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C DISCUSSTID FINAL 1

Per dilucidar el paper juget per la lus—-1 en la fixa-

cigd dels

substrats amb un nucledtid purinic en la posiciag 5°

(veure apartal 1-3) ec va procedir @ analitzar els resultaets

ocbtinguts

(CUCHILLO, 1974; PARES, 1977; ARUS, 1981 i part del

present tvehall):

El Cl&6-RMF presenta una constant d’associacio amb la
RhNAasa A ( Ka = 1,2 x 10 M ) del mateix ordre de
magnitud que la corresponent als nucleotids purinics
naturals. A m€s a més, quan s’incuba nucledtid clo-
rat amb l’enzim, durant 4B hores a pH 7,4 i 40 C de
temperatura, ddna lloc a una reaccic més enérgica
que en emprar marcadors amb unae menor afinitat per
la RNAasa A (&6-Cloropurina i 6-Cloropurina ribosa),
doncs TvToman menys quantitat d’enzim sense reaccio—
nar. Per altre part, la reaccid amb &l nucledtid de-—
termina una major especificitat, ja que s’‘obte wun
sol derivat covalent majoritari mentre que sdn varis
derivats els que s’‘obtenen en les reaccions amb el
nucletsid 1 1a base halogenada.

La preséncia de 1’AMP en 1a barreja de Teaccid no
impedeix totalment 1la reaccid, doncs s’obte encara
un 50% de Derivat I1I1. Aquest fet estd d’acord amb el
criteri d’en GLAZER (1975) - apartat 1-2.8- doncs la
rreséncia d’un lligand natural disminueix la propor—
cid de reaccid amb 1‘’andleg quimicament reactiuv. De
totes maneres, el bloqueix de la rveaccio per 1/AMP
es relativament baix. L’ AMP i el Cl&é~RMP presenge
ung consta?t d’associacid amb l’enzim de 5,3 x 10°M
i 1,2 x 10 M'respectivament (a pH 5,5 1 = 0,2 i 25°C
PARES et al., 1978; o sigui wunee 4,5 vegades més
elevada per 1/AMP), i per altre part, 17AMP esta
present en la barreja de veaccio a una concentracio
7 vegades superior (apartat 1I-11). Es podria supo-—
sar, doncs, que 1’AMP, si interaccionés en el mateix
lloc que el Cl&-RMP, inhibis fortament la reaccio de
l1’enzim amb el nucledtid clorat, pero només s’obser—
va una inhibicid del S50%.
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C DIQCU“”ID FINAL 3

- En asuvementar el pH de la reaccio entve la RNAasa A i
el Cl6-RMP, per tractar d’ aFavorlr el marcatge en un
altre residu, s’observa gue 1°uUnic derivat monosubs—
tituit que continuva formant-se amb certa aquantitat
segueix essent el Derivat 11, la qual coce reforca
els criteris despecificitat 1 direccionalitat del
mavcat. El Deryivet Il presenta una mener Keat amb
2%, 37 Cp i front d’'RNA, indicant que el marcador
impedeix la covrecte accio catalitica de 1l’enzim.
Les dades cinetiques del Derivat II front del 27,3°
Cp demostren que aquest te€ la meteixa Wm que l’enzim
natiu, el que indica que el grup fosfat del marcador
no esta ocupent el seti fixador de fosfat de 1'en-
zim.

- Quan es porta a terme la reaccio amb 13 6-CloTvopuri-
na ribosa, un dels derivats majoritaris, 1°F, se
gueix essent un derivat monosubstituit per reaccio
en 1%0{-NH2 de la Lys—1i, o sigui, identic al Derivat
11, pero sense fosfat. Aguest derivaet F presenta la
mateixa Km 1 Kcat front de 27,3’ Cp, que 1’enzim na-—-
tiuv; indicant gque el grup fosfat present en el Deri-
vat I1I, encara que ,nho estigui ocupant el seti cata-
1itic de l’enzim, €t el responsable de la disminucid
de la Kcat del Derivat Il a 1’hidrolitzar el 27,3’
Cp, 1 el responsable de la menor afinitat del Deri-
vat II1 per 1’RNA.

Tots els fets esmentats semblen indicar que el nucleo—
tid marcader unit a 1‘o{-NH2 de la Lys—-1, resta allunyat del
seti catalitic de l’enzim. Aquesta série de dades han portat
al grup del Dr. CUCHILLO a postular l’existéncia d‘un sub-seti
secundari, fixador de fosfat, anomenat, d’acord amb la termi-
nologia de RICHARDS & WYCKOFF (1971) (Figura 7), B3 R3 P2. En
la Figura 40 (PARES et al. 1980 a) estan esquematitzats els
possibles sub-setis de fixacid dels diferents grups del poli-
nucledtid que s’ha d’hidrolitzar, aix{ com els aminoacids im-
plicats.
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FIGURA-40

Representac16 esquematica de la interaccid d‘un fragment d ‘RNA
amb els sub—setis de fixacid de lligand de la RNAasa A.

B : indica el seti fixador de la base nitrogenada.
R : seti fixador de la tTibosa.
P : seti fixador del fosfat.

Al costat de cada sub-seti esten indicats els aminoacids aque
formarien part de .ada sub -seti. l.es bases pirimidiniques, cam
el 3/-CMF, intereccionarien a Bl R1 Pi, mentve que 1’AMF  ho
faria primariament a B2 R2 Pl. El nucledtid marcador del Deri-
vat 11 ocuparisa les posicions B3 R3 FZ.



C DISCUSSTO FINAL 1

B H1 P! correspon a8l seti principal de fixacio dels
nucleotide 3’—-pirimidinics. E1 B2 R2 Pt al de fixacio dels
nucledtids 5’—-purinics. El PO correcpondria sl seti de fixaciog
del fosfat descrit per SAWADA & IRIE (19459) i el B3 R3 P2 se-—
Tris. el sub-seti descrit en els treballs del nostre laborateri
(PARFS et al., 1980 a). La LLys—1 formaria part del B3, doncs
€= on Teactctiona el C-& de l‘anell d’adenine del Cl6-RMP. A
més, la &-Cloropurina ribosa, tambe reacciona amb la Lys-1 en
una elevada gquentitat (Devivat F), el que indica gue no €s
absolutament necessdria la preseéncia del grup fosfat del mar-—
cador per dirigir la reaccio vers la Lucs—-1. Aixd suggetTeix que
la Lys—1 formaria part d’‘un sub-seti fixador de la base puri-
nica.

De fet, Jja existien en lea 1literatura indicacions i
evidéncies de l‘existencia de sub-setis adicionals:

Aix{, ja en el 19461 NELSON & HUMMELL ven estudiar 1a
inhibicio de la RNAasa A pel 2/-CMP, emprant com a substrat el
2’,3’ Cp i 1’RNA. Per explicar les diferéncies observades en
el grau d’inhibicid pel 2/-CMP emprant un o 1‘altre substrat,
van postular l’existéncia de més setis d’interaccid de l’enzim
amb 1‘RNA que amb el 2’,3’ Cp. Amb el substrat polianiodnic,
1’RNA, 1la intervaccio inclouria, a més a més del seti catali-
tic, d’altres setis no catalitics d‘interaccid. Els autors
afegeixen que aquesta hipdtesi explicaria els resultats de
KALMAN et al. (1955) que indicaven que en tractar la RNAasa A
amb subtilisina, l‘enzim perdia més rapidament 1l’activitat en
front de 1‘RNA que del 2/,3’ Cp. NELSON & HUMMEIL.L (19461) asse-—
nyalen;, finalment, que l’activitat de l’enzim front de 1/RNA
no s inhibida per la preséncia del 2/,3’ Cp, indicant una po-
seible menor afinitat de l’enzim pel substrat de baix pes mo-
lecular, apuntada per HERRIES (1940).

Mitjangant estudis de la interaccic de la RNAasa A amb
l'RNA’MURA {1962) arriba a~la conclusio de que d’altres forces
especifiques; no electrostatiques; provoquen una marcada afi-
nitat entre 1‘enzim i 17RNA.
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C DISCU3I0 FINAL 3

Al 196 MYER & SCHELLMAN, wmitdangent 1'equilibri de
didlisi, van indicar l’existeéncia de 2 sub-setis d’unio dife-~
rents entve lenzim i el S/-AMF, no trobant-ne més que un  per
al 2’'-CMP mitjangant la gel Filtracid. '

A1 19464 LOER T SAROFF, meosint la interaccio eutre
1’enzim i 17ion C17 a diversos pH’s, van postular 1’existdncia
de & setiec formals per carreaues positives i negatives en  els
que hi estarien implicats:

per 171 Lys—1, His—12, -119, Asp-14 i 121
2 His-48, 105, Glu-49, Asp-53 i Lys—104
3 Lys-37, 98, Asp-38, Arg-37 i Val-i124
4 Lys-31, Arg-33, -89, Asp—-83 i Glu-Bé
5 Lys—1 (o i & —NHEZ), &1, Glu-2 i 111
& Lys-7, =-&&6, Glu-92 i Arg-10

Cal assenvalar gque l’estructura tridimensional, troba-
da posteriorment per difraccid de raigs X, va mostrar regions
on es localitzava una carregs positiva particularment elevada,
regions en les que hi estaven inclosos molts dels aminoacids
citats en els grups abans esmentats; el que venia a indicar
que moltes de les assignacions fetes eren encertades.

Analisis cinttiques de 1’accio de l‘enzim emprant el
sey substrat natural, 1 'RNA, van portar a proposar a IRIE
(1965) 1’existencia de varis setis inespecifics d’interaccid
amb anions. Aquest mateix autor (SAWADA & IRIE, 19569) estudia
la interaccid de la vridina 2/(3),5’ difosfat (pUp) amb 1a
RNAasa A. Van trobar que el fosfat en 5’ incrementa la forca
d’interaccio, tant amb l‘enzim natural com amb els derivats
alquilats en la His—-119 i en la His—-12 (HEINRIKSON et al.,
1969), la qual cosa suggereix l’existencia d’un sub-seti res—
ponsable de la interarcid amb el fosfat en 5’ del nucledtid
pirimid{nic.
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L DISCUSSIO FINAL 3 “

De fet, es pot suposar que una moleécula d’RNA interac—
cionar3d i serd hidrolitzada pel centre actiu de 1a RNAasa A de
la mateixa manera que un dinucledeid monofosfat, 1 aquest pro-
ces és aranment facilitat per la interaccid addicignal dels
arupre fFosfat de la cadena polinuclectidica en setis b3sics de
la superficie enzimatica. Aquest factor incrementa la concen-—
tracio efectiva de substrat pror del seti catealftic i pot, per
ell mateix, fomentar la desestabilitzacio local de la molécula
d ‘RN& (BARNARD, 19&8%).

