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Sén diverses les técniques utilitzades per a coneixer els aminoacids
que formen part del centre actiu d’'un enzim. Citarem com a exemples
més representatius les técniques d’obtencié de derivats covalents formats
entre I'enzim i el substrat, o entre I’enzim i un analeg del substrat, aixi
com les técniques de reaccié quimica controlada amb reactius especifics
per a uns determinats grups, etc. (KosHLAND, 1g60). D’entre aquestes técni-
ques, una de les més utilitzades actualment és la del marcat per afini-
tat. El fonament d’aquesta técnica és obtenir una substincia analoga al
substrat que tingui les dues particularitats segiients: a) que manqui dels
grups quimics que donen lloc a la reaccié enzimatica amb el substrat,
i b) que contingui un grup quimic reactiu en la posici6 adequada, el
qual reaccioni amb I'enzim en forma irreversible.

En el marcat per afinitat, cal que es produeixi una pérdua de l'acti-
vitat enzimatica com a conseqiiéncia del bloqueig d’'un grup imprescin-
dible, bé en la fixaci6 del substrat, bé en la catalisi propiament dita.
L’analogia estructural permet de suposar que la reaccié6 ha tingut lloc
en el centre actiu i que, per tant, la pérdua d’activitat no és deguda
a un canvi conformacional de la proteina enzimatica induit per la pre-
sencia del reactiu emprat (KosHLAND, 1960; SINGER, 196%).

En alguns casos, la reacci6é entre el reactiu d’afinitat i el grup quimic
especific de I'enzim déna lloc a un compost inestable que, conseqiient-
ment, és necessari estabilitzar per a poder contixer el lloc de reaccié.
Aquest cas és el del piridoxal-fosfat, que és capa¢ de reaccionar amb el
grup ¢—NH: de les lisines i donar lloc a la formacié d’una base de
Schiff caracteristica. Aquesta base de Schiff és, tanmateix, poc estable,
i pot ésser hidrolitzada facilment. Per aixo cal estabilitzar el complex
Piridoxal-lisina, la qual cosa és assolida per reduccié de la base de Schiff
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amb borohidrur de sodi, amb qué hom obté I'estabilitzacié del complex
mitjancant la formacié d’una amina secundaria (FISHER, 1964; FISHER
et al., 1958).

El centre actiu dels enzims, tal com ja ha estat dit, és format no
solament per aminoacids que intervenen en la catalisi propiament dita
siné també per d’altres que hi intervenen formant llocs especifics per a la
fixacié dels substrats o dels cofactors. L’especificitat d’aquests dos pro-
cessos depén altament de D'estructura terciaria local. Hom ha pogut ob-
servar en molts casos que els residus implicats presenten valors pKa ano-
mals, i ha estat observat que llur reactivitat és quimicament atipica en
comparaci6 amb compostos models. Aquests fets han portat a la con-
clusi6 que els residus del centre actiu poden estar preparats per a dur
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FiG. 1. — Reaccié del piridoxal-fosfat amb el grup «NH, d'una lisina de la proteina
enzimatica i posterior reduccié de la base Schiff obtinguda

a terme llur funcié en una condicié localitzada d’alta energia (VALLEE
i WiLaiLMs, 1968).

La formacié de complexos entre el piridoxal-fosfat i els enzims que
en s6n dependents per a l'activitat és un exemple de la reactivitat es-
pecifica de centre actiu. Com a regla general, el grup aldehid del co-
factor forma un enlla¢ aldimi només amb un residu lisil del gran nombre
dels que es troben a la proteina (FASELLA, 196%).

Els residus lisils del centre actiu que no depenen del piridoxal-fosfat
per a l'activitat podrien estar condicionats en una forma que permetria
la formacié especifica de I'aldimina amb piridoxal-fosfat, ja que un bon
nombre d’enzims s’inhibeixen en la seva preséncia (Rippa et al., 1967;
SHAPIRO et al., 1968; VALLEE i RIORDAN, 1969; PiszkiEwicz et al., 19%70).

