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INTRODUCCION

La utilidad de la Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) en la determinacifén de la estruc-
tura y conformacién de molé&culas de mediana complejidad es
un hecho bien establecido. La reciente introduccidén de al-
gunos desarrollos instrumentales, principalmente la opera-
cién en el modo de transformacién Fourier, ha hecho posible
extender las aplicaciones de esta técnica a algunos proble-
mas de interés biol6gico, de entre los que pueden citarse:
la determinacibén de la estructura y conformacién de bioma-
cromolé&culas pequenas (P.M.<30.000) y el estudio de inte-

racciones entre una molécula pequefia y una biomacromolécula.

En el Laboratorio de RMN del Instituto de Qufmica
Ffsica "Rocasolano"” se decidif hace unos anos constatar
las posibilidades de la técnica en este dltimo campo, con
el objetivo de disponer de una herramienta de trabajo que
pudiera aplicarse a una gran variedad de procesos biolé-
gicos fundamentales, pues muchos de ellos pueden reducirse,
con fines pr&cticos, al estudio de un sistema modelo, for-
mado por una biomacromolécula, una molécula pequefia y el
medio en el que se encuentran disueltos (sistemas enzima-
inhibidor, droga-receptor, hapteno-anticuerpo, etc.). Las
posibilidades de la espectroscopfa de RMN en este campo
son tales que, en casos favorables, es posible obtener
adem8s de la informacién termodindmica y cinética de la
interaccifén que se obtiene por otros medios, informacién

de tipo estructural y microdindmico.



El sistema elegido para iniciar estos estudios
fue el formado por ribosomas de E. Coli y antibibticos in-
hibidores de la biosintesis de proteinas a nivel del centro
peptidil-transferasa. Como es bien conocido, los ribosomas
son partficulas ribonucleoproteicas en donde tiene lugar, a
través de un complicado proceso, la biosintesis de protei-
nas. Existen, por otra parte, diferentes tipos de antibi6-
ticos que inhiben selectivamente dicho proceso a distintos
niveles, por lo que el estudio de su interaccién con ribo-
somas es, y ha sido, de extraordinario valor para describir
un gran nfimero de propiedades estructurales y funcionales
del ribosoma, asi como para describir en detalle las distin-
tas etapas de la biosintesis de protefnas. Asimismo, exis-
ten antibi6ticos que en su accibn muestran selectividad
frente a ribosomas procariéticos o encariéticos, lo que,
junto con otros factores, determina su posible utilizacién

farmacolégica.

Los antibibfticos elegidos para este estudio fueron
puromicina y gougerotina, ambos productos comerciales, y
cuyas estructuras se ilustran en la p&gina siguiente. El
primero tiene una estructura aniloga al grupo terminal
3'-aminoacil-adenosil del aminoacil-tRNA, que es el porta-
dor del amino&cido al sitio aceptor del centro peptidil
transferasa. Este centro, al que se adscribe la actividad
enzimdtica para formar el enlace peptidico, est& situado
en la subunidad mayor ribos6mica. La puromicina act@a como

sustrato aceptor uniéndose al peptido naciente e impidiendo
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que prosiga la sintesis proteica. La gougerotina se liga

al sitio aceptor del centro peptidil-transferasa, probable-
mente en una zona distinta de la de puromicina, no act(a

como sustrato, pero impide el acceso del siguiente aminoacil-

tRNA, por lo que la sintesis no prosigue.

El trabajo que se describe en esta Memoria fue
realizado con los siguientes prop8sitos: en primer lugar,
describir detalladamente la conformacién, en disolucién,
de los antibi6ticos puromicina y gougerotina, con el obje-
tivo final de inferir los requisitos que el sitio aceptor
(o los subsitios correspondientes) del centro peptidil-
transferasa ribosSmico impone sobre sus ligandos; en se-
gundo lugar, explorar las posibilidades de la espectrosco-
pfa de RMN en el estudio de la interaccién de estos anti-
bibticos con el centro peptidil-transferasa ribosfémico y
obtener la pertinente informacién estructural, termodin§-

mica, cinética y microdindmica.