RIDLINGTON % BUTLFR (194%9), emrrant la técnica de 1la
dialisi (COLOWICK & WOMACK, 19&9), van medir i quantificar la
interaccid de l’enzim amb el pirofosfat, trobant que 1‘enzim
presenta un seti de forta interaccid, i al menys un seti addi-
cional d’interaccid menys forts. Cal assenyalar que la grafica
de Scatchard (SCATCHARD, 1949) que els autors publigquen, in—-
dica bastant clarament de @ @ 3 sub-setis d’interaccid deébil
(Figura 41).

En el 1974 HAAR et al. estudiaren per RMN la interac-
cid de la RNAasa amb diferents nuclebtids pirimidinics i puri-
nics; determinant que el 3/-AMP i el D’'—-AMP presentaven una
unio diferent amb 1l’enzim. Aquests resultats donarien suport a
las dades obhtingudes per CARLSON (1976) que estudid, per di-
fraccio de raigs X, el complex RNAasa S - 5‘—AMP, en el que el
nucledttid ocupa B2 R2 P1, mentre que en el complex RNAasa A -
~ 3’-AMP resten ocupats el B2 R2 perd el fosfat sembla ocupar un
seti diferent al PI.

Al 1977 WHITE et al. {a) van suvggeriT que en els com—
plexos RNAasa A -~ adenilil(3’'-5’)4-tiouridina 3'—fosfat, el
fosfat en 3’ interacciona en el Pl del seti activu, mentre que
el fosfat situvat entre els nucledsids interacciona en un seti
addicional (probablement el PO). En un tredball posterior (WHI-
TE, 1977 b) van determinar que la interaccid dels dinuclebtids
ApUp i GpCp amb l’enzim es mé€s forte que 1la dels seus corres—
ponents dinucledsids monofosfat, ApU i GpC.

Els estudis de LEVIT & BERGER (1974) indicaren 1la
importAncia dels primers aminodcids de l’extrem N-terminal de
1/S-peptid (Luys—1, Glu-2 i Thr-3) en la interaccid de la RNAa-
sa A amb 1 ‘RNA.
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FIGURA-41

Grafica d’Scatchard de la interaccic del rirofosfat (P32 P32
i) amb 1a RNAasa A.

Condicions: acetat 0,1 M, pH 5,2, B °C de temperatura.

Es presenten les dades de tres experiments independents.

La linia s’ajusta mitjangant una andlisi dels minims quadrats
per a tots els punts, excepte per aquells en els que 1,5 mols
de PP1, o m€s, hagin intersccionat rer mol d‘RNAasa A,
(Extreta de RIDLINGTON % BUTLER, 1949).
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MERRIFIRELD & HODGES (1974) també observaren, per estu-
dis cinetics emprant mono i dinucledtids, la importdncia dels
5 residus N-terminale,

Ne vae €scer fins al 1581 en que, de mnou 1l’equip de
IRIE (IWAHASHI et al., 1981}, mitjancant estudis cindtics 1 de
cristal.leerafia de raigs ¥, determind que el fosfat en 57 de
la timidina 37,95’ difosfat (pTp) ocupava el seti PO (paosliulat
petr MITSUL el 1. 1978, 1 corresponent al sub-seti jJa indicat
pel mateix IRIE (SAWADA & IRIE, 1949), formant-se probablement
un pont d’hidrogen entre un dels oxiaens del agrup fosfat i
1 £ ~NH2 de la Lys-&4.

Com a punt final, cal fer esment dels treballs duts a
terme pel grup del Dr. CUCHILIO en aquests darrers temps i re-—
sumits per NOGUES (1982) en els que s’indica que els nucledb-
sids purinics S’'-AMP i 5‘~GMP presenten un seti de fixacia
fort o primari i quatre de feble:z per al S5/—~-AMP (SOLA, 1981) i
dos a tres de febles per al 9’-GMP (GUASCH, 1982) determinats
per gel filtracid (mdtode de HUMMEL & DREYER, 1962). El 1lloc
de forta interaccid correspondria, ldgicament, al seti de fi-
xacio principal descrit per RICHARDS & WYCKOFF (1971, FIGURA
40). Aquest 1lloc seria el detectat per experiments a 1’ultra-—
violat (PARES et al., 1978). Els setis de fixacid feble co-
rrespondrien als subsetis de fixacid adjacents al centre prin—
cipal.

Per elucid competitiva en columna d’afinitat, amb RNA-
asa immobilitzada, el S5’—-AMP presenta 1 seti primari i tres de
febles 1 1 primeri 1 tres de febles per a1l H’/-GMP (NDGUéS,
1982).

Aqueste mateixos estudis van confirmar que l’enzim no
presenta més que un sol seti de fixacid per als nuclebtids pi-
rimidinics, la qual cosa estd d’acord amb totes les dades bi-
bliogrdfiques referents a aquests nucledtids (RICHARDS & WYC-—-
KOFF, 1971, BENZ & ROBERTS, 1973; SPERLING & HAVRON, 197&6; HA-
VRON & SPERLING, 1977).

Mitjangant estudis per. ressond3ncia magnética nuclear

(ARﬂS, 1981 b; ARUS et al., 1982) de la interaccid de varis
lligands amb la RNAazsa A i el Derivat 11, es va concloure que:
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C DISCUSSI0 FINAL 1

a) el fousfatl del maviador precent en el Derivat II  no
interacciona en el Fl, ans en el PR2.

h) ee proppsen la Lue-7 3 la Are—-10 com & aminoatids
constituents d‘agque-t subseti P2,

¢) 1a interaccio de nucleccide i nucledeide 57 foofat
purinics no te lloc t.-n sols a la posicid B2 R2 P11,
aus tambe & Bl R1 PO, Le intensitet de 1a interaec—
cid segueix 1‘ordre seguent:

D/ -CMPL ~IMPFE  —AMP

per als nucledsids 5’ fosfat i GMP>AMP per als 37
fosfat (en squests dos darrers casos les interac—
cions sdn a B2 R2 P2 i Bl R1 P1).

d) €1 fosfat del lligend actue, molt probablement, si-
tuant el nuclebtid en el seti actiu, mentre que els
substituents de la base son els generadors de 1‘es—
pecificitat de la interaccio i controlen 1’equili-
bri d’unid entre els sub-setis RZ R2 i Bl Ri.

IV-1 EXPERIMENTS AMB DNA

A1 1963 FELSENFELD et al. van emprar el DNA per a me-
surar la seva interaccid amb la RNAasa A per tal d’estudiar la
intevaccid proteinse-acid nucleic. Observaren que en condicions
ben definides de forga ibnica i pH, aquesta interaccid compor-
ta la desestabilitzacid del DNA. Es degut 2 aquest fenomen que
els complexos DMNA-RNAasa A han estat escollits per diversos
qutovs com a sistema model per & l’estudi de la interaccid
acid nucleic—proteina. Donat que el DNA no presenta 1°'0H en 27
de la ribosa, necessari per a la hidrolisi enzimatica de 1la
cadena nucleotidica per part de 1a RNAasa, tot conservant els
trets fonamentals necessaris per a la interaccio amb 1‘enzim,
hom esperava obtenir informaciad d’aquests estudis.

142



€ DISTUSSIO FINAL

De fel, HWALZ (1%71) havia observat cue la RiNfasa A t¢
la mateixa afinitat, fins 1 tot potser més elevada, per als
desoxitibonuclebtids que per sle Tibonucleotids.

Alxi, SEKINE et al. {(15&89) observaren gue Lant el  DMA
vativ com desnaturelitratl (monecatenavi) inhibien competitiva—
ment la hidrolisi de 1/RMNA, ess=nt el monocatenari més efec—
tive fAguestis competitivital indicave 1fespecificitat de la in-
teraccid., La sedimentacid en gradient de sacarosa va indicar
tambdé uvna major afinitet per ol monocatenari (FELSENFELD el
al., 1743). Mitjangant la gel filtracid es determina que inte-
raccionaven Uns 12 nuclebtids de DNA desnaturalitzat per mole-
cula de RMAasa (RAJU & DAVIDSON, 19469), un resultat que esta—
ria d’acord amb el tamany de la molecula enzimatica (VON HIP-
PEL % Mc GHEE, 1972), perd si s‘examinen les dades cristal.lo-—
agrafiques, hom observa que en l‘escletxa que inclou el centre
actiuvu és impossible d’encaixer—~hi 12 nuclebtids. Potser cal
pensar en interaccions forae d’aguesta escletxa. Els mateixos
autors consideren necessaris estudis més detallats per a re-—
soldre acquest problema. Aquests estudis es van portar a terme
al 1976 per JENSEN & VON HIPPEL. En ells indigquen, en primer
lloc, que el resultat de 12 nuclebtids, donat per RAJU & DA~
VIDSON (1949), podria é€sser degut a que no s’hagi tingut en
compte una potencial sobreposicid de setis d’interaccid, que
ells observen en els seus estudis.

JENSEN & VON HIPPEL troben que una molecula dfenzim
interacciona amb 4 parells de bases del DNA natural i amb 11
nucleotide de DNA monocatenari, i que la forga d’interaccid
enzim-DNA monocatenari €s dos cops més elevada que la forga
d’interaccid amb el natural. Respecte del significat d’aquestes
potencial sobreposicio de setis d‘interaccia, comenten que:
"e&l tamany de la molécula de RNAasa pot fer que la molécula
cobreixi un cert nombre de nucledtids de la cadena de DNA,
fent que aquesta regid quedi inaccesible a la fixacid d’una
altra molécula de proteina. Aixi, encara que només un quants
nucleotids estiguin directament involucrats en l/interaccid,
el vertader tamany de la part de DNA natiu o desnaturalitzat
que interacciona pot €sser bastant gran. El desplagament d‘una
molécula de proteina al llarg de la mol2cula de DNA situara la
proteina en un a}tre seti d’interaccid. Per la qual cosa, el
setis de fixacio potencials es sobreposen”.
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Mitjanpant estudis per centrifuvosc:d, espectirofotome-
tria vultravioclads i de dispersid rotatoria dptica LACIMRE et
al, (1974, a i b) van determiney aue une molecula de  RNAasa
interacciona ambh cinc a sis nucleotids de 13 cadena de DNA na-
tiv (xifre Jjo melt mfs proxime & 1'ecpereda  ped tamany de
1’escletxa de 1'enzim segons les dadis criskbal, lografiquss).
Els avtors supeerelxen gue sntre 1fenzim 1 el DNA ne hi esta-
ria involucrat un sol tipus d‘interaccid, i proposen un model
per explicar el mecanisme de desectabilitiscie provocat per la
RNAasa: "eristirien en l1a moldcula d’enzim al menus 2 setis de
fixacid per al DNA, situats en dues zones dictants de la mole-
cula™. Aquests estudis foren fets emprant RNAasa S, gue no
provoca la desestabilitzacid del DNA, la gqual cosa suggereiyx
la localitzacid d’un d’aguests setis a 1‘extrem N-~terminal
(aminodcide 1 3 20)., Donat l’efecte de la forga idnica i el pH
en 21 procdés, hi estaven involucrades forces electrostidtiques
gque fan suposar que aquests setis contindvien carregues posi-—
tives, 1 actuarien cooperativament. En el cas de la RNAasa S,
1’extrem N-terminal ecs desplacaria sota 1’efecte del DHA natu-
ral, que no es deformaria (ja que el bicatenari &s molt més
rigid que 1’RNA), restant localment separat de la S-proteina,
explicant~se aix{i 1’absdéncia de desestabilitzacicd. Per contra,
enn el cas de la RNAasa A, en estar fermament Ffixat l/’extrem
N-terminal, .la interacciod amb el DNA bicatenari provocaria la
deformacic d‘aquest i la seva desestabilitzacio.