La ribonucleasa A de pancreas de bou és un enzim en el qual el
piridoxal-fosfat no té funcié coneguda, perd que posseeix un centre fi-
xador de fosfat molt ben caracteritzat (WYCKOFF et al., 1967; KARTHA
et al., 196%). Quan la ribonucleasa és tractada amb piridoxal-fosfat i
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borohidrur de sodi, es perd activitat catalitica. Aquesta pérdua d’activi-
tat és atribuida per MEaNs i FEENEY (1971) i RAETZ i AuLp (1972) a la
uni6 del piridoxal-fosfat a un residu lisil topologicament adjacent al
centre actiu. Segons els primers autors, la reaccié té lloc solament amb
el grup e—NHa de la lisina 7, mentre que els segons, en un treball molt
més complet, mostren que la reaccié té lloc amb els grups e —NH: de les
lisines # i 41 en una proporcié de 2 a 3

A causa del nostre interés per escatir la funci6 del grup lisina %,
i sospitant que podria estar implicat en la fixaci6 de purines en el nu-
cleotid adjacent en 5’ a l'enllag fosfodiester hidrolitzat per la ribonu-
cleasa (DEavIN et al., 1966, a; 1966, b; RaBIN et al., 1969) decidirem
d’estudiar aquesta reaccié amb la intencié d’analitzar el comportament
cinétic del derivat en lisina 4 quan sén utilitzats substrats diferents, com
és ara ARN, acid citidilic 2’,3" ciclic i nucledsids monofosfats del tipus
CpX on X pot ésser qualsevol de les quatre bases propies de I'ARN.

La utilitzacié del piridoxalfosfat com a marcador d’afinitat de la ri-
bonucleasa prové del fet que el piridoxal-fosfat inhibeix competitiva-
ment la hidrolisi de I'acid citidilic 2’3" ciclic a pH #,15 en tampé6
tris-C1H o,05 M. La constant d’inhibici6 té un valor Ki = 2,8 x 10— M
(MEANs i FEENEY, 1g71). D’ altra banda, hom considera com a evidéncia
de reaccié en el centre actiu per fixacié del fosfat el fet que un excés
de 35 vegades la concentraci6 de piridoxal no té cap efecte sobre l'acti-
vitat ribonucleasica (MEaNs i FEENEY, 1971; RAETZ i AuLD, 1972).

Com a comprovaci6 adicional, s’ha pogut veure que, en les condicions
de treball, el tractament de la ribonucleasa amb borohidrur de sodi sol
no produeix inhibicié de l'activitat enzimatica.

En els nostres experiments, hem trobat que les condicions de treball
s6n summament importants de cara a la interpretacié final dels resultats;
hi ha, perd, diverses diferéncies, algunes de forca consideracié6, en relacié
amb els treballs abans esmentats, és a dir, amb el de MEeaNs i FEENEY
(1971) i amb el de RAETZ i AULD (1972).

Com a material de partida, ha estat utilitzada sempre la ribonuclea-
sa A obtinguda per cromatografia sobre CM-ceHulosa, a partir de ribo-
nucleasa 5 vegades cristaHitzada (Calbiochem) segons el métode de Ta-
BORSKY (1959) i dessalinitzada amb Sephadex G-25 fine (1,8 x 81 cm)
(Pharmacia).

La determinacié de l'activitat enzimatica fou feta segons el métode
de Crook, MaTtHiAs i RABIN (1960) mesurant l'increment de la densitat
optica a 284 nm utilizant acid citidilic 2’,3" ciclic com a substrat, i amb
el métode de WiTzEL i BARNARD (1962) mesurant la disminucié de la
densitat optica a 286 nm, emprant dinucledsids monofosfats com a subs-
trats.
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En iniciar els experiments de modificacié de la ribonucleasa amb
piridoxal-fosfat foren emprades quantitats equimolars d’enzim i de co-
factor, perd els resultats demostraren que el rendiment no era massa
elevat. Per aques motiu hom augmentd la concentracié de cofactor a
g vegades la concentraci6 d’enzim.

Hom féu reaccionar 82,2 mg de ribonucleasa A amb 4,05 mg de piri-
doxal-fosfat (Merck) dissolts en 8 ml de tampé d’imidazol-CIH pH 6,0,
I = 0,05 durant 10 minuts a 25° C. L’estabilitzacié de la base de Schiff
fou feta per reduccié6 amb borohidrur de sodi en excés fins que la so-
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Fic. 2. — Cromatografia sobre CM-ceHulosa dels derivats obtinguts a la reacci6 de la
ribonucleasa amb piridoxal-fosfat. (—————) D. O. 280 nm. (— — — —) Concentracié
clorur sodic. Fraccions de 2 ml

lucié resta totalment descolorida. A continuacié hom procedi a eliminar
I'excés de reactius de baix pes molecular, cromatografiant el conjunt
sobre Sephadex G-25 fine (1,8 x 81 cm) equilibrat amb tampd tris-
CIH o,010 M, pH 8,0. El pic d’alt pes molecular fou cromatografiat se-
guidament sobre CM-ceHulosa (0,9 x 25 cm) (Whatman CM-52) equili-
brada amb tampé tris-CIH o,01 M, pH 8,0. L'eluci6 fou duta a terme
amb un gradient lineal de clorur sodic des de o a 0,15 M.

Dels tres pics principals obtinguts d’aquesta cromatografia hom me-
surd els espectres d’absorcié a l'ultraviolat entre 230 nm i 340 nm. A la
figura g hi ha representats els espectres d’absorcié dels tres pics, i tam-
bé el del producte de reduccié del piridoxal-fosfat amb borohidrur de
sodi. L’espectre del tercer pic presenta caracteristiques espectrals simi-
lars a les de la ribonucleasa A nativa, bé que la relaci6 densitat optica
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a 280 nm sobre la de 260 nm és una mica baixa. A la figura també
podem observar que el quocient entre les densitats optiques a 320 nm
i 280 nm ¢és aproximadament el doble en el cas del primer pic que en
el del segon. D’aixd, i tenint en compte els antecedents bibliografics,
hom dedui que el primer pic de la cromatografia devia correspondre

a un derivat bisubstituit, mentre que el segon devia ésser monosubs-
tituit.
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F1c. 3. — Espectres d’absorci6: (:

) Derivat bisubstituit de la ribonu-
cleasa amb piridoxal-fosfat. (—.—.—) Derivat monosubstituit. (. ... . ) Ri-
bonucleasa no reaccionada. (— — —) Producte de la reducci6 del piri-

doxal-fosfat amb borohidrur de sodi

A la cromatografia també poguérem apreciar que el segon pic era
asimetric. Per aquest motiu fou recromatografiat sobre CM-ceHulosa
(0,9 x 25 cm) utilitzant un gradient format per tris-CIH o,005 M, pH #,2
com a tampé inicial i tris-CIH o,1 M, pH 8,5, com a tampé final, amb
un gradient de clorur sddic de o a 0,1 M. El derivat fou fraccionat en
dos pics clarament diferenciats un dels quals correspon als derivats que
tenen el piridoxalfosfat unit a la lisina 7, i l'altre als que el tenen
unit a la lisina 41 (RAETZ i AuLD, 1g72).

En posteriors preparacions, fou eliminada la primera cromatografia so-
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bre CM<ceHulosa i hom procedi directament a la cromatografia, amb gra-
dient mixt de forca idnica i pH en les mateixes condicions ja descrites,
del component d’alt pes molecular obtingut de la cromatografia amb
Sephadex G-25 fine.

A la grafica segiient, mostrem un fraccionament tipic de les ribo-
nucleases modificades amb piridoxal-fosfat. Com pot ésser observat ficil-
ment, el perfil d’eluci6 és francament complex i demostra la preséncia
d’'un gran nombre de derivats.

00 280nm [Na C']
1eH 0'051
101

- 00-

00

0 20 70 100 130
Fraccié num.
Fic. 4. — Cromatografia sobre CM-ceHulosa dels derivats obtinguts a la reaccié de

la ribonucleasa amb piridoxal-fosfat. ( ) D. O. 280 nm. (— — —) Concen-
tracié de clorur sodic. (.. ... ) pH

El primer pic presenta un espectre ultraviolat propi d’un derivat
bisubstituit. Liltim pic és ribonucleasa no reaccionada. Els tres ante-
riors s6n derivats monosubstituits i els restants séon probablement bi-
substituits, bé que la proporcié de densitat Optica de 320 nm a 280 nm
és quelcom més petita que en el primer pic.