En la primera parte de la presente Memoria se
describen los pardmetros magnéticos que pueden obtenerse
del andlisis de los espectros de RMN, asf como los funda-
mentos tebdricos en los que se basan las relaciones estable-
cidas entre sus valores y algunos rasgos estructurales,
conformacionales y diné&micos. Se ha dedicado un especial
interé&s al capftulo I.3. en el que se ha pretendido reali-
zar un trabajo de revisién y puesta al dfa acerca del es-
tudio de la interaccién de una molécula pequefia con una

macromolécula, por espectroscopia de RMN. Esta primera



parte se completa con una descripcién mds detallada de las
caracteristicas fisicas y gquimicas del ribosoma, del pro-
ceso de biosintesis de protefnas y de la inhibicibén de é&sta
por antibibticos que actfian a nivel del centro peptidil-

transferasa.

En la segunda parte se describe en detalle los
métodos experimentales utilizados y los resultados obtenidos.
Se incluye en ella la descripcién de la obtencién de ribo-

1H Y 13C de puromicina

somas, la obtencién de espectros de
y gougerotina, la variacién de &stos con la temperatura,
concentracién y pH, asi como el estudio experimental de la

interaccién entre estos antibiéticos y ribosomas de E. Coli.

En la tercera y Gltima parte de esta Memoria,
se utilizan los resultados obtenidos del andlisis de los

IH Yy 130 para determinar gran nfimero de ras-

espectros de
gos conformacionales de las moléculas de puromicina y gou-
gerotina. Se discuten, a continuacién, las conclusiones ob-
tenidas acerca del estudio de la interaccibén antibidéticos-
ribosomas, principalmente en lo que se refiere a la interac-
cién secundaria detectada, que ocluye los efectos de la
interaccibén de los primeros con el centro peptidil-trans-
ferasa. Se analizan, por filtimo, las perspectivas futuras

del estudio de esta fltima interaccién por la técnica de

MN.



I. FUNDAMENTOS TEORICOS



I.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

I.1.1.- Parémetros espectrales.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear con-
tienen una gran cantidad de informacién itil para la de-
terminacifn de estructuras y conformaciones moleculares,
el estudio de interacciones moleculares y la descripcién
de muchos aspectos microdin&micos, tales como movimientos
moleculares en el estado lfquido, procesos de intercambio,
de rotacién en torno avenlaces, etc.. Esta joven rama de
la Espectroscopfa se ha constitufdo en las dos fltimas
décadas en elemento imprescindible y de gran utilidad en
este tipo de estudios. Es, sin embargo, inherentemente
una té&cnica de poca sensibilidad. Los recientes avances
instrumentales (particularmente la introduccibén de la
modalidad de operacién de Transformada de Fourier), han
hecho posible, sin embargo, extender el campo de aplica-

cién a problemas de interés bioquimico.

Los principios bdsicos en los que se fundamenta
esta técnica estéin descritos en distintos libros y revi-
siones (1-4). En esta seccifn comentaremos los parémetros
que se extraen del espectro, junto con la informacifén que
proporcionan, deteniéndonos s6lo en aquellos aspectos que

se utilizan en este trabajo.

Desde el punto de vista estructural y conforma-
cional, los parimetros m&s importantes son los desplaza-
mientos quimicos, las constantes de acoplamiento espin-

espin y las intensidades. La posici6n de una sefial de



resonancia (desplazamiento quimico) depende del tipo d&e
ncleo y de su entorno quimico (electrénico). Normalmente,
y refiriéndonos a un tipo de nGcleo dado, como por eje—plo
el protén, es posible observar una senal para cada protén
quimicamente distinto. Por otro lado, la intensidad de la
sefial depende s6lo, a igualdad de condiciones exte.nas, del
ntimero de nicleos presentes en la muestra. Por dltimo, 1la
sefial correspondiente a un protén puede aparecer desdoblada
en un cierto nfimero de componentes. Del nimero de &stas y
de su separacibén (constante de acoplamiento), puede obte-
nerse informacién acerca del nGmero de protones unidos a
carbonos cercanos y de los &ngulos diedros entre enlaces.
La utilizacibén convergentc de toda esta informacién propor-
ciona normalmente las basces suficientes para describir en
detalle los mis sutiles aspectos de la estructura y confor-

macién de la molécula en estudio.