Estudis posteriors (CHINSKY & TURPIN 1982), emprant
1’espectvqfotometria Raman, interpreteven els resultats de 1a
interaccio RNAasa A-DNA desnaturalitzat en termes d’una inte-
raccio especifica proteina-base. Emprant poli (dA-dT) indiquen
que unes 15 bases del polimer bicatenari estarien en wuwna si-
tuacid de NDO-stacking entre elles en el complex RNAasa—poli-
mer. S’establiria una interaccid entre la RNAasa i 1’ami de 1la
posicic & de l’adenina del polimer; trencant-se el pont d'hi-
drogen entre aguest grup i1 el carbonil—4 de 1a timina, el que
provocaria la desestabilitzaciod del polinucledtid.

De fet, doncs, d’acord amb els resultats dels treballs
exposats, podem concloure que la RNAasa interacciona amb el
DNA. Sota condicions ben definides, agquesta interaccid compor-—
ta la desestabilitzacid del DNA. Aquests interaccio és especi-
fica, donat que tant el DNA bicatenari com el monocatenari in-
hibeixen competitivement la hidrblisi de 1‘RNA.

144



C DISCUGEId FIMNAL T

Lo intevaccid & ‘ectableix, en orvan mide, entre els
grups fosfat del DNA 1 zones positives de 1enzim. Donat qus
ura moletcula de RNAase interacciona amb 9 a & nucledtids de la
molécula de DNA natiu, en aquesta interaccid hi estarien invo-
lucrats D setis carvegets positivement de ‘enzim, de fixacid
pel DNA, que 2ctusrien cooperativament. Un (o mes) d agueste
setis de fixacid estaria situvat en )’extrem sw-tevininagl de
17enzim (aminvacids 1 a 20), donat gque la RMAasa S no provoca
la desectabilitzacid del DNA.

o it i e Lt s Yo 4 o 2 s o it b S 48 s e et e et o St = o A e

La postulacié del sub-seti fixador de nucledtids B3 R3
P2 permet d‘enfocar les dades obtingudes sota una altra pers-—
pectiva.

En grimer lloc, prermet donar una possible explicaci6 a
la activacio observada en els gxperiments de cinetica de satu-
racid, i a la gren disminucio d’activitat en front d’RNA
(apartat I11-5).

IV-2 EFECTE DE LA CONCENTRACIO DE MARCADOR SOBRE
L’ACTIVITAT DE LA RNAasa A EN SOLUCIO

La activacid observada en els estudis de l’efecte del
marcador sobre 1l’activitat de 12 RNAasa A front del 2/,37 Cp
{apartat 1I11-9) indica Que es forma un complex enzim—-lligand,
depenent del temps. Tambe indica que el Cl&-RMP interqcciona
en un seti diferent que el &/,3’ Cp, amb wuna actuacio que,
probablement, 6&s similar a la activacid que observaren WIEKER
& WITZEL (1964) i HAFFNER & WANG (1973), produida per 1l’adeni-

na, el seu nucledsid i el seu nuclebtid,
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Aauest efecte en la segona fase de lz catslisi ha es-
tat postulat gque vindria donat per la formacio d’un complex
ternarTi enzim-lligand-substrat, nue seria hidrolitzat més Ta-
pidament gque €1 «complex binari enzim-substrat. ARUS (1982)
rropose, dlacord amb els estudis de DEAKYNE & ALLEN  (197%),
1’pxisténcis d’un canvi conformacional induit per la preséncia
d’un nucledeid purinic en el sub-lloc B2 Re {(figura 42) ioen
el aue l'aspartic 121 interacciomaria amb la base nitrogenada,
mentre que aguecta col. loceria la His-119  en posicié optima
per a la catalisi.

"o

En &l nostre cas, el marcador Cl&6-RMP, es un anzlea de
1‘adenina. El marcador interacciona amb una part especifica de
la molécula d’enzim, el sub-seti fixador principal de purines
B2 R2 Pl, tal com suggereixen els estudis espectrofotometrics
(PARES et al., 1978) . La interaccid del Cl&-RMP en el B2 R2
P1 provoca també 1‘efecte d‘un canvi conformacional (ARUS,
1981). Aquests fets venen a dempstvar que la interaccid ini-
cial del Cl&-RMP en el sub—-seti B2 R2 Pl pot provocar un efec—
te similar &l que provoca l’adenina, activant la hidrolisi del
2,3’ Cp que es posiciona en el sub-seti fixador de pirimidi-
nes Bl R1 P,

L’efecte d’activacid produit per 1a presencia de Clé-
RMP seria una prova de que el centre fixador de fosfat Pl es
prou gros per allotjar més d’un fosfat, sense que es produei-
xin repulsions entre ells; probablement degut al gran nombre
de cdrregues positives que hi han al voltant de P1.

El seglient sub-seti ocupat pel Clé”RM# seria el B3 R3
¢, pel que presenta menys afinitat, pero que pot ocuper en
sser molt elevada la Telacid nucleotid clorat/RNAasa en la
olucig.

és en agquest sub-seti secundari, B3 R3 Pg, fixador de
‘nucleotids, on el grup reactiu, el C~& del Cl&-RMP, correcta—
ment posicionat;, es troba amb un agrup nuclebfil susceptible de
reaccionar, 1/t{ —-NH2Z de la Lys—1. Es va produint derivat en
funcid del temps, i molt probablement, i de manera simultania,
resta ocupat el B2 R2 Pl per una altra molécula de Cl46-RMP, Ja
que el marcador en B3 RB'PQ {Derivat 11), ne interfereix amb
el sub-seti B2 R2 Pl (ARUS, 1981).
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FIGURA-42

Esquema del canvi conformacional proposat induit, per l’adeni-
na en la RNAasa A. La interaccid entre 1’Asp—121 i 1a His—-119
{(per pont d‘hidrogen) es trencaria a l‘ocupar l‘’adenosina
(Ado) B2 R2. L‘’Asp—121 pasaria a interaccionar, b€ directament
o mitjangant una molecula d’aigua, amb 1’N1 de 1‘anell de pu-—
rina, La Mis-119 es desplagaria a una posicio favorable per
assglir un "stacking” amb 1’anell heterociclic en posicid B2.
(ARUS et al., 1982).
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| ‘activecio es detecta en les primeres hores de 1a
reaccid, pero, a mida que passa el temps, van tenint lloc al-
tres reaccions del marcedor amb d’altres erupe de l’enzim que
van donant lloc a l’aparicid de derivats molt menus actius en
{vout de 27,3’ Cp; perd en retite quantitet, el aque fa que
l’activitat total de la barreja, continui restant elevada.

Donat que el mavcador en pesicid BR R3 P (Devivat I1)
no impedeix la interaccid d‘una alira mol®cula en B2 R2 PI,
hom podria esperar que l’adenine exercis un efecte d’activacio
en la hidrblgsi del 27,3’ Cp per el Derivat II, com aix{ es va
cbhservar (ARUS, 1981 a).

Fls fets esmentats vindrien & vecolzar la hipbtesi de
que el Cl6-RMP interacciona en primer lloc amb el seti princi-
pal fixador de purines (B2 R2 P1), provocant 1’activacic de
1’hidrblisi del 2,3’ Cp en la barreja de reaccid. Una segona
molécula de C16-RMP interaccionaria, simultaniament, en el
sub~-seti secundari B3 R3 P2, fixador de purines, que reacciona
donant lloc al Derivat 11.

Front d’RNA; a temps O, s’observa que es mante una ac-—
tivitat bastant elevada, gairabe el 100%, quan en el medi hi
ha una quantitat relativament petita de Cl6-RMP (32u4uM en cu-
beta), activitat que passa a ésser menor en auvgmentar la quan-—
titat de marcador present (&5 UM en cubeta) i1 encara menor en
emprar concentracions elevades (260 M en cubetal. Aguests
fets venen a indicar que el marcador interacciona amb l/enzim
(a BE‘RZ Pt i a B3 R3 P2), i que degut a 138 seva gran concen-—
tratio & la barreja de reaccio (encara que l’enzim mostri més
afinitat pel RNA que pel Cl&-RMPY, el nucleotid halogenat
exerciria un empediment estéric a la interaccid enzim-RNA, do-
nat que es tracta d‘’un substrat d‘’alt pes molecular. D’dsser
certa la hipbtesi abans esmentada de que el marcador interac-
ciona inicialment en el sub—seti principal fixador de purines
(B2 RE P1), a baixes ctoncentrecions seria aquest el sub-seti
principalment ocupat, i donada la major afinitat de 1l’enzim
per 1’RNA, el substrat desplaga el marcador i €s hidrolitzat,
a temps 0, amb una eficidncia comparable a la de l’enzim natu—
ral. En anar augmentant la concentracidé de C16-RMP, aquest
passa a interaccionar tambd€ en el B3 R3 P2 (i pot ésser en
d’asltres, com es veurd posteriorment) , i aquest fet resulta
en una més gran dificultat d’ésser desplagat el nuclebtid i,
en consequéncia, la barreja presenta una menor activitat.
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Essent, doncs, important el paper Jjugot pel cub-seti B2 RZ P1
en la fixacid del marcador, els fels sementats vindrien a
indicar que el sub-seti B3 R3 P2 tambe Juga Ul peper &N el Te-
coneixement de la base segient en la sequencia de 1'RNA 3 1a
cup interactrona en B2 RKe FL (Figura 40).

A mida que passa el temps, el marcador va reaccionant
aab Menzim, Llactivitat va dismindint aprveciablement; fins &
ssser nul.ia (entre 12 i 18 hores d’incubacic), per formacia
ge  devivats monosubstituite (en genersl amd una boixa sctivi—
tat front de 17RNA) i derivats bi(multidsubsiituits (amb una e . ..
activitat nul.la). A les 43 hores, la barreja de reaccid enca-
ra presenta un 33% d’enzim sense modificar, pero no es detecta
activitat front d’RNA. Aquest fet suggereix que 1la concentraj
cio de Cl&6-RMP (entre 32 i 260MM) en la cubeta de 1la reaccio
enzimdtica € suficient per inhibiv 1l’enzim.

Iv-3 REACQIé ENTRE LA RNAasa A i EL Cl6~-RMP EN
PRESENCIA D’AMP.

L’ericténcia d’aquest sub-seti B3 R3 P2 -també permet
d’entendre millor perquée 1’AMP no logra inhibir mds que en un
50% la formacid del Derivat Il quan &5 afeait a la barreja de
reaccid RNAasa A — Cl6-RMP. El nuclebtid natural desplagaria
a8l Cl6-RMP del) centre principal (B2 R2 F1l), doncs presenta una
constant d’associacid més elevada (unes 4 vegades mes gran) i
ec troba en una concentracic 7 vegades més gran en la reaccio.
El nucleotid marcador encara pot interaccionar en el sub-seti
secundari, el B3 R3 PZ, on, a més a més, es troba amb un nu-
cledofil (la tLys-1) amb el qual pot reaccionar. L‘AMP també potk
interaccionar en aquest sub-seti, pero sembla presentar, en
principi, una menor afinitat per ell (el 2/-AMP presenta un
lloc fort d’interaccio amb la RNAasa A 1 de tres ~NOGUES,
1982— a quatre - S0OLA, 1981— de febles). Per agquest motiu
ambdbs nuclebtids, 1’halogenat i el natural, competeixen per
B3 R3 P2, la qual cosa determina que el Cl&6-RMP pugui interac—
cionar en aquest sub-seti i vagi reaccionant amb 1’/oX -NH2 de
1a Lys—-1, restant 21 B3 R3I P2 ocupat. A 1la fi de les 48 hores
d’incubacid el marcador logra reaccionar aproximadament en un
S0% del que hauria reaccionat en absencia d’AMP.
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IVv-4 COMPARACIO ENTRE ELS DERIVATS F 1 11.

INFLUéNCLA DEL GRUP FOSFAT EN LES
CARACTERISTIQUES CINETIGUES.

F1 Derivat F és el que resulta de la reaccioc de &-Clg-
ropurineg vibosid amb 176 ~NHP de la RNAossa A, ecaent, peyn
tant, identic al derivat Il sense focsfat; la comparacié de les
caracteristiques cinetiques d’ambdds derivats ens permet estu-
diar el paper jugat pel grup fosfat.

D’acord amb les dades de la TAULA 23, front de 2/,3°
Cp, el Derivat 1II presenta una Km practicament igual, i una
Kecat guelcom inferior &l Derivat F. Aquestes dades indiquen
gque ambdds derivats presenten una afinitat bastant semblant
pel substrat de baix pes molecular, mentre que 1’‘eficiéncia
catalftica decreix un 30% quan estd present el grup fosfat.
Aix{ doncs, en front del substrat de baix pes moleculaw, la
preséncia del gruvp fosfat no provoca unes grans variacions de
les caracteristiques cindtiques, la qual cosa no és d’estra-
nyar, doncs el grup fosfat, en el cas del Derivat 11, roman
bastant allunyat ¢el centre catalitic de 1l’enzim (TAULA 25,
entre uns &6 1 10 A)

Front d’‘RNA, les variacions observades son molt acusa-
des. Per al Derivat F s’observa una activacid, mentre que per
al Derivat II s’observa una forta inhibicid (d‘un 75%). Agues—
ta inhibicid, que només pot e€sser deguda a 1la presencia del
grup fosfat, solament pot explicanse per una repulsid de chr-
regues entre la negativa del fosfat marcador 1 les dels garups
fosfat de 1°'RNA, i per impediment esteric en PZ.

Donat que el grup fosfat del Derivat 1II, que Toman
allunuyat del centre catalitic, €s capac d’inhibir fortament
la hidrdlisi de 1‘RNA, aquest fet ve a recolzar l’existéncia i
el paper jugat per d’altres sub-setis fixadors de nuclebtids
en 1l’enzim. Les caracteristiques dels Derivats F i I1 venen a
recolzar l‘existéncia d’un seti fixador de nuclebtids en 1l’ex-—
trem N-terminal de l’enzim (B3 R3 P2).
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’
IV-5 REACCIO ENTRE LA RNAasa A i EL Cl16-RMP A pH 7,4

Liespecificitat de 1a reaccio de marcatge, RNaasa A -
Cle-[p & pH 7,4, ha estat posede eu evidéncia tant
mer les dades exposades a la introduccid com per les
dadew de la reaccid en presencia ¢/AaM? i de la veaccid
a pH’s mdés ba.ics. Perd; recordant el fet de que, a
meés  del Devivat I1, e« fovmedh o 'altres derivats mono-
substituits minuoritaris ("X's", 1V, V, VI, Figura 20}
hom es pregunia:

- amb quin grup nucleofil de l’enzim ha reaccionat el
marcador en aquests altres derivats?

- han tingut lloc aquests marcats en d’altvres sub—-se—
tis fixadors de nucleatids?

- son aquests derivats monosubstituits minoritaris
reflex d’altres marcatges per afinitat, menys afa-—
vorTits pel fet de que el marcador no puguil encarar-—
se correctament amb un grup nucledfil adequat, o se
situi lluny d’ell?

Els grups nucledbfils de l’enzim que poden gsser candi-
dats per a reaccionar amb el marcador van ésser estudiats per
PARES (1977). En aquest estudi restava clar que, en les condi-
cions de reaccid (pH 7,4) els Unics candidats eren els grups
imidazol de les histidines i 1’ -NHZ i & -NHZ de les lisines.

Els estudis dels derivats monosubstituits, maJoritari
i minoritaris, per espectrofotometria directa i per diferencia
d’espectre, indiguen que tots els derivats obtinguts son deri-
vats per reaccid del mavcador en una lisina. La RNAasa A mos-—
tra en la seva seqlUeéncia un X -NH2 de la Lys-1 i 10 £ -NH2 de
10 lisines, la Lys-3, 7, 31, 37, 4%, 61, &b, 91, 98 i 104,

L’OA~NH2 de la Lys—-1 es el grup marcat en el cas dels
Derivats 11 1 F.
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l.’E-%%ﬂ?de la Lus—1, pels ectudis de determinacio de
1’aminoacid terminal, noe <embla que hagi reaccionat amb el
mavrcador en cap dels casces dels derivets monosubstituits estu-
diats.

l»’e'bnﬁ de la Lys-41 tampoc sembla que hegl Teaccio-
nat donant 1lec a un derivat monosubstituit, doncs cap dels
derivate perd totalment l’activitet front de 27,3’ p. La Lus-
31 podria €sser marcada en alguns dels derivats bilmultidsubs -
tituits.

D’acord amb les dades de la biblioeorafia i de 1’es—-
tructura tridimensional, 1€ -NH2 de 1a Lys-b66 formaria part
d‘un sub—seti fixador de fosfat (IWAHASHI et al., 1981), pel
que aquest E-NH2 seria un possible grup marcat en el cas dels
altres derivats monosubstituits obtinguts.

D’acatd tambe amb les dades de la bibliografia, un al-
tre candidat es l’E-ﬁ%ﬁ!de la Lys-7.

Queden tambe com a possibles €~NH2 susceptibles de
Teaccionar amb el marcedor els de les Lys-31, 37, &1, 21, 98 i
104, Cada grup marcat donaria lloc a un derivat diferent. S’ha
de tenir tambe en compte que quan s‘utilitza Cl6-RMP com & nu-
clebtid clorat marcador, aquest pot perdre el grup fosfat du—
rant el proces de purificacio, obtenint-se doncs derivats di-
ferenciables cromatqgréficament, pero marcatg en el mateix
arup proteic (PARES, 1977). Aguest podria esser el cas dels
Derivats Vv 1 VI (de 1la Figura 20), doncs aquests derivats
elueixen, en la cromatografia de bescanvi catitnic, a una for-
£a ionica superior a la del Derivat II i Jjust abans que 1la
RNAasa A, que en les condicions cromatografiques és la mole-
cula eluida més tard, Jja que €5 1la que poseeix wuna cdrrega
positive més elevada. Donat que el Derivat Il &5 la molécula
d’enzim amb 1’6L-NH2 modificat, i que aguest grup ¢€s el de
menor pK (d’entre els NHZ de la RNAasa A), la desaparicio d’a-
questa carrega positiva €s la que disminueix en menor quanti-
tat la carrega positiva total de la molecula. Es per aquest
fet que el Derivat Il ¢€s, d’entre la série de derivats mono-—
substituits possibles, el que serd eluit a mes alta forga
idnica. Aquest supost va fer pensar que, tant el Derivat V com
el VI, eren derivats monosubstituits que havien perdut el grup
fosfat i podrien ésser derivats per reaccio en els mateixos
arups & -NHZ que algun dels derivats "X", el Derivat II i
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Yohue el IV. Aguecta suposicio vindris recolzada pel fet aue,
en la reaccid RNAasa A-& Cloropurina ribosa (Figura 27), el
Derivat F (per mavrcatge en 1 X-NHP de l2 Lys-1i, ¢ 813, el
Derivat Il sense fosfat) es 1’eluit a meés alta forga idnica
d’entve tols els derivats obtinguts., Aguect Devivat F es elult
Just abans que 1’enzim que roman ganse reaccionar, indicant el
fet abaneg esmentat de que al modificar 1A -NH de l1a Lys-1,
la cirrega positiva total de 17enzim ec la mds =levada d’entre
ele devivats monosubstituite obtinguis,

Les caracterfetiques cinétiques del Derivat F  compa~
rades amb lec del Derivat II (TAULA 23) van posar en evidéncis
que el responsable de la disminucid de 1’eficiéncia cataliti-
ca, en el tas del Derivat Il era el grup fosfat. Suposant que
en el cas dels Derivats V 1 VI aquests fossin derivats que ha-—
auesin perdut el grup fosfat, caldria esperar que presentessin
una activitat, si no més elevada front del 2‘,3’ Cp que 1‘en—
zim mnatiu, si més elevada que els altres derivats monosubsti-
tuits. En la TAULA % s’observa gque presenten una activitat del
100% 1 97% vespectivament, el que indica que el marcador roman
suficientment "allunyat” com per no impedir la hidrolisi del
substrat de baix pes molecular amb una eficiéncia igual a la
de 1‘enzim natural. Per contra, front d’RNA, aqueste derivats
mostren una molt baixa activitet (154 i 13%) la qual cosa sem—
bla indicar que £l marcador interfereix 1la interaccid enzim—-
substrat d’alt pes molecular, pero en menor grau que la rvesta
de derivats (exceptuant el I1) Jja que tots presenten una acti-
vitat encaera més baixa front de 1’RNA.

Resten doncs S derivats monosubstituits, els 4 "X" i
el IV, i B grups & -NH2: els de les Lys-7, 231, 37, 61, &b, 91,
98 i 104.

Cal acssenuvalar en aquest punt que els 5 derivats mono-
substitulits esmentats mostren una activitat front de 2/,3‘ Cp
bastant inferior & 1la de l’enzim natural 1 a 1a del Derivat
IT, 1 similar entre si (TAULA ?). Tots ells presenten una ac-—
tivitat molt baixa front d’RNA, i també inferior a la del De-
rivat II. Aquestes dades vindrien a indicar que en tots els
casos el marcatge ha tingut lloc en un & -NHZ d‘una lisina
que fa que el marcador se situi quelcom mésla prop del seti
cata}itic de l’enzim, exercint un impediment mes elevat a 1la
hidrolisi del 27,3’ Crp i de 1‘RNA.
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Tal com ja s’'ha esmentat, el mavcador (Cl&6-RMP) pre-—
senta una distancia enire 1‘’3tom de fosfor i el C(&6) de la
base purinica d’uns 10,9 A (apartat 1-3). Ferd la moleécula en
solucio pot adoptar estructures espacials diferents a la de 1a
forma cristal.lina i la disténcig entre el grup foefaelt 1 el
C(b) pot ésser inferior a2 10,5 A (com airi es comprova en me-—
div la distdncia entre el C(&) de l’adenina i 1’oxigen 03U
del dinucledsid monofosfat en solucid Upd, que resulta ésser,
per cristel. lografia de vaige X, d'une B A (SUSSMAN & SEEMAN,
1972)).

Davant d’squestes dades es van determinar les distan-
cies al seti catalitic de 1’enzim dels diferents & ~NH2, pemr
tal de comprovar si les dades obtingudes estavien d‘acord amb
les dades tridimensionals. €1 seti catalitic de l’enzim es va
dividir en dues zones:

1- punt mig entre els imidazols de les His—12 1 119.

2- 1’ E~-NH2 de la Lys-—-41.

. Per aquest fet es va dur a terme l‘elaboracic de 1la
arafica tridimensional de 1la RNAasa A (Figura 6 i 43).

En observar l’estructura tridimensional de la molécula
de RNAasa A s’observa que 1’ £~NH2 de 1a Lys-61 esta situat en
una posicid completament contrdria a l’escletxa de la molécula
que inclou el centre actiu. Aix{ doncs, en principi caldria
descartar aquest grup com un possible lloc de marcatge, donat
que tots els derivats obtinguts presenten una activitat infe-
rior a le de l’enzim natiuv, i per tant el marcoador ha d’estar
situat en una zona proxima al seti catalitic.

Els E.—NHE de les Lus—91 i 98 resten massa allundats
del seti catalitic, en una zona externa, perllongacid de 1‘es-—
cletxa que inclou el centre actiu per l’extrem delimitat per
les Lus~66 (PO), Val-124 i Luys—104. No sembla procedent medir
la distadncia en 1inia recta entre aquests £ -NH2 i 1’ & -NH2 de
la Lys—41, doncs la mateixa molecula de RNAasa A ofereix un
impediment esteric a l’accesibilitat del marcador (zona dels
aminodcids 85-84-87-88). De tota manera, encara que molt allu-
nyats, i en principi "externs", aquests dos & -NH2 no poden
dsser rebutjats completament (particularment el de la Lys-98),
tal com es veura posteriorment.
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Er un oo cimilay es troben els e:—NHQ de les Luye-31 1
37, essent externes, 1la 31 es troba bastaent 2llunyada de 1la
vall gue inclow el centre active La 37 estaria sitvade Jjust en
1’extrem contrari a3l que determina la Lus-Hhéd 1 104 0 1 la
Val-1ea4, delimitenl per 1’alira costat la vell que inclou el
cenlre actiu, pel que squesta lisina tampoc pot fsser rebublijs -
deér,

Les disthancies de tada & —-NHZ 1 seti catalitic venen
indicades en la TAULA seqlent (TAULA 24).
TaUlas 29 .-

DISTANCIES DELS NH2 DE LES LISINES
Al. CENTRE CATALITIC DE LA RNAasa A

) B s s At S S it s e it . T e A s Bt A - o B G L et S Mk R A e e e S s s o M Bt S B B s o i Sk S T S S - S S T s

DISTANCIA AL PUNT DISTANCIA A L &—=NH2

~NHz MIG HIS-12 i 119 DE LA LYS-41
Lys—1 ¢ ol -NH2) 18,5 A 16,4 A
Lys—1 ( & -NH2) 13,4 A 12,8 A
Lys-7 " B,7 A 6,0 A
Lys—37  » 16,7 A 11,2 A
Lys—&66 v 12,3 A 16,0 A
Lys-104 * 18,0 A 22,5 A
Lys~41 7,0 A -

et it st St 42 SHASR e B b o120 S0 rm wrm e T Y e e S e P A Y T S At B4 M it e S S Ak A} A Ao Sk SAmth S S P Yot St SOl s S et RS SO e (it et ke L S b e S SAieh s ot e

Mides efectuades emprant les coordenades de la RNAasa
A (CARLISLE, 1974) obtingudes a partir dels planols de densi-—
tat electronica de la cristal. lografia de raigs X de 1la mole-
cula amb una resolucid de 2,5 A. Cal assenuyalar que la confor—
macid de la molécula en solucio pot variar de la de la molkcu-
1a en forma cristal.lina, particularment pel que respecta a
arups més externs, com serien 1’0l i £-NHZ de la Lys—1, 1’E-NH2
de les Lys—-37, && 1 104,
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Lee distancies zesenyalades en la TAULA T4, poden va-
. . . . ”
Tiar;s tal com s’indica en el peu de la taula; 1 també paden
variay degut a la inte accid enzim substrat.

S’ectima donces qgue el marcador (Ol -RMFPY es d‘un ta-
many entve B 3 10,0 &, 1 tom hipblesi €l considerem unil pel
Cik) de 1a purinag a2 1" X-NHZ de la Lys—-1 1 a3 }'E tiZ de les
Irisines 7, 37, &6 1 104, Bi ey rvesten B &8 10 A a lec distdn-
cics de la TAULA 24, ens ddna la dist Arrld a la gque padria si -
tuar se el grup {fostal del centvg catalitic de 1’enzim, en cas
de que s’haai prodult 1a reaccio en algune dfaguests NHA.
Adquestes distincies venen expresades en la TAULA 295,

e A ATE > wit ¢ Pty o, e s A bl € O 5 OB T vt e 3,
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TAULA 23, -

PDSSIBLES DISTANCIES MINIMES ENTRE EL FOSFAT DEL GRUP MARCADOR
UNIT A L’X i E-NHZ DE LA LYS-1 i A L’ E€-NHZ DE LES LISINES 7,
37, b6 i 104 1 EL SETI CATALITIC DE LENZIM
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GRUP SETI CATALITIC
PUNT MIG His-12,His-119 E -NH2 Luys-41
X ~NH2 entre 8 i 10,5 A entre 6 i 85 A
Lys—1 °
E —NH entre 3 1 5,5 A entre 2 1 5 A
. -4
Lys~7 € —NH2 0 A 0 A
Lys-37 & ~NHZ entre 6 i 8,5 A entre 0,5 i 3 A
Lys~bb £ ~NH2 entre 2 i 4,5 A entre 5,5 i 8 A
Lys~104 £ —NHZ entre 7,5 i 10 A entre 12 i 14,5 A

o s iy e o S Amte i A s e i S S T oS Sad S Sk T Y S Sy St A St Smis) $ 41 e SR Sl R O B s R st B 4000 o Mo e bt e e Al ohm o At B A Wit SO P Sasds S e e g



C DISCUSSIO

lLes

a)

b)

c)

d)

e)

FINAL 2

dades de la TAULA PY indiquen:

Que el fosfat del marcador unit a 1’cd ~-NH2 de 1la
Lys—1 (Detivat 11 i Derivat F) roman bastant allu-
nyat del seti catalitic (a una distancia que permet
introduir—hi encara un altre nucleotid purinic).
Aquesta distd3ncia estd d’acord amb l’esmentat al
principi d’aguest aparvtat aixi com amb lez dades
exposades. €Cal observar que, estant a uns 8-10 A de
distencia, el arup fosfat del Derivat I1 encarva
exerceix una influéncia en 1’activitat, doncs, en-—
tara que presenta la mateixa afinitat pel substrat
de baix pes molecular, la seva eficiéncia cataliti-
Ca €8S MENOT.

L’ E-NHZ de la Lus—1 queda, en principi, descartat
pel que rtespecta als Derivats F/;, E, X3, X4 1 VI,
doncs la determinacic del seu N-terminal indica que
cap NH2 de la Lus—! havia estat modificat. Aquests
NH2 de 1la Lus-1 quedarien com a candidats per als
Derivats X1, X2, IV i V, donat gque no s'ha determi~—
nat el seu N-terminal. En aquests casos el grup
fosfat se situaria, cam a minim, entre 2 i 5,5 A
del seti actiu, distdncia m€s petita que pel cas
del marcat en 1/0(-NH2, que podria explicar la me-—
nor activitat front del 2/,3’ Cp (TAULLA 9) (excep-—
tuant el V),

En estar el marcador unit a 1’€-NH2 de la Lus~7 el
seu grup fosfat estaria situat a sobre del seti
cratalitic de l’emnzim, encara que el seti fixador de
pirimidines (Bl Rl P1) pugui quedar 1lliure per a
que pugui interaccionar el 2,3’ Cp, podent conser-
var el derivat en qiestid una certa activitat front
d ‘aquest substrat.

Si el marcador s’ha unit a 1'£-—NH2 de la Lys-b&6,
la distancia minima estd entre 1 i 3 A.

I si_s’ha unit en 1/E-NH2 de la Lys-104 entre 5,5
i 8 A
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En ambdos cacoe el arup fosfat podria situar—se mes
a prop gque en cas del Derivat II, i determinar tam—
beé une disminucid mée elevada d’activitat front del
2,3’ Cp.

Fre podem preaunter si els derivets obtincuts, altres
que el Derivat II, sdn resultat d’un marcalge per afinitat en
un sub—teti difervent del B3I R3 F2. Per respondre & aquesta
questid es pot tenit en compte, en primer lloc, les dades
d’activitat de tada derivat front de 1’/RNA (TAULA 9): o

Aquestes dades indiquen que:

1Y En el cas del Derivat II, restant molt elevada
l’activitat front del 27,3’ Cp, front de 1’RNA dis-—-
minueix en gran mida. Aquest fet indica qQque en res—
tar ocupat el B3 R3 P2 pel marcador, agquest exer-—
ceix un impediment (tant estéric com per repulsid
de cdrregues) a la interaccid enzim-RNA, el que es-—
td d’scord amb les idees i resultats exposats, tant
en l’apartat I com en el IV, de que l‘enzim presen—
ta més d’un sub-seti d’interaccid amb el substrat
d’alt pes molecular.

2) En el «cas dels altres derivats monosubstituits
minoritaris, i exceptuant els Derivats V 1 VI per
vraons Jja esmentades, tots presenten una activitat
front d‘RNA menor que el Derivat II, i donat que en
principi, en no €sser derivats per reaccid amb
1/ -NH2 de la Lys—1, no sembla que en aquests de-
rivats T1esti ocupat el sub-seti B3 R3 P2Z. Un dels
possibles podria é€sser un sub-seti proper al PO
(l.ys—&6) postulat pel grup de IRIE (SAWADA & IRIE,
19469).
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IV-5.1 INTENT Df  LUCALITZACIO  D'ALTRES POSGIBELFS

SUB--3T13

Feir {rvacie de  localitzar saueclis altres poesibled
sub-satis s’ha pustciunnt un pentanucleobid model (ApARApCPAP)
e l/eccletxa que forme &1 centre actiru de 1/emz2im emmyant 1o
grafica tridimensional de la RMAasa A, portada a terme d’acord
amb 1 ecmentatl eu llapartat 1I-19 (Figmna 43).

S'ha escollit un pentanucledtid en base a, en primer
lloc, les dades de l’interaccio del pirofosfat amb Ja RNAasa A
(RIDNLINGTON & WOMACK, 1949) que assenyalavan un seti de forta
interaccid i dos a tres de febles. Les dades d’interaccid de
1a RNAasa A amb el 9/—~-AMP (S0OLA, 1981l) gque indiquen un seti de
fiyxacid primari i quatre de febles. En segon lloc, cal esmen—
tar les dades de l’interaccio de 1‘enzim amb el DNA que indi-
caven que la RNAasa A interacciona amb cinc a sis nucleotids
del DNA. En tercer lloc s’‘han posicionat diversos oligonuclieo—
tids en la vall del centre actiuv de 17enzim, emprant les rTe-
presentacions tridimensionals obtingudes per computadora, 1
s ‘ha observat que el millor model a emprar era unm pentanvclet-
tid, 1a qual cosa estd d’acord amb les dades esmentades abans.

En observar la grafica tridimensional (a) de la Figura
43 (i les fotos de la mateixa figural) hom pol abservar quins
residus de 1l’enzim queden a prop de cada grup del pentanucleon-
tid model. Anant en 1a direccio 3° ~-~-2> 5’:

- El primer fosfat resta a prop de la Lgs~304, que po-
dria Jjugar el paper d’un residu gque formés part d’un
seti fixador de fosfat, gue caldria anomenar P17,
Aquest possible paper Jugat per la Lus—104;, cam a
constituent d’un sub-seti fixador de fosfat, estaria
d’acord amb el possible paper jugat per els aminoa-
cids bdsics en la interaccid enzim-substrat, indicat
per COOKE et al. (1963), HUMMEL % KALNITSKY (1964),
L TBONATI (1965) i BROWN & BRADBURY (19764).
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" FIGURA 43

a) Representacio de la cadena principal de la RNAasa A en la
que es sobreimposen 39 cadenes laterals (las que resten mes
a prop del pentanucleotid model que es fa interaccionar amb
1/enzim — ApAPAPCPAP). Agueste cadenes latevals son las
dels aminoacids: Lys-1, Glu-2, Thr-3, Ala-4, Lys-7, Phe-8,
Arg-10, @ln~11, Hisl2, Lys-31, Asn-34, Leu-3% Thr-36,
Lys-37, Asp~-38, Arg-37, Lys—-41, Fre-42, Val-43, Asn-44,
Thr=-45, Val-47, Cys-65, Lysbb, Asn-&7, EGln-69, Asn-71,
Cys—72, 11"‘811’ ATQ“"ES‘ LH_S"1041~ Val-lOB, AI{“IOQ: Glu—-111,
Val-118, His-119, Phe-120, Asp-121, Ala-122, Ser-123,

NG







FIGURA 43

I, II, 111, IV, V: sequencia de fotografies del model de la
RiNAasa S, en la que es mostre la fixecio d'un pentanucleo-
tid model en la molecula d’enzim. L'’estructura del penta—
nuleotid model es mostra en la fotografie VI.

VII, VIII, IX : detalls de la interaccio del pentanucleotid
model amb la RNAasa S. VII: zona de la Lys-37 i Lys-7
VIII: zona de la Lys-7, ~NHZ de
la Luswy, Lus—41 31 LUs~66.
IX: zona de la Lys—-&6 1 Lys-104,

N




1 LYys—37

= Lys—7



14-NH,Lys—1; 2 Lys—41;3His—119,4 Glu—1
5GIn—69 i Asn-T

1Lys—41; 2 Lys—66; 3LysS—104
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- La primera ribosa rveste a prop de la Vael-iz24 i
@rg-BS. Un possible paper jugat per 1°Arg-85% Jja va
esser indicst per PATTHY & SHMITH (1975)(apartat I-2.
4,.4h.2).

- La primeve adenina pot restar a prop d’Arg-8%, pero
molt exposada al dissolvent (externa a l’escletxa
cue inclou el centre actiu).

- El1 segon fosfat se situa junt a la Lys-465, residu Jja
postulat pels treballs d’IRIE (SAWADA & IRIE, 1969)
i de WALTER & WOILD (19786), 1 constituent del subseti
fixador de fosfat anomenat PO, restant a prop 1l’Ala-
122 i Pro-42.

~ La base pirimidinica, la citosina, se situa en el
seti fixador de pirimidines B1l, ben definit pels
treballs de RICHARDS & WYCKDFF resumits en el tre-
ball publicet en 1971, i pel treball de CARLSON
(1976), aixi com per WODAK (1977). En ells hom cita
com a residus que formarien aquest seti: la Phe-120,
la Ser-123, l’enllag peptidic entre 1’Asnd44 i 1la
Thr-45. Cal afegir que resten a prop la Val-47 i la
I1le-81.

- La segona ribosa Testa a prop de la His—-1d, Lys—-41,
Val—-43, Asn-44 i de 1l’enllag peptidic entre els
residus Phe—-120 i1 Asp-121.

- E1 fosfat nimero 3, entre la base pirimidinica i 1la
segona base purinica, es el que se situaria en el
seti principal fixador de fosfat, del seti catalitic
de l’enzim, anomenat Pl. Aquest seti tambéd estd ben
definit 1i formarien part d’ell la Lys-41, la His-12
i 119, l’enllag pept{dic entre la His-119 i 1a Phe-
120 1 resta a prop la Gln-11.
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lLa tercera ribosa resta a pTop de 1‘Ala-4, Phe-§,
Val-118 i 1l’enllag peptidic entre 1la Val—-118 i 1la
His-119,

Ls tercera base purinice se situa en el sub-seti
fixador de purines anomenat B2 RP2, tambe€ forga ben
precisat i1 format per:

Le Gln-6% que se situa junt a 1/NHZ en posicid C(6)
de 1‘anell de l’adenina. €1 C(1) junt a la Asn—-71.
L'N{7) Jjunt a 1’Asn—-&67 1 Asp-121, restant a8 prop el
Glu-111, Val-108, Val-118 i el pont di-sulfur &5-72.

El quart fosfat se situa junt a la lLys—7, que forma-—
ria part del sub-seti fixador de fosfat postulat pel
agrup del Dr. CUCHILLO (PARES, 1980 b). Resten a prop
Glu-2, Thr-3 i1 1’Ala—-4. Agquest possible paper Jjugat
per 1la Lys—7 ve recolzoat per diverses dades indice—
des en la bibliografia. Com a més importants cal
recordar els treballs de: COOKE et al. (1963), HIRS
et al (19695), KARTHA et al. (1967), ROCCHI et al.
(196%), MARCHIORI et al. (1974), RIQUELME et al.
(1975) i WALTER & WOLD (1976). (apartat 1-2.4.b.2).

La quarta ribosa resta a prop de 1la Lys-7, Arg—-10,
Gln—-11 i Leu-35. Un possible paper de 1’Arg-10 ha
estat suggerit pels treballs de PATTHY & SMITH
(1975) (apartat 1-2.4.b.2) 1 postulat per ARUS
(1981).

L’NHZ en posicid C(é&) de la quarta adenina estd

junt a 170l -NH2 de la Lys—-1 i la resta de 1la base
resta a prop de Glu-2, Thr-3, Arg—-10, Asn—34, Arg-3%
i Asp-38. Agquesta base purinica encaixa en l’esclet-—
xa de la molécula enzimbtica Fformada per 1’extrem
N-terminal (residus Lys-1, Glu-2, Thr-3, Ala-4,
l.ys=7, Phe-8, Arg-10, &ln-il, Leu-35, Asp-38 i
Arg—-39). El possible paper Jjugat per la Lys—1 ja va
ésser assenyalat pels treballs de EAKER et al.
(1965), RIQUELME et al. (1973) i pels treballs del
grup del Dr. CUCHILLO SPARES; 1977, PARES et al.,
1980 a; ARUS, 1981, ARUS et al., 1981).
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~ El fosfat numero D se situa junt a la Lys-37, que
podria é&sser un residu constitutiu d’un sub-seti
secundari fixader de fosfazt que podriem anomenar el
F3. Aguest possible important paper jugat per la
Lys—37 Jjo va éscer assenuvalat pels estudis de COOKE
et al. {196,

- La cinguena 1iboca se situaria & prop de 17Asn—-34 i
Asp—-33.

- La cinquena i Ultima base purinica podria situar—se
a prop de la Tyr—-92 (restant tambe molt exposada al
dissolvent).

L’06ltim nucledtid encaixaria en una escletxa que
delimita la part oposada al PO de 1a vall que inclou el centre
actiuv. Agquesta escletxe estaria formads pels seglents residus:
Arg-10, Luys~-31, Asn-34, Leu-35, Thr-3&4, Lys—-37, Asp-38 i
ATg-39,

Al principl d’aquest mateix apartat es resumign una
serie de dades aportadgs per la bibliografia que tambe esta-—
vrien d’acord amh l’existencia de varis sub-setis.

D’entre les dades exposades cal resaltar:

~ les dades cinétiques d’en NELSON & HUMMEL (1961) que
els hi va permetre de postular l’existencia de més
setis d’interaccid de 1’enzim amb 1‘RNA que amb el
2,3’ Cp. Els resultats d’en MYER & SCHELLMAN (194&2)
i d’en IRIE (196%5), ampliats en treballs posteriors.

- Resulta especialmente important el treball de RID-—-
LINGTON & BUTLER (1969) (Figura 41), doncs troben un
seti principal d’interaccid del pirofosfat amb la
RNAasa i de 3 @ 4 de febles, que concorda amb el nu-
mero de sub-setis fixadors de fosfat postulats (P1’,
PO, P1, P2 i PJ.
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Eni els ectudis portats & terme amb DNA  (apavtat
IVv—-1):

les dades cbtingudes per FELSENFELD &1 al. {1963,
SERINE et al., {1969), WALZ (1971), JENSEM & VON HIP-
PEL (1976) 1 LACOMEE et &l. (1974 a 1 b)) venen a in-
dicar que 13 RNAasa A interacciona smb &1 DNA  d7una
menera cimilar que amb ) ’RNA, i aguesia interaccid
inclov entre 4 i 5,5 deoxiribonucledtide. Agquostes
dades  estan completament ‘acord amb el nombre de
nucledtids que poden interaccionar amb llenzim se—~
gone les dades estructurals.

En aquest punt es interssant observar que el penta-—-
nucledbtid model en interaccionasr amb l'enzim, adopta
una disposicid espacial, especialment pel que rTes-—
pecte a la dispesicid dels grups fosfat i de les ri-
boses, molt similar a 1la corba gque descriuen 9 grups
fosfat i Ttiboses quan estan estructurades en forma
de doble helix en el DNA. En el model B~DNA de doble
helix prorposat per WATSON & CRICK (1953), i1 emprant
les coordenades donades per ARNOTT & HUKINS (1972),
la distadncia entre un grup fosfat i el seguent de la
mateixa cadena es de 7,3 A. 5 grups fosfat de la do-—-
ble helix descriven una corba de 150. Entre el pri-
mer fosfat i el cinque del pentanucleotid model i
han 25 A de distancia. Entre,1‘€~NHZ de la Lys-37 i
el de 1la Lys-104 hi ha 28 A en el model Labquip de
la RNAaza-5. Emprant les coordenades de la RNAasa A
d’en CARLISLE, entre 1’E-NHZ de la Lus—-37 i el de la
104 i han 33 A. Perd les dues, i sobretot 1la 104,
gstan exposades al solvent.

Adguest fet indicaria que la RNAasa A pot adaptar-se
a wuna cadena de 1a doble helix i provocar la deses—
tabilitzacib del DNA esmentada (apartat IV-1).

Donat que els grups fosfat del pentanucledtid resten
a prop de S5E-NH2 (Lus-37, 7, 41, &6 i 104) es va
procedir a medir 1la disyéncia entrg cadascun d’a-
questsE~NHEZ. Aquestes distancies;, en A, son les se-—
gtients:
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<
28 A
©
20 A
Lye-37 Lue=7 Lye—41 Lys- &6 Lys—104
(-4 [ 4
8,5 A & A 8 A 8 A
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vent. Aquest fet implica que, en solucio, les distd3ncies inte-
ratomiques poden variar.
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La distidncia entre cada,grup fosfat del pentanucled-—
tid model €s d’uns 7,6 A (la mateixa distancia que
hi ha entre cada grup fosfat de la doble hélix del
DNA)Y.

— La importdncia de 1l’extrem N-terminal de la molécula
d’enzim va ésser demostrada pels estudis de MERRI-
FIELD & HODGES (1974) i LEVIT & BERGER (19746), en
els estudis amb DNA (apartat IV-1), i també en els
estudis per RMN dels S-peéptid 11 i F (apartat I11-8.
1.¢) en els que s’indicava que el marcador restava a
prop del Glu—2, Thr-3 i Phe-B.

-~ Cal recordar la serie de dades aportades per SOLA
(1981), GUASCH (19B2) i NOGUES (1982) en les que
s’indicava que l’enzim presenta, a més d‘un sub-seti
principal fixador de purines, entre 3 i 4 mes de
febles (dades que estan també d’acord amb la postu-—
lacid de 2 sub-setis addicionals)¢ aqui postulats
tel P17’ 1 P3) i les dades d’ARUS et al. (1981 b i
1982) que suggerTeix un possible paper de la Lys—7 i
la Arg-10 en el P2.



- Finalment, cal fer esment del vecent treball de

MATTHEW & RICHARDS (1982). En ell apliquen a la
RNAzss A i S el model, per efectes electrostatics,
de c¢3rrega discreta d’accesibilitat del dissolvent
de TANFORD & KIRWOOD (1957), modificat.

Determinen setis especifics d’intevraccic d‘a-
nions;, en 1la superficie proteica accesible a8l dis~
salvent, per la localitzacid de zones d’alt poten-—
tial electrostdtic positiv.

Empront el cdlcul de la distribucid de carrepa
en la proteina i la topografia coneguda de la super-—
ficie de la proteina, desenvolupen un procediment
per a 1la identificacid de setis especifics d’inte~
raccid ionica en ls suvperficie proteica, basat en
criteris electrostatics. Utilitzant el sistema RMNAa~
sa com exemple, identifiguen particularment el cen—
tre catalitic de la RNAasa com un seti general d’in-
teraccio anidnica. Aixd els hi permet evaluar el
tractament tedric en el context de les dades de la
bibliografia, corresponents a 1les afinitals pels
protons de les histidines del centre catalitic, aix{
com pel que fa3 referencia a les constants conegudes
d’associacid per a lligands anidnics.

Les representacions del potencial electrostatic
en la superficie proteica, a varies forces ioniques,
mostra 2 setis amb un potencial positiu excepcional,
a pH 6,0. El nombre de setis d’alt potencial, acce-
ssibles al dissolvent, s‘incrementa fins, al menys,
9, a pH 4,0. Un dels 2 setis positius identificats a
pH 6,0 €s el corresponent al centre catalitic, o men—
tre que el segon estd, aproximadament, a uns B A, en
1{nia recta, en la mateixa z1ona proteica. Aguest fet
suggereix un paper en l’crientacicd o ancoratge d‘un
fraagament d ’'RNA.

Identifiquen, doncs, a pH 4,0, 5 setis d’inte-
raccio anionica en zones localitzades d’alt poten—
cial positiu, externs a l’envoltant de Van der Waals
de la proteina. A continuacid es donen les distan-—
ties entre cada seti 1 tres grups titrables de
l’estructura de la proteina:
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SETI GRUPS TITRABILES

1 Lus—1 a 8 A; Lys=37 a & A} Tyr-92 a &,6 A,

-3
2 lus-7 a 4 A; Arg 10 a 5,1 A Lus-41 & 6,5 A,

-3

3  His~12 a 5 A; His-119 a 6,1 A; Lus—41 a 8, & A.
© -]
4 Arg-BY a 4 A; Lus-98 a B,1 A; Lys—6b a 10,8 A.

S Lys-104-a 4,1 A; His—-105 a 5,6 A, Val-i124 (COOH
terminal) a8 &:;3 A.
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Es pot observar que cadascun d’aquests setis inclou
els grups proteics constituents de setis fixadors de
fosfat ja esmentats. Aix{, el seti ndmero 5 inclou
la Lys—-104 (P1’), el 4 1la Luys—é66 (PD), el 3 la
lLys—41, His—-12 i 119 (P1), el 2 la Lys-7 (P2) 1 1’1
l1a Lys-37 (R3).

La postulacio dels sub—-setis secundaris de fixacio de
fosfat P11’ 1 P3 (Lus-104 i Lus-37 respectivament) i els Ja
acceptats P2 i PO (Lys—7 i Lys—~&646) permet relacionar millor
cadascun dels derivats monosubstituits minoritaris (4 "X" i el
1V) que restaven per explicar, amb aquests residus: Lys-7, 37,
66 i 104, esmentats. També es podria incloure, donat que fal-
taria un cinqueé £ -NH2, a la Lys-98, doncs aquesta estd situa-
da a continvacid de la Luys—104, i 1‘anell de la purina de 1la
primera adenina del pentanuclebtid model apunta vers la Lys-98
(Figura 43).
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Cal esmentar gue, el fel de que ceds derivat monosubs-
tituit pogui relacionar-se amb un recidu de lisina, no signi-
fica que aquest marcatge sigui el veflex de 1’interaccio del
grup fosfat del marcador amb el grup & ~NHZ de la 1lisina aue
posteriorment reaccionara amb el marcsdor. De fet, en interac-
cionar el grup focfat del marcador amb un grup € -NH2 d’una 1i-
sina, el grup que Teacciona, el C(&) de 1l’adening, testas si-
tuat a l’extren oposat de 1a moldcula de marcador (aproximada—
ment @ uns B AY. El grup reagtiu reaccionaya, a&leshores, amb
un & -NH2 que teosti a uns B8 A de 1° £ -NH2 per on s’‘ha fixat el
fostat. Donat que cada orup £ -NHZ de l’ecscletxa del centre
activ estd situat a uns 8 A de distdncia, significa ques—en
interaccionar el grup fosfat en un € -NH2, el grup reactlu pot
reaccionar,; o be amb 1 grup £€-NH2 situat abans, o dituat des=-
#T€s, en la sequencia de 5 grups £-NH2 assenyalats, que inclou
l’escletxa del centre actiu. Aixi doncs, el marcat d‘un & —NH2

specific seria el reflex de 1’interaccio del grup fosfat del
marcador amb un £-NH2 d’una lisina adjacent.

Amb les dades de Qque es disposa resulta molt diffcil,
sind impossible, determinar si els possibles marcatges dels
subsetis fixadors de nucledtids, prdoxims als sub—setis Fixe-—
dors de fosfat P1’; PO i P3 sdn reflex d’‘un marcat per afini-
tat.

D’dsser cert que l’enzim pot interaccionar amb 5 nu-
cleotids d’una molécula d’RNA, hom pot suposar que alguns dels
sub-~setis d’interaccid jugarien un paper mf€s important gque
d’altres;, pero la suma de tots ells determinaria un mecanisme
cooperativ que provocaria una alta eficiéncisa en la interac-
cid, i, en definitiva, una alta eficiéncia catalitica (cal
vrecordar aqui les dades de RUSHIZKY 1961, citades a 1‘apartat

-2,7). Aquesta hipdtesi de l’exist@ncia de varis sub-setis
d’interaccid permet entendre millor el vesultat de la reaccid
de marcatge en preseéncia d’AMP (apuntat al principi d‘aquest
apartat), doncs 1’AMP pot interaccionar principalment en el
subseti B2 R2 Pl, pero més feblement a d’altres sub-setis. En
canvi el marcador, el Cl6-RMP, poguent també interaccionar en
els mateixos sub—-setis, es quan interacciona en B3 R3 P2 on es
tvroba amb un grup nucledfil susceptible de reaccionar i donar
lloc a la formacio del Derivat II.
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-

Dounat que el marcet €s covalent, la precencie del marcador
impossibilita el que 17AMP pugui interaccicnar en aguest sub-
seti, i, a mida que pessa el temps, més 1 més molécules d’en—
zim tenen aquest sub-seti ocupat (a més d‘altres), el que de-
termine que la veaccio tingui lloc en mes d’un 50%.

r

7 molt possible, doncs, que alguns dels derivats
adllats  esbtiguin marcets en lisines que formen gpavl dels cen—
tres fixadors de fosfat, encara poc coneguts, com 1 P1’, PR3 y
tambe el PO.

La determinacid del lloc de marcat d¢’aquests derivats
per tecniques de cromatografia liquida d‘alta presio s’‘esta
iniciant en el nostre laboratori. Les carecteristiques cineti-
ques dels derivats mes adecuats permetran clarificar 1‘inpor-

tancia rvelativa de cada centre de fosfat en la fixacio de
1 ‘RNA.
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1)

3)

Ev la reaccio RNAasa A — Cl&-RMP a PH 7,4 s’obte
un derivat monosubstituit madoritari, anomenat
Devivat 1I, i una série de derivats monosubsti~
tuits minoritaris. Els gquatre anomenats "X" sun
vns devivate monosubstituite per modificacid d’un
grup E-~NH2 d’una lisina que presenten una acti-
vitat d'un 50% frant del substrat de baix pes mo-
lecular 1 entre un 3 1 &% front de 1/RNA. La ca-—
racteritzacid cinktica del Derivat X4 indica la
preséncia del grup marcador gquelcom més a prop
del seli de fixacio Bt RY Pi. L’hidrolisi d’a-
quest Derivat X4 amb subtilisina demostra que, en
aquest derivat;, el marcatge ha tingut lloc en un
£-NH2 d’una lisina de la S-proteina.

La veaccid RNAasa A — Cl16-RMP a pH 7,4 en presén—
cia d’un lligand normal, com 1'AMP, posa en evi-—
déncia que s‘estableix une competencia entre el
nucleotid halogenat i el natural, i que, pET
tant, el rveactiu reacciona com un analeag de subs-—
trat. Ambdds nucledtids competeixen per B3 R3 P2,
la qual cosa determina que el marcador pugui  in-
teraccionar en aquest seti 1 vagi reaccionant
{en un 50% després de 48 hores) amb 1‘Z~NH2 de 1la
Lys—-1.

lLa presencia de Cl16-RMP afecta 1l‘activitat de
1’RNAasa A en solucia. Front de 27,3’ Cp l'enzim
s ‘activa, mentre que front 1’RNA es produeix una
disminucio d’activitat. L‘’activacic esmentada
s ‘explicaria per una actuacio similar a l’activa-
cio produida per l’adenina, el seu nuclebsid i el
seu nucledtid. La disminucid d’activitat front de
1‘RNA seria deguda a 1’interaccio del marcador
amb mes d’un seti de firxacio de purines de 1l‘en-
zim; la qual cosa significaria un impediment es— .
téric, i una repulsio de carregues entre el fos-—
fat del marcador i els grups fosfat de 1'’RNA.
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4)

3)

&)

7)

L‘estudi de la veaccio de marcatoe de 1 ‘RNAasca A
amb Cl&-RMP a diferents pH’s indica gue, augmen-—-
tant el pH, no s’obte cop derivat majoritari di-
ferent al Derivat II, ans aquest derivat 1 quatre
derivats minovitaris que 1 acompanyen (els anome-
nats "X"), Aguests felts confirmen l’especificitat
de la reaccio a pH 7,4.

La reaccié de 1‘RNAasa A amb &-Cloropurina ribo-
sa, a pH 7,4, dona lloc a una serie de derivats
monosubstituits., El derivat que elueix Jjust abans
que l’enzim que roman sense modificar, anomenat
F, €s un derivat per reaccid del nucledsid halo-
genat amb 1’cd -NHZ de la Lys 1, o sia, el Derivat
I1 sense ngFat. l.a compayaci& de les caracteris—
tiques cinetiques d’ambdos derivats indica que el
grup fosfat es el responsable de les diferencies
cinetiques observades entre el Derivat 11 i 1‘en-
zim natuyal; particularment pel que fa referencia
a l’hidrolisi de 1/RENA.

Els treballs duts a terme aquests darrers temps
pel nostre grup, Jjunt amb les dades exposades en
aquest treball, han permes de postular 1‘existén-—
cia d’un sub-seti secundari, fixador de <fosfat,
anomenat P2, que formaria part d‘un sub-seti fi-
xador de nucleotids purinics anomenat B3 R3 P2.

L’elaboracio de les grafiques tridimensicnals de
la RNéasa A per computadora, Jjunt amb la restia de
resultats d‘aquest treball i de les dades de 1la
bibliografia, han permés la postulacio de dos
sub~setis fixadors de fosfat, anomenats P11’ i P3,
dels que formarien part la Lys—104 i 1la Lys-37,
respectivament. La postulacid d’aquests sub-setis
addicionals permet, Junt amb els tres sub-setis
Ja establerts, PO, Pl i P2, postular una teoria
general sobre 1’interaccid RNAasaA — RNA:



£ CONCLUSIONS 3

"I ‘RNAacsa A presentaria un centre de fPixacio per
1‘RMNA gque consta de 9 regions positives., Els

g uUps é—mwm de lisines que pertanyen a aquestes
zones positives s’/alineen sequencialment a wuna
dictincia de 7:5 A. La distancia entre els grups
fosfat correlatius de 1°RNA tambe es d’uns 7 a 8

L interaccio electrostatica inespecifica entre 9
grups fosfat de 1'RMA 1 D regions positives de
l’enzim seris J’etapa primaria de reconeixement
i determinaria el correcte aliniament de la mo-—
lécula de substret en el centre actiu, permetent
la formacio d'ipteraccions especifiques i, fi—
nalment; l’hidrolisi de 1‘/RNA".
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C APENDIX 2

T2 com s‘ha esmentat als apartels 11-19 i
confeccivnar las grafiques tridimensionals s’han
coovdenades ortooonels de la RNAssa A, gentilment
el Dr. CARLISLE. Com a oligonucleotid medel s’hea
ALARCPARAR. La configuracio del sistems emprat ha

- Un sistema grafic interactiu CAlMA, amb
operatiuv CGY.

- Com aparvell de dibuixatl de araficaes
GERBER ~ &542,

A continuacio es detallan els llistats de
sentacions emprades per a cada tipus d’atom:

\PRINT.DATA\\

# INTRODUCE QVERLAY A IMPRIMIR Y (-MR) : 1
# IMPRESION DE DATATYRES #

DVERLAY SELEC. : 1

DADATYPE £ 1

e S v S fon ot (o s Wose Wy (et s o e et B i R e Gt Bt er ke Sy e MSAe PO R e ke Matt S Bk B Soms MF e e ke At St o

TOOL 1
£1 SOLID LENGTH O
PT FIGURE NAME: CUBO3
ARE FT FIGURES UNSCALED?Y NO
CONNECT PT DATAY NO
FONT NAME:
#
DATATYPE L 2

TOOL 4
£1 S0LID LENGTH O
PT FIGURE NAME: CUBQ3
ARE PT FIGURES UNSCALED? NO
CONNECT PT DATA? NO
FONT NAME:
#*
DATATYPE £ 3

o St oun e e (e 40008 vt pes Pesve UMD S04 e U Gitid Soteh St et ks Sarep 15470 ren e ae FRLTH b B0 rd £ o s e e St AR hosad T 4 e Vet ek A e

111-9, per
emprat les
cedides per

emprat el
ecstat:
un  sistema

urnn plotien

les Tepre-—
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TOOL 1
£1 GOLID LENGTH O
PT FIGURE NAME: TLLTRAS3
ARE PT FIGURES URNSCALED?T ND
CONMMECT PT DATAT NO -
FONT NaME-
#*VOID DATATYPE. FAIL
¥
DATATYPE £ O

TaoL 4

£3 SOLID LENGTH O

PT FIGURE NAME: TETRAZ

ARE PT FIGURES UNSCALEDT NO
CONNECT PT DATAYT NI

FONT NAME:

DATATYPE £ 6
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TooL 3

£1 S0LID LENETH O

PT FIGURE NAME: TETRAQ

ARE PT FIGURES UNSCALED? NO
CONNECT PT DATA? NO

FONT NAME:

DATATYPE £ 7
TOOL &
£1 SOLID LENGTH O
PT FIGURE NAME: CUBO3
ARE FT FIGURES UNSCALED? NO
CONNECT PT DATA? NO
FONT NAME:
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DATATYPE £ 8
TOOL 1
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PT FIGURE NAME: TETRAZ
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FONT NAME:
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DATATYPE £ 9

i e v i o ot e e T A T S R WS 70 0TS e P e et et (SR $T S SOt S o008 P PO s P S R et o o 783 P et 48 & Snm



L APENDIX 1

1000 2

£1 SOLID LENGTH O
PT FIGURE NAME: TETRAZ
ARE PT FIGURES UNSCALEDY NO
CONNECT PT DATA?® NO
FOUNT NAME -

+VOID DATATYPRE. FAIL
+VOID DATATYPE.FAIL
+V0ID DATATYPE. FATL
+NVOIL DATATYPERE. FATL
=VUTD DATATYRE. FAIL
+V0OID DATATYPL, FAIL
V01D DATATYPRE. FATL
+V0ID DATATYPE.FAIL
#V0OID DATATYPE. FAIL
#V0O1D DATATYPE.FaIL
#VOID DATATYPRE. FAIL
+=VOID DATATYPE.FAIL
*YOTID DATATYPE. FAIL
+V0ID DATATYPE.FAIL
#*V0OID DATATYPE. FAIL
#V0ID DATATYPE.FAIL
+VY0ID DATATYPE. FAIL
#VOID DATATYPE.FAIL
#V0DID DATATYPE. FAIL
+=V0ID DATATYPE.FAIL
#VOID DATATYPE. FAIL
+V0ID DATATYPE.FAIL

DATATYFE £ 3¢
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emprats:

& continuacid es detallen les MACRD dels

o
ot

WMACRO-PRMASK

IMPRIME LAS MACROS DEL OFERADOR DESEADD

NUM. OPERADOR : 7

ENTRA LA MASK ADECUADA Y (~MR) @ =RIEO-
LISTADG MACROS DPERADDR £ 7
FEEFEEFEFEIRERESEETEREE SR ERES
, = INDICE =

£ NOMBRE

1 RIBO~PICK/M

2 RIBO-CAD. O/M

3 RIBO-CAD. (/M

4 RIBO-CAD/M

5  RIBO~CAD. U/M

& RIBO-V. DT/M

7 RIBO-ERR/M

&  RIBO-EST/M

9  RIBD-CPRAL/M

10 RIBO-CP. ESG/M
11 RIBO-C. EZQ/M

12 RIBO-DT/M

13 RIBO-RAD. N/M

14 RIBO-RAD. O/M

15 RIBO-RAD. X/M
16 RIBO-RAD. C/M

17 RIBO-RAD. S/M
i8 RIBO-RA/M

19 RIBORAD/M

0 RIiBO-RA. C/M

opreradaoare
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MACROH £ @ 1.  -—— NOMBRE : RIBO-FICK/M

;0

DO7:M

rYM; M M

¥ CARBOWD ¥ @ ;D
IRGT; M;P; 1,0.0D
IREE; MAG M

P K
PFD; S
iN

DOS; M

C,Zi; M

i K

DOTL M

iJ

TYM; MM

# NO EXISTE % ;M;D
N

i F
¥

FEERELFLEFEERRBERER IR LR SR EFERE R IR B R FER R RLER

MACRO £ : 2. -- NOMBRE : RIBO-CAD. O/M

K

;0

GRR; M
7FLV; ML M
i N

GRN; M

K

IRGN; M1} M

1-3DF S, MRIBO-TEMP; M
JZ7; M

7ELA; M3 M
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Aguesta Tesi ha estat escrita amb un sistema de trac-
tament de textes, que consta de:

- Up micro-ordenador FACIT - DTC (Desk Top Computer)
Serie 6500. (Suecia); de 128K, amb dos drives per a
diskettes flexibles de 1&0KE.

—= Un programa de tractament de textes anomenat:
DTC WORD, Versio 1.1A NO 9287 00 08-01,
S/N217001749/b.
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- Una ampresora FACIT 4526 (matricial de punts perv
impacte).

- Fl prograema de tractament de dades DTC REGISTER,
Vereid 1.4 NO 9287 02 03-01 S/NR17001775/0
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