RAETZ i AuLp (1972) dedueixen que el piridoxal-fosfat es fixa prefe-
rentment a les lisines 7 i 41 perqué els grups ¢—NH: d’aquests residus
deuen tenir un pKs rebaixat en comparacié amb el de les altres lisines
no integrants del centre actiu. Basen llur conclusié en el fet que com-
postos models, com es ara N-g-acetil-p,L-lisina, no reaccionen en abso-
lut amb el piridoxal-fosfat. D’altra banda, la impossibilitat, per part del
piridoxal fosfat, d’inactivar completament la ribonucleasa, 'expliquen en
funcié de I'impediment estéric que presenta la reacci6 en la lisina % per
a modificar la lisina 41, que és indispensable per a l'activitat. Els nos-
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FI1G. 5. — Model esquelétic de la ribonucleasa S segons Wyckoff et al. (1970)

tres resultats demostren que una disminucié del pKa de les lisines 7 i 41
del centre actiu unicament no és suficient per a explicar la reaccié amb
el piridoxalfosfat, puix que, si bé en menys proporcié, es produeix com
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a minim un tercer derivat monosubstituit. A més, si és cert que la mo-
dificacié a la lisina 4 impedeix la reaccié a la lisina 41, i viceversa, hom
no podria explicar l'aparicié, en una proporcié considerable, de deri-
vats bisubstituits. De fet, perd, és clar que han d’existir diferéncies, bé
que molt subtils, entre els diferents microentorns de cada residu amino-
acid, ja que, en els espectres de les diferents fraccions, hom observa
desplacaments apreciables en el maxim d’absorci6 del piridoxamina-fosfat
substituit que varien entre 317 i 325 nm. Aquestes variacions deuen
ésser produides per la formacié en diferents proporcions de diverses
espécies ionitzades fosforil-piridoxil-lisil-ribonucleases.

En la figura 5 es pot observar l'estructura de la ribonucleasa S se-
gons €l model de WyckoFF et al. (1970). En aquest model hom pot veure
les posicions de les lisines 7 i 41, les histidines 12 i 119 i el conjunt de
la cavitat que forma el centre actiu de 'enzim. Un dinucledsid mono-
fosfat del tipus Pir-p-Pur es coHocaria amb la pirimidina a la part
més interior de la cavitat del centre actiu voltada pels residus 3o i 44,
el grup fosfat entre els residus 8 i 119 i la base ptrica entre 111 i 118.

L’analisi del comportament cinttic demostra que la unié del piri-
doxal-fosfat disminueix en gran manera l'activitat de la ribonucleasa A.
Aquesta disminucié d’activitat és diferent segons si la reaccié té lloc
amb la lisina 7 o amb la lisina 41, unics derivats monosubstituits estudiats
fins al moment present. La disminucié d’activitat del derivat 7 és de
l'ordre del 73 % utilitzant acid citidilic 2,3 ciclic, i entre el 74 % i el
84 % utilizant dinucledsids monofosfats com a substrats.

En el cas del derivat en lisina 41, la disminuci6 és de quasi el g5 %
amb acid citidilic 2’,3" ciclic. Hom no observa cap tipus d’activitat amb
dinucledsids monofosfats. En aquest cas podem pensar que la substitu-
ci6 en lisina 41 permet un petit grau d’allotjament a un substrat petit
tal com I'acid citidflic 2%,3" ciclic perd que impedeix totalment l'allotja-
ment d’'un substrat de dimensions més grans. Una explicaci6 alterna-
tiva seria que la preséncia del grup ¢—NH: en forma lliure de la lisina
41 és absolutament necessiria per a l'etapa de transesterificaci6é catalit-
zada per l'enzim, mentre que la reacci6 d’hidrolisi podria transcérrer
sense el grup lliure, bé que a una velocitat molt inferior.
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