Desde el punto de vista din&mico, los par&metros

m&s importantes son los tiempos de relajacién longitudinal,
T‘ y los tiempos de relajacién transversal, Tz, cuya defi-
nicibén y descripcién en té&rminos de la din&mica molecular
se lleva a cabo en detalle en la seccibn siguiente. Los des-
plazamientos quimicos y constantes de acoplamiento pueden
verse afectados tambié&n por procesos dinfmicos. Estas va-
riaciones, junto con los valores de los pardmetros dinf&mi-
cos, T1 Y Tz, pueden proporcionar informacién de gran valor
para el cilculo de las constantes cinéticas de los distin-
tos procesos dinfmicos que sufren las molé&culas en disolu-

cién.



I.1.2.- Desplazamientos quimicos.

Los desplazamientos quimicos tienen su origen en el
apantallamiento magnético de los nficleos debido a los elec-
trones de su entorno. La presencia de un campo magnético

externo, H_ , induce en &stos un movimiento orbital que a

o
su vez origina un campo magnético local inducido, cuya mag-

nitud es proporcional al campo magnético externo.

Un nficleo dado, por tanto, experimenta un campo
magnético que es el resultante del campo externo, modifi-

cado por el apantallamiento local (o0):

Hioeal = Ho(l-O)

La constante de apantallamiento se desdobla, para
su estudio, en varios términos, unos dependientes de los
electrones del propio &tomo y otros de &tomos distintos.
Entre los primeros, se consideran dos: el término diamag-
nético, Opr ¥ el paramagnético, 0p. El primero puede consi-
derarse como un reflejo de la densidad electr&nica en el
nGcleo, magnitud a la que es proporcional el desplazamiento
quimico, a igualdad de otras circunstancias. El té&rmino

paramagnético, ¢,, depende de la energfa de separacién entre

P
el estado fundamental y los estados excitados, asf como de
la simetrfa de los orbitales atéSmicos de los correspondien-
tes electrones. Este término es poco importante en el caso
del protbSn, pero su contribucién es notable al apantalla-

miento de otros nficleos, como por ejemplo, el de 13C. Los

efectos de &tomos vecinos sobre el apantallamiento de un
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nicleo dado, son importantes si los electrones de esos
4dtomos muestran una susceptibilidad magnética muy aniso-
tr6pica, como es el caso de &tomos que forman parte de
enlaces mfiltiples. Otra contribucién a la constante de
apantallamiento, impo?tante en el caso de moléculas aro-
miticas, es la debida a corrientes interatémicas que flu-

yen en torno a sistemas cerrados conjugados.

La descripcién tefrica de los desplazamientos qui-
micos, en términos de funciones de onda electrénicas, se
ha as=ch-, pero su aplicacibén al c8lculo de é&stos tropieza
con serias dificultades debido, principalmente, al hecho
de que no se conozcan las funciones de onda de estados ex-
citados. A pesar de ello, los desplazamientos quimicos son
excelentes par8metros empiricos para la deteccién de mul-
tiples rasgos estructurales y de interaccifn. En este sen-
tido, y en el caso concreto del prot6n, para el que existe
una gran cantidad de informacién experimental, es posible
racionalizar e incluso predecir cualitativamente los valo-
res de los desplazamientos quimicos de protones concretos,
e incluso de sus variaciones con la presencia de sustitu-
yentes electronegativos, cambios de ionizacién de grupos
prototrépicos, posicién respecto a anillos aromiticos, for-
macibén de enlaces de hidr&geno, interacciones hiperfinas

con iones paramagnéticos, etc..
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I.1.3.- Constantes de acoplamiento.

Ademis de los campos lncales que experimenta un
nGcleo como resultado del movimiento de los electrones en
sus proximidades, han de considerarse también los campos
locales debidos a la presencia en la misma molécula de otros

nficleos con momento magnZtico.

En las condiciones de "alta resolucién® el acopla-
miento directo entre dipolos magnéticcs sc promedia a cero.
Existe, sin embargo, otro acