER RESSIONANCIA ﬂAGNéTICA NUCLEAR
(RMN) DEiPRUTd DE L’S-PEPTID NATURAL i
DELS S—-PEPTIDS DELS DERIVATS II i F.

La ressondncia maenetica nuclear €s una tecnica molt
emprada a 1‘an3lisi estructural de -proteines i d’altres biomo—
lecules (WUTHRICH, 1974, 1976). Entre les diferents modalitats
d’aquesta tecnica, aquella que estudia els efectes de resso—
nancia dels nuclis dels protons es i ha estat la més utilitza-
da, degut a la seva gran sensibilitat i a 1a gran abundancia
d ‘aquests nuclis a les biomolécules.

La posiciéd i multiplicitat de 1les bandes d’absorcio
(ressonancies) dels nuclis estudiats depen de la naturalesa
del grup quimic en que es itroben (el que permet la seva iden-
tificacid) i de la situacid conformacional d’aquest grup (in-
formacio conformacional).

Apareix com a nova tecnica en 1946 (BLOCH, i PURCELL
et al.) i es va aplicar a l‘estudi de les macromol@&cules per
Primera vegada en el 1957 quan SAUNDERS et al. obtingueren
l1’espectre de la RNAasa A. A partir de 1llavors ha anat adqui-
rint una extraordindria importincia en el camp de l'’estudi de
les proteines, ardcies a l’adveniment en el mercat de magqetos
superconductors (NELSON & WEAVES, 1964), i de 1l’aplicacico de
la transformada de FOURIER (ERNST & ANDERSON, 19&4).
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ITI-8.1.e.1 RMN DE L’S-PEQTID NATURAL, DE LS FEFTID
I1 1 DE L/S-PEPTID F.

L/’S peptid natural va feser analitzet per RMN per SIL-
VERMAM et al., 1972, IHNAT, 1972; FINM et al., 1972 i GALIL.EGO
et al., 1982, entve d’altires. L'S-pépt{d naturel 1 1’S peptid
IT han estat analitzals per RMN per PARES (1277 1980 b).

Le vressonancia meenetice nuclear s‘ha  emprat  en el
present treball per a comprovar la preséncia de ribosa, tant
en 1/’S-peptid II com en 1’S—péptid F, i per localitzar 1/NHP
marcat de la Luys-1.

lL.a preparacié de mostres i tractament de dades ¢’han
realitzat d’acord amb la metodologia de 1‘’apartat 11-18.

Les unitats de desplagament quimic emprades en tots
els espectres van dsser parts per mil.lid (ppm) en 1l’escala§.
El zero €¢ la ressondncia del 2,2-dimetil-2-silapenta-5-sulfo-
nat soadic (D3S).

L’S-peptid natural, corresponent als 20 primers ami-
nodcids de la RNAasa A, contd 144 protons, 41 units a oxigen i
nitrogen essent intercanviables amb el deuteri del dissolvent
(D20), mentre que els altres 103 donen lloc a l’espectre
il.lustrat en la Figura 35. En la TAULA 19 s’assignen els pro-
tons que originen cadasqun dels pics de l‘’espectre de 1/S—-pep—
tid natural & pD 3,0 (GALLEGD et al., 1982).

En el cas de tractar—-se de grups ionitzables, donat
que els nostres experiments es van realitzer a pH 7,0, 7,6 i
7,7, s’indica l’assignament a aquests pH’s (TAULA 20).

lLa TAULA 20 @ostra els grups ionitzables de 1‘S-peptid
natural, l’assignacio dels seus protaons i1 el seu pK.
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Eepectre de ressonancia magnetica nuclear de pruté de 1’/S-pep-
tid natural. (5162 scans) (ressolucid augmentada matematica-
ment d‘acord amb 1‘apariat I11-18).

A 1la part inferior es mostra l‘espectre detallat entre 1 1 4,5

PPRM.
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TAULA 19 .-

ASSTGHACIO DELS PROTONS DE L’S-PEPTID NATURAL
BANDA DESPLALAMEN] GRUFP RESI1DU NOMBRE DE
QUIMIC (a) ASSICNAT PROTONS
1 1,212 CH3 Thr=-17 3
1,245 CH2 Thr-3 3
1,250 H-g&' Lys—7 1
2 1,360 H-& Lys-7 1
1,374 CH3 Ala-b& 3
1,389 CH3 Ala-5S 3
1,358 CH3 Ala-19 3
1,412 CH3 Ala—-4 3
— CH3 Ala-20 3
3 1,442 H-¥' Lys—1 1
1,482 H-Y¥ Lys—1 1
4 1,624 H-8 Lys-7 1
1,424 H-é Lys—-7 1
1,640 H-J' Arg-10 1
1,667 H--8 Lys-7 1
1,699 H-¥ Arg—-10 1
1,715 H-§ Lys—1 1
1,715 H-& Lys—1 1
1,724 H-B Lus—7 1
5 1,81 H-0' Arg-10 1
b 1,880 H-£' Lys—1 1

ot o S ey . S . Lot S SO it $oad et i ot V. S o o b Moo S P 4 S P Seth S P T S P P S et e S Mt S Mo Tt S Aot P o Mo P A S M S P A iy Lot G brets PP e ol
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TAULA 19, ~ (continvacio).

BANDA DESPLACAMENT GRUP RESIDU MOMBRE DE

QUIMIC (a) ASSTENAT PROTONS

7 1,917 H-#' Gln—11 1
1,935 H-3 Arg-10 1
1,549 H-B Lus-1 1
1,977 -8, Gln-11 1
1,983 H-8, Glu-9 1
1,994 H- B Glu-2 1

8 2,080 H-B Glu-2 1
2,084 H-8 Met-13 1
2,084 CH3 Met-13 3
2,121 H-p Glu-9 1

9 2,297 H-¥' ein-11
2,356 H-§ Gin-11 1

10 2,429 H-Y§' Glu-9 1
2,456 H-§ Glu-9 1
(2,27)(b)
2,481 H-§' Glu-2 1
2,481 H-y Glu-2 1

(2,29)(h)

S e S s i T (s S T e St AN e At et VS I s ook Bt e it deaie (e M S (el e Sa00n Ao e B A B e My et e s e S e B e i ot e S e A ) e i S e e et S

11 2,512 H-Y' Met-13 1
2,578 H-y Met-13 1
12 2,839 H-0 Asp—14 1

o e s e e At e Tt SR (e ) e G Mol e ekt TS T L G4k LSS AR A s (L Sk POe Sy W e e e P e Sl s o s e v 0 Bt e et G e . S e Sk Ak S Bt WS v T A e o S o0

13 2,933 H-& Lys—-7 1
2,933 H-& Lus-7 1
2,946 H-p Asp-14 1
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TAULA 19.- (continvacid).
BANDA DESPLACAMENT GRUP RESIDU NOMBRE DE
QUIMIC (a)  ASSIGNAT PROTONS
14 2,008 H-E Lys—1 1
3, 008 H-€ Lys—1 1
15 3, 061 H-@' Phe—-8 1
16 3,13 -p His-12 1
(3,10 ¢(b)
3,159 H- Phe-8 1
17 3,224 H-&' ATg-10 1
3, 224 H-8 Arg—10 1
18 3,227 H~- 3 His-12 1
(3,25)(b)
19 3,862 H- 0 Ser-15 1
3,869 H- 6 Ser-16 1
3,869 H- B, Ser—16 1
3,890 H- 8 Ser-18 1
3,930 H- B Ser-15 1
3,944 H- 8 Ser-18 1
20 4,06% H-of Lys—1 1
(3,6-3,7)(b)
:3) 56 (c)
21 4,143 H-el Lys—7 1

e St s S e S Y e e e e o oo M e S e s S e e G e (et oo o s it o e e P Bt ks $S00s o0 WIS My B B e s U BB SO et G Sheue ene Geobe e et (R0 et W b Semts Wss e St
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TAULA 19.- (continuacic).

BANDA DESPLACAMENT GRUP RESIDU NOMBRE DE
QUIMIC (a) ASSIGNAT PROTONS
e — H-« Ala-20 1
4,220 H-ol Ala—6 1
4,231 ol Ara-10 1
4, 238 H-oC Gln—-11 1
4,235 H-oL - Ala-5 1
4,247 1ol Glu~9 1
4,276 H-« Ala-4a 1
4,292 H-08 Thr-3 1
4,292 H-B Thr-17 1
4,311 H-ol Ala—-19 1
4,330 H-—ol Thr-3 1
23 4,409 H- o Thr-17 1
4,444 H-ol Met-13 1
24 4,484 H-« Ser—14 1
4,502 H-ol Ser—15 1
4,523 H- Glu-2 1
4,544 H- Ser-18 1
4,573 H-oL Phe—-8 1
25 4, 451 H-« His—-12 1
26 4,740 H-o Asp—-14 1
27 7,255 CH-4 His—-12 1
(7,03)(h)
28 de 7,2 a 7,4 Phe-8 5
29 8, 589 CH-2 His—-12 1
(7,87)(b)

e 2t e = e s L (T T ot s s e e e s e P B S Yt o ate Ao rmi (i s et e Sriie St 0o Larey M o ke $o0ae e B otk S s R A B okt frars Wobe Bt e mare dmree Geves s fmart e PO S e

TOTAL = 103
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TAULA 19.- (continvacio).

b 12018 BLASK Ihren At e AP S0t Ve e o G B BSOS 03 e B e G Seten et B § 8 Lot B e G v e et P AR Liose e e T T ek Mbim T e Ak it AV TR e Ve o ek b NS S e § b e et o S e et

{a):

(h):

Els desplagamentes quimics sdn els assignats per GALLEGO
et al. (1982) a pD 3, 0.

Ressonancia d‘aquests grups en 1’espectre de 1/S-peptid
detectades en el nostre experiment a pD 7,4). Les varia-
cione vespecte 8 l’acsionacio de GALLEGD et  ol. (198
sdn degudes a la diferéncia de pD.

& pH 7,62 BREADBURY et al. (1978) assigna com 3,56 per
1'H- oL de la Lys—-1 modificada amb ftalild-tiocarbamil en

s M1 S e B chntr Bt s B ot S Bt b (et G B e M Wt G B G e e et e S (B e " A e e e et S W et e ekt e S STl S e 1S S S e Ganet e o o S s

B i Lt e T e L S U A Sy Sp——,

S At VA et Bt o e s e Bt St s e ot bt et G s i ot S T e A e B Aot B b G S e et PR B St s Sk et B B . e e e o S (ol A A i M M S s Sty

AMINDACID GRUP ASSIG. (§ HA)Y ASSIG. (§A”) ASSIG. pPKa
a ph 3,0 de la forma
desprotonada
Lyus—1 ~CH 4,072 3,425 7:6
Lys—1 ~CH2 & 3,007 2, 42646 11
lLys-7 . —CH2 & 2,937 2,095 10,9
Glu-2 ~CH2¥ 2,916 2,294 4,3
Glu-9 —CHEx 2,470 2,274 4,2
His—-12 -CaH 8, 590 7,662 6,8
~C4H 7,253 6,919 6,9
~-CH 3 3,272 3,087 6,8
~-CH {3' 3,12 3, 000 6,8
Arg-10 —CHEX 3,227 <3,094 >12,8
Asp-14 ~CHp 3,003 2,763 3,8
-CH (3‘ 2,888 2, 6467 3,8

(GALLEGO et al., 1982)
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RMN DE L’S-PEPTID 11

L ‘espectre ecta il.lustrat en la Figura 36. En la zona
aromatica s’identifiquen clarament les ressondncies dels pro—
tons corresponents a8l mavcador, per compervacid amb 1’espectre
de 1’S-peéptid natural i els espectres de 1/S-péptid nétural i
de 1’'G-péptid II mostrats per PARES (1977), i PARES et al.
(19380 b).

Aixi, a 6,1 i 6,2 ppm s’asignen els & doblets de
1‘H-1’ de 1a ribosa. Els demds protons del sucre ressonen a
tamps superiors i els senyals queden superposats amb els co-—-
rresponents als protons del peéptid, o eliminats amb el senyal
del D2Z0. A B,3 ppm s’assigna el senyal del doblet de 1’H-2 de
l1’anell purinic i a 8,6 ppm 1’H-8.

El desdoblament de les rg;sonéncies dels protons H-17
i H~2 va gsser explicat per PARES (1977) i PARES et al. (1980
b) per la coexisténcia de dues formes de marcador,; nucledsid i
nucledtid amb un 25% i 75% respectivament.

Per comparacid dels espectvres de RMN del &-metilamino-
purina ribdsid i el de 1‘S—-péptid natural amb el de 1’S-piptid
11 es va concloure que el marcatge havia tingut lloc en
1‘cL-NH2 de 1la Lys~1 (PARES, 1977).

RMN DE L ‘S-PEPTID F.

L‘’espectre estd il.lustrat en la Figursa 37. En la zona
aromitica s’identifiquen clarament les ressonincies dels pro-—
tons corresponents al marcador,particularment a 1’H-1’ (de & a
6,1 ppm) de la ribosa, el que indica clarament, tant en aquest
cas com en el de 1’S-peptid 11, la preseéncia la Ttibosa, pero
que podria estar en forma lliure:

- L’espectre de ressondncia magnetica nuclear de proto
de 1la ribosa lliure, en D20 mostra que 1‘H-1‘ ressona
a 51 ppm quan el sucre presenta la conformacid pira—
nosica (LEMIEUX & STEVENS, 19&64), i a 4,7 ppm en la
furandsica (RUDRUM & GHAL, 19465) emprant DSS com a re~—
ferdncia. Donat que en els nucledsids i nuclebtids
adoptan 1la forme furanbsica, l’espectre de la 5-0-me-
til-D-ribosa, amb 1la forma furandsica, mostra que
1’H-1"7 ressona a 5,4-5,51 ppm (LEMIEUX, 1%9466), respec-—
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FIGURA-36

Fepectre de ressonancia magnetica nuclear de proto de 1‘S—-pep—
tid del Derivet I1 (5100 scans).
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FIGURA-37

Espectre de Tessonadncia megrnetica nuclear de prote de 1/S-pep—
tid del Derivat T (7024 scans). A 1la part inferior es mosira
l’espectre amplioat entre L i 4,5 ppm.
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te de TMS (tetrametilsila) com a referéncia. Per a po-—
der comparar aquests desplagaments quimics (§) amb les
dades d’en RUDRUM amb DDS com a referéncia externa,
cal restar dels valors de § , obtinguts amb TMS, 0,47
prm (WUTHRICH, 1976). Si restem 0,47 ppm a 5,4 1 5,51
pPem, ens gqueden uns valors de 4,93 1 5,04 ppm similars
ls obtinouts per en RUDRUM & SHAW {(1945).

~ L’sspeclre de ressonancia magnetica de proto, amb  DPO
de l1’adenosina indica que 1’H-1’ de la rvibosa ressona
a 6,04 ppm (FOLLMANN & GREMELS,; 1974).

— L’espectie del D'—-AMP indice que 1°’H-1‘/ ressona a
6,03 —4,06 ppm (DAVIES & DANYLUK, 1974), 1 al voltant
de 6,115 ppm seaons SON & CHACHATY (1973), emprant DSS
com a refer@ncia. Emprant TMS, IKEHARA et al. (1972)
tvoben un valor de 6;31 ppm, que restant—1i 0,47 ppm
dona un valor de 5,84 ppm.

- L'’espectre de la Né-metiladenilil-uridina,; emprant DSS
com a refereéncia, mostra que 1‘H-1‘ de la ribosa del
nucledsid adenilic, ressona a &,0 ppm (ALTONA et al.,
1974).

— L’espectre del &-metilaminopurina ribdsid (PARES, 1977)
indica que 1’H-1’ ressona a 6,37 ppm, emprant D55 com
a rveferéncia. Perd el senyal corresponent als protons
de l’aigua residual estd a 5,15 ppm mentre que en els
espectres ohtinguts en el nostre treball, aquests pro-—-
tons ressonen 3 4,8 ppm, essent doncs 0,359 ppm la
diferdncia. Restant aquest valor a 6,37 ppm ens dona
un valor de 6,02 completament coincident amb 1l’espe—
rat.

Totes les dades esmentades indiquen gque quan el sucre
estd unit covalentment a l’adenina, adoptant la forma furano-—
sica, el protd H-1’ ressona sobre els 6,0 ppm, mentre que en
el sucre 1lliure ressona a uns 5,0 ppm.

Si en el cas de 1’S-peptid 11 i de 1°’5-Péptid F el
protd H-1’ ressona sobre els 6,0 ppm, aixd significa que la
ribosa estd unida covalentment a la base purinica. Els espec—
tres d’ambdds péptids mostren els seglents valors:
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”“FLACAHLNT QuUIMIC DE L* H 1' (en PPm)

ler daoblet and doblet

S-peptid 11 b,12 - 6,14 65,2

6,12 - 6,15 (&)

S-piptid F £,06 = 6,1 ——

(*) dades de PARES (1977)

Aix{ doncs, les dades de ressonancia magnetica nuclear
indiquen que la ribosa resta unida covalentment a 11la base,
tant en 1/S-peptid II com en 1/S-peptid F.

Continuant observant 1‘espectre de 1’'S-peptid F, a mes
de 1’H-17, en la zona aromdtica s’identifiquen les ressonan-—
cies de 1’H-2 (a 8,3 ppm) i de 1’H-8 (a 8,31 ppm) de 1’anell
purinic.

Cal assenyalar;,; pel que fa referéncia a aquests tres
pics que:

a) el corresponent a 1’H-1’ no es desdobla en dos do-—
blets, com era el cas del Derivat II, sind en un de
s0l degut al proto vei H-2. Aixd estd d’acord amb
la existéncia d’una forma de marcador, el nucled—
sid. En l’espectre del Derivat 11, el doble doblet
de 1’H-1’ s‘’interpretava per 1la coexisteéncia de
dues formes de marcador: nuclebsid i nucleodtid.

b) els corresponents als protons H-2 i H-8 estan mes
Junts en l’espectre del Derivat F (A8 = 0,04) que
en l’espectre del Derivat Il (A8 = 0,35). Aixd esta
d’acord amb 18’0 (1974), que va demostrar que el
desplacament de la ressonancia de 1‘H-8 a valors
menors de camp era deguda a la prestncia del grup
fosfat en la posicid 5’ de la ribosa. Aixd provoca-—
Tia la interaccid directa del fosfat amb 1’H-8 de
1’anell pur{nic 1 la carrega negativa del primer
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polaritzaria 1’enllag (C-8)-H provocant el despla-
cament observat. En canvi, resten molt Jjunts en els
nucledside i tambe en l’espectre del 6&-metilamino-
purina ribodsid (PARES, 1977) (8,5 ppm per 1‘H-2 i
8,6 prm per 1’H-8). No s‘ohservae desdoblament del
protd 11-2, contrariament al que es detecta en 1’eg-
pectre del Derivet 11. Aquest fet es pot  interpre-
tar de la mateixa manera que l’abséncia de desdo-
blament del senyal de 1°H-17.

Quedaria per suposar la coex1stenc1a de dues formes de
marcador, amb 1 sense sucte, pero aixod implicaria un desdobla-
ment d’ ambdges ressonancies, corresponent a 1‘H-8 i a 1‘'H-2,
segons PARES (1977) i TS0 (196%), que serien de 0,16 ppm per
1'H-2 1 0,23 ppm per 1’H-8. Agquest desdoblament no s’observa,
indicant la abseéncia de molecules marcades només amb la base.

ITI-8.1.e.2 ESTUDI COMPARATIU DELS ESPECTRES DE
L’S-FEPTID NATURAL 1 DE L‘S-PEPTID F

DETERMINACIO DEL SETI D/UNIC DEL MARCADOR

Per tal de determinar el seti d’unio del marcador a la
molécula enziméticah es van seguir els mateixos raonaments que
els emprats per PARES, raonaments que van rebre suport poste—
riorment amb l’assignacid de 1’/ o{-NH2 de la Lys-1 portada a
terme per GALLEGO et asl. (1982).

En comparacio amb 1’e§pectre de 1’S-peptid natural,
1’S-pdptid F presenta les segUents diferencies (Figura 38):

Diferencies en la banda 1 (entre 1,2 i 1,25 ppm)

—~ Diferéncies en la banda {entre 1,36 i 1,41 ppm)

—~ Diferéncies en la banda (entre 1,44 i 1,485 ppm)

Diferéncies en la banda (a 1,8 ppm)

N g W

— Diferéncies en la banda {entre 1,9 i 2,0 ppm)
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FIGURA-38

Comparacio dels espectres de RMﬁ de protb dels S-pdpltaid nalu-
ral {part superior) 1 de 1’S-peptid del Derivat F (part infe-
Tior).
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- Diferéncies en la banda B (entre 2,0 i 2,12 ppm)

~ Diferdtnecies en la banda 13 i 14 (entre 2,93 1 3,01
prm)

~ Difertnties en la baunds 18 (a8 3,2% ppm)

fad

~ Diferdnecies en la banda 20 (a 3,6-3,7 ppm)

- Diferéncies en la banda 22 {(entre 4,22 i 4,33 ppm)
~ Diferéncies en la banda 27 (a 7,03 ppm)

- Diferéncies en la banda 28 (entre 7,2 i 7,4 ppm)

- Diferéncies en la banda 29 (a 7,87 ppm)

i, evidentment, les diferéncies Jja ecmentades degudes a la
preséncia del marcador (protons H-1’ H-2 i H-8 de la riboasa)l.

Aquestes variacions solament poden €sser degudes a les
tres Unigques diferéncies existents entre ambdues mostres,
1’G-péptid mnatural per un costat i els S-peptide F i 11 per
1’altra:

— al pH (7 en front de 7,6 1 7,7)
- les diferentes quantitats emprades (apartat 11-18)

- i l1a presencia del marcador, tant en 1’S-peéptid F -
com en 1’S-peptid II :

Les diferéncies en la banda 1 i 22 {(corresponents als
metils de la Thr-3 i 17, i als protons H-o i H-Bde la Thr-3)
poden explicar—se suposant una interaccid entre el metil i 1la
base purinica del marcador que provocaria un apantallament
(BOVEY, 1946%9) donant com a vesultat un desdoblament d’aquesta
banda en dos doblets, un corresponent a la Thr-17 (a 1,212
ppm) i 1/altra a la Thr-3, que tessona a camps més alts, a
1,15 ppm, degut a l1’apantallament esmentat. Aquest desdobla-—
ment també s’ohserva en el cas en que el marcador sigui un nu-
cledbtid (Figura 36 i PARES, 1980 b).
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-

Les difereéncies en les bandes 3-7-13-14 i 20 (corres—
ponents als protons H-Y 1 H-¥,; H-B; H-£€1 H-& ;i 1'H-ol de
la Luys-1 s’explicarien per la preséncia del mercador unit a la
lLys—~1.

-~ La presencie del marcador unit a unm E-NHP provoceria
un desplagament de la ressondncia de 1’ £ -CH2 cap a
valors menors (bandes 13 1 14). E) mateix efecte es
Produeix en el compost model S-metilaminopurinsg ri-
bGeid en el que el metil ressona a 3,4 pPpm i conse-—
qlientment, si 1’£-NH2 estigués modificat, pel que
Tespecta a 1/S-peptid F (i a2l 11), tambe’ ressonaria
en aquesta zona. Una banda de ressonancia amb aquest
desplagament estarias perfectament separadas de ls
banda corresponent a 1’€ -CH2 no modificada. Aquesta
nova ressonancia, als voltanis de 3,4 ppm; no  s‘ob-—
serva en l’‘espectre de 1’S-peptid F (i de 1/G-peptid
I1), indicant que 1’ & -NHZ no €5 el grup modificat.

- El protd H-« de la Lys-1 (banda 207, presenta  un
desplagament «quimic de 4,069 prm, en 1l’esrectre de
1’S-peptid natural (Figura 35), a pD 3,0 (CGALLERQO et
al. 1982, TAULA 19)., Aguesta difereéncia €s deguda &
que estd a prop d’un grup ionitzable i 1’experiment
s ‘ha portat & terme a un pH entre 7 1 7,7 (TAULA 20,
a pD 3 ressona a 4,069 ppm 1 la forma desprotonada a
3,425 pPpm). En els nostres experiments, portats a
terme a pH 7,0, aquest protd ressona a 3,4-3,7 epm
pel cae de 1’S-peépltid natural (Figures 3% 3 3B-banda
20 b). En 1’espectre de 1’S-peptid F, a pH 7.6, tam—
be ressona a 3,6 i 3,7 ppm (Figures 37 i 38). BRAD-
BURY et el. (1978), a pH 7,62, assigna el pic obser—
vat a 3,56 ppm com el corresponent a aquest protd.
Comparant ambdds pics (Figura 38, banda 20 b), s‘ob-
serva que:

- la banda 20 b) presenta tres pics en l’espectre
de 1’S-péptid natural, molt similars als que
presenta la banda 20 en l’espectre de GALLEGO et
al. (1982).

~ En l'espectre de 1’S-peptid F, 1la banda 20
presenta tan sols un pic.
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La diferéncia ohservada es molt acusada i nomé€s pot
€sser deguda a la preséncia del marcador unit a
1’e{~NH2 de la Lys—-1. Aquesta diferéncia tamhbe es
pot observar en els espectres realitzats per PARES
(1977) i PARES et al. (1980 b), emprant com a marca-—
dor el CL&~-RMP.

- Les difevéncies observades en les bandes 7 1 B (co-—
rresponents als protons H-B'i H-AB del Glu-2) son ex-
plicables per la proximitst del marcador al Glu-2 i
un possible corriment de la ressondncia del proto
H- /3 de la Luys-—1.

- Les difeveéncies ohservades en les bandes 18, 27 i 29
(corresponents als protons H-/3 CH-4 1 Cli-2 de 1a
His~12) sdn degudes als diferents pH a8ls que s‘han
dut a terme els espectres de 1‘S-péptid natural i
de 1’S-péptid F.

- La difervéncia en la banda 28 {(corresponent als pro-—
tons de 1’anell aromitic de 1la Phe-B sdn degudes,
basicament, a una major Tvessolucid .en el cac de
1’S-péplid natural, deguda, prohablement, a haver
emprat el doble de quantitat de mostra d’aquest pel
que respecta a 1’S-peptird F.
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I111-8.1.f DETERMINACIO DEL COEFICIENT D’EXTINCIC
MOLAR (€ ) DELS DERIVATS F i E.

D’acord amb la metodologia de la seccif II-14 es wvan
obtenir els seglents valors: .

i
ny
o
n

o
o

F: € a 269 nm

H
g
N
N
N
O

E:& a 272,5 nm

I11-8.1.49 CARACTERITZACIO CINETICA DELS DERIVATS
F, E 1 11,

Es determina l’activitaet d’aquests derivats en front
de 2,3’ Cp del poli-C, RNA i dels dinucledsid monofosfat: CpG
CpA, CpU 1 CpC (d’acord amb 1la metodologia de 1’apartat
I1-6.2) respecta de l’activitat de 1la RNAasa A recuperada de
la reaccid amb b6-cloropurina Tibosa. Aquestes activitats venen
representades en percentatges en la TAULA 20:

TAULA 21 .~
ACTIVITATS DELS DERIVATS F, F i I1I, EN FRONT DE DIFERENTS
SUBSTRATS

D T T e

SUBSTRAT DERIVAT F DERIVAT & DERIVAT 11
2,3 Cp (43 mM) 100% 50% 88%
RNA (0,1 mg/ml) 1607% 2t 40%
Poli-C (0,1 mg/ml) 120% 1007% 3r%
Poli-C (1 mg/ml) 125% 20% 74%
CpG (0,1 mM) 100% 75% 68%
CrA (0,2 mM) 78% 78% 637
CpC (0,1 mM) 175% 100% 70%
CpU (0,1 mM) 1254 70% 70%

oot ot it G Soret o et Bt et ot e e S S0 T Sl /oR AR o St S Si? St SAMm P St e S0 A PaHh et Sk by e S S PO St $O0nt S et e Cer el SO e e i Mar PO T L60e SASD PO0E $00AD Bk St MRS e e it

L’activitat s’expresa en percentatges respecte de 1‘activitat
de la RNAasa A.

Dl e e R e T T T T e
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lLes dades de la TAULA 21 indiquen que en cap dels’' de-
rivats es perd totalment l‘activitat; lo qual indica que no ha
estat modificat cap residu catalf{tic essencial.

Front del 2’,3 Cp;, el Derivat F conserva el 100%,
gd’activitat mentre que 1’E conserva tant sols un 50%.

Front de substrats d’alt pes molecular; com 1’RNA i el
poli~C, s’observa una clara activacid per part del Derivat F.
L’activitat de 1‘E decreix en front de 1‘RNA, es manté id¥n-
tica a la de la RNAasa A en front de poli-C 0,1 ma/ml, 1 dec—
reix a l’auvgmentar la concentracid d’aquest substrat.

Front dels dinuclebsids monofosfat, el Derivat F  con-
tinua essent més actiu (excepte per al CpA). L’‘activitat del
Derivat E decreix excepte pel Cpl, presentant un comportament
similar que front del poli-C 0,1 mg/ml.

La major activitat observada del Derivat F  front de
substrats d‘’alt pes molecular queda reflectida en l’estudi de
les seves cavacteristiques cinetiques en front de 1’RNA (corba
‘de velocitat inicial per a la hidrolisi de diferents concen -
tracions de substrat)(Figura 39).

I7i-8.1.8.1. DETERMINACJé DE LES CONSTANTS CINETIQUES
DE LA HIDROLISI DEL 2',3’ Cp i RNA CATA-
LITZADES PELS DERIVATS F 1 E.

£s wva emprar la metodologia descrita a 1l’apartat
I11-6.3 1 I1l-6.4. En la TAULA 22 venen indicats els valors de
les constants cinetiques Km i kcat en front de 2,3’ Cp com a
substrat. Les dades de la TAULA 22 indiquen:

a) pel que respecta al Derivat F, comparat amb l’enzim
natural, tent la Km com la kcat no han sofert cap
variacid, indicant que el marcatge no afecta a cap
d ‘aquests parametres en emprar com a substrat el
2,3’ Cp.
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Pel que vespecta al Devaival F comparat amb el Deva—
vat TI (TAULA 23), ambdds i1 2eenten Km cimilar, n-
dicant unao afinitat semblant pel substiat 1 sem-
blant a la de l’enzim natural.

Per tanl, ambdos devivals presenten una afinitat
similar pel subsirat de balx pes molecular, mentre

que 1’etrcr1enc1a catalitrca (Keabl/Km) es veu dismi—
nuida en un 307 quan 2l marcador presenta el grup
{fosfat. La  qual cosa i1ndica que ser1a precisament
aquest Jrup 1/Unic respunsable  de les  wvariacions
cinetiques observades. El  foafatl del marcador no
dificultaria la fixacid del subolrat de baix pes
moleculanr, perd determinaria una i1hhibicid no-com-
petitiva.

CONSTANTS CINETIQUES DEL S DERIVATS F i E;
EMPRANT 2';3’ CP LUM A ;UB IRAI

M**Ode de calcul: RNAa a A DLRIVAT F DlRIVAfl

THIRK

EADIE-~
PO 971 ket

CURNI S~
BUWDEN

Cond1c1ons'

TR et e okt e ot et e b ot ot et 8 e b 4 B e e et s0nk b 50 00 reash e sares

HHWEAVER - Km. 0, 239¢(+Q, D)YmM Q, 5430 +Q, 7)nM 20+ 1)mM

kcat 23, 940,3 min 2147, 4 wan U3, 74,6 mn

Km: 0, 51(+0,003)mM  0,52(r0,007)mM 1,34C+0,07)nM

kCatl VOSSO0, mn 49,644 man 04,842, min

Km: 0, 53¢+0,06)mM 0, 567(+0, 1)mM 2, 23(+0, 32)mM

Kcat D, 240,10 min 50,H+3,6 min 51,a+1,3 min

PH 7 4) I = O)l M en TT‘IS/HCI) 011 | NdCl) ts= chc
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TAHAUL A &0 .-

COMPARACTIO DE LFS CONSTANTS CTNE | TQUE S, Km 1 kcat DELS
DERIVATS 11 1 F, EMPRANT 27,37 Cp COM A SURSTRAT

Metode de calcuyl D-RIVAT 11 DERIVAT F

L ENFWEAVER -BURK K O, 7430 +0, 9 ymM O, D430 0, Y3
keat A4, 3410 min DI/ ,4 many

D IE -HOFS 1 2 K Q;532010,006)mM O, 02010, 007 )YmM
keatl S/9 8 man A, 614 man

CUORN{OH -BOWDEN Km 0, 4240, 7)1 aM Q, 847040, 1))mM
ktatl S, 344, 2 aoan VO, P18, 0 min

B) pel gue vespectia al Derival Ey e ’abicerva que drsmi-
nueLts un /% 1lafinitat del  Deecivat pel subsbrat
Cotia Jov Am), el que podiria 1ndicar que el marcadol
GPEPGEK un tmpediment de tipus wwtertc a la tnto -
Tattro derivats subsivat., U/ef1citneia catalfbica
(keat/Km)  tambe  ha diosminur b constderablemend

(707%),  wpero no la Koat que ey manbe Tdentica a la
de la RMNAgsa A.

Loprant KNA com a subsbiat, 1 gd'arord  anb 1/esmentatl
Per al Dervivdat X4 Caparktat {1 HGalaan), s'han dut a Lerme lew
Temesentacions divectes de 1a velocilat in1cial en  fronlt  de
Ta 'Loncuntrac|d de  subsirat 1 la representacid dels dobles
Teriprocs (LYNEWEAVER & DBURK, 19%44). 1o bagura 09 piesenla

dquestes grafiques per als quatre casos RNAasa A, Derivat i1,
Devivat F 3 DPerivat k.



@ = O O e

10 (m© 6 Kt = K
o4—o*’°iﬁ .
0.05 01 015 02

FIGURA-37 a)

Reeresentacid dels valoers de la velocitat inicial per a
drolisi de diferents concentracions de RNA per:

RNAasa A

Derivat Il c-ce--
Derivat F  —icemime-
Derivat E =—o0-o-o-c-




20 40 60 Vs

FIGURA-3? b)

Representacid dels dobles reciprocs

KNAowa A
Derivat Il —-==~--
Devivat F —.—. ~. <
Derivat £ -—-9-0-0—

Condicions: acetat sodic/HCL 0,2 M pH 5,5, 25 ©C. RNA Comer-
cial (Sigma Munchen, West Germany).
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La repreaentacid de la velocitat inicial front de la
concenlracid de substrat mostra unes desviacions en la hiper-—
bolicitat simileve & les que precenta la RNAssa & native front
1’RNA. Agquesta fAalta d’hiperbolicitat es reflecteix,; svident--
ment, e la rvepresentecid dels dobles veriproce en la que
s’abserven dosviacions d’una recta teorica.

Aovest compor tament de tipus no michéeli%, i dl’acord
amb 17esmentat  en 1’apavtat I7I1-7.1.a.5, va Csser objecte
d’ectudia mde detallats (ARUS, 1981). Eu ells va ectudiar-se
la cindticz de la RMAasa A front del 27,37 Cp i dels dinucleb -
side moncfoefat a pH 5,5, forga ibnica 0,2 i 25°C de temperva-
tura. Per explicar aguest comportament no michaelia, es va
suposar 1’existéncia en solucid de fins a trves formes d’enzim
en diferents concentracions. El pH, la forga ibnicg i 1la con-—
centracio de substiret determinarien la concentracio relativa
de cadascuna d’ellas.

D’avant d’aquest comportament no-hiperbolic, s‘ha
prqcedit a fer un recull biblicgrafic que s’exposa a continua-
cio.

. Aquest comportament no—-michaelid i la subsequent pos—
tulacio de la coexisténcia de diferents formes enzimatiques Ja
havia estat suggerida per diferents auvtors:

FRENCH % HAMMES (1965), en mesurar la interaccid de la
RNAasa A amb diversos nuclebtids, van postular que l’enzim
s‘isomeritza a 25°C i pH neutre.

HAMMES & WALTZ (196%), ZABORSKY & MILLIMAN (1972) i
BENZ & ROBERTS (1975) interpretaren els resultats dels seus
treballs d’acord amb que l’enzim pot existir en varies confor-
macions, totes natives. El predomini d’una forma sobre les
altres vindria condicionet per la temperatura.
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Per estudis cinetice amb 27,3
neLigques no biperbbliquos (RUBSAMEN
al., 1975 i ARUS, 1981).

‘* Cp es van observer ci-
et al., 1974; WALKER et

FUDSAMEN el al. (1974) van intervpretar els rvesultele
mitjangant un mecanisme de tipus mnemonic semblant al proposat
per RICARD et al. (1974) que conciderve com a poestulal  1/exie-
téncia de dues formes dlenzim amb propietats catalitiques di -
{ferventes. WALKER et al. (1979) postulaven un mecanisme de tipus
al.losteric amb interaccio de les molécules de substrat en
sub-setis fixadors diferents del centre actiu, gQue provocarien
els supostos canvis conformacionals.

Treballs posteriors del grup de WALKER (1976-1978 & i
b) wvan estudiar 1l’efecte del pH, la forga idnica, lligands,
conservacid i obtencid de l’enzim trobant una gran dependéncia
entre aquests factors i la forma de la transicio observada en—
tre les diferents formes enzimatiques. Els autors relacionen
aquest procés amb una perdua de grups ami per part de l’enzim,
que afectaria la seva carrega neta i per tant la seva interac-
cio amb el substrat.

Al 1976 GOLDFARB & MARTIN (a) estudiaren la variacio,
front del pH, de les constants de velocitat de la reaccid en-—
tre els grups am{ de la RNAasa A i 1’acid trinitrobenceneosul-
fonic. Indicaren wuna transicio entre dues formes d’enzim, a
14°C i pH neutres, que estaria d’acord amb 1l’existencia de
formes isomdriques i una altra transicid a valors de pH al
voltant de 8,4. Donat que per altres estudis no semblavs
haver—hi indicacid de grans canvis conformacionals a aquest
pH, van concloure que aquestes transicions podrien €sser degu-
des a petites alteracions en l’envoltall dels grups ami. En un
treball posterior (GOLDFARB & MARTIN, 1976 b)) apuntaren una
tercera transicid a pH(s) bdsics, entre 8,5 i 10. Les transi—
cions les explicaren pels diferents grups ami implicats en ca-
da cas, depenent del pH i de la concentracid d‘enzim.
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&1 1978 GUTIHE, estudiant 1’efeclie de varils nucledtide
en el plegamnent 1 prepietats cinetiques d’un andleg sintetic
do 1enzim, comparat amb 1l1fewzim netiv, contluerx que durant
la reoxidacid en presencia de varis nucledtids, os formen iso -
me1s conformacionels, amb  propielate cinéliques altervades,
tant de 1’analeg coam de llenzim natiu.

D’acord douce amb aguestes dedes, ARUS  (15E1) desen-
volupa un model tedric de tractament dels resultats cinédtics
per combinacio de diverses hiperboles. La contvibucid relataiva
de cada forma en variar 1a concentracid de substrat, va doser
calculada mitjangant la utilitzacid d’una funcid pes, la gqual
va permetre calcular els valors de Km, kcat i concentracid de
cada forma d‘enzim en abseéncia de substrat.

Cal afegir que, per estudis cinetics emprant RNA, HU-
MHMEL & KALNITSKY (1958) indiceren que 1’RNA pot presentar—-se
en forma d’agregats de polinuclebtids amb una configuracid
extesa, en dissolucid aquosa. En presencia d’electrolits di-
luits pot adoptar una configuracid més compacta i una estruc—
tura altament cooperativa, o sia, estructura secundadria. Donat
que 1‘RNA de doble bri €s resistent a 1’atac per la RNAasa A
{(BILLETER et al., 19&64), la preseéncia d’RNA amb estructura se-—
cundaria pot complicar considerablement els estudis cinetics
enn emprar RNA com a substrat. A mes;, en el 1968 PREISS, mit-—
Jangant estudis de dispersig bptica, indica que es poden for-—
mart grans agregats enzim-RNA.

Tote els fets abans esmentats poden donar una idea de
la complexitat de la hidrdlisi de 1‘RNA per la RNAasa, i d’a-
cord amb aquesta complexitat, una possible explicacid del com-—
portament cindtic de l’enzim emprant 2,3’ Cp i sobre tot RNA
com a substrat que reflecteixi el comportament no-michaelid
que trobem en els nostres experiments amb RNAasa A i seus els
derivats.
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Quedaria per explicar, d’acord amb les dades cineti-
. . . 7S .
gues obtinaudes, la activacid observada en el cas del Derivat
F, en empraer substrats d’alt pes molecular.

fn aquest cas es dif{cil explicar-ho per un fenomen
similar &) que provoce l/adenina i ele seus couvresponents nu-
cleosid i nucledtid (WISKER % WITZEL, 1947; HAFFNFR & WANG,
1973), «ue activen la hidrdlisi del 27,37 Cp per 1a RNAzsa A,
donat que la hidrolisi d‘aquest subhsirat pel Derivat F no es
veut medificada.

D’acord amb la hipbtesi de la coexisténcia de diverses
formes enzimdtiques, una possible explicacid seria gue el mar-—-
catge determinés, en el derivat, una forma enzimdtica precisa,
amb unes particulars caracteristiques cinetiques. Aquesta for-—
ma enzimdtica resuvltaria ésser més activa que la suma de les
altres possibles formes que coexisteixen de l’enzim natural en
solucio. O b€ que el marcador reaccionés preferentment amb una
de les possibles formes enzimatiques. Aguesta forma enzimatica
"preferencial” podria f€sser la majoritdria a la temperatura,
pH, forga ibnica i concentracio de substrat.

Una Ultima explicacio seria la basada en les impor-—
tants interaccions 9que es donen entre les bases puriniques i
pirimidiniques, per aparellament de bases complementaries i
"stacking”. La interaccid per apilament o "stacking”, entre
vurna base amb forma monomeérica i un polinucledtid, provoca 1la
desestabilitzacid del polinuclebtid {(per transicid d‘una es-—
tructura secunddria en helix alfa & la de cabdell). D’entre
les cinc bases possibles, 1‘adenina és 1la que provoca una mes
forta desestabilitzacid, donat que €s la que presenta un "sta-
cking” més elevat (75’0 19469, 1974). Donat que el marcador no
rresenta el grup fosfat, com era el cas del DPerivat 11, no es
presentard repulsid per cdrrega entre el grup fosfat negatiu
del marcador i els de 1‘RNA. Les bases d’aquest polimer, que
adopta normalment estructura secunddria en dissolucid, intera-—
ccionaran amb l’estructura final de la reacrcid de marcatge amb
6-Cloropurina ribosa (veure Figura 13) posicionada en un ex—
trem de 1’escletxa del centre actiu de l’enzim. L’interaccid
seria per aparellament, si es una base complementaria, o "sta-
cking"”, desestabilitzant l’estructura secundaria del polimer i
facilitant 1’accid hidrolitica de 1l’enzim. Evidentment, hom
pot suposar la intervencid simultdnia dels fendmens involu—
crats en les explicacions esmentades.
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I11-9 GRAFIQUES TRIDIMENSIONALS

Tal com s’indicard posteriorment en la discussio fi-
nal, es va portar 8 terme l’elaborscid d‘una vepresentacid
tridimensional de la mol&cula d‘RNAasa A per relacionar d’‘una
manet e molt més precisa totee les dades phtingudes, a més de
les assenyalades en la bibliocgrafia. Per tal de donar suport a
les dades assenyalades , enelobades en una hipotesi general
d’interaccio FRNAasa A ~— RNA, s’ha posicionat 1a molécula de
FiNdasa A amh un pentanucledtid model, 1’ ApAPAPCRAR, indicant-
se els residus de 1’enzim que resten a prop de cada grup del
pligovwucledtid model. >

l.a importdncia de relacionar les dades tridimensionals
d‘una moldcula, amb les aportades per d’altres métodes per
tractar d’assolir un millor coneixement de les propietats d‘un
sistema macromolecular, Jja ha sigut assenuyalada per diferents
autors (LESK & HARDMAN, 1982, GRAEDEL % Mc GILL, 1982, DREA-
RING, 1982), 1 emprada pel cas de la RMAasa S i 1*UpchA per en
RICHARDS &% WYCKOFF (1973) a 1’"Atlas of Molecular Structures
in Binology" 1 "Ribonuclease—-S".

Per tal de poder visualitzar d‘una manera &l més com—
prensible possible les dades obtingudes amb les represen—
tacions tridimensionals s’ha fotografiat el model de la RNAasa
S construit amb el kit Labquip i s'hi ha posiciaoanat 1’oligo-
nucledtid model, tal com es discutird en la discussid final.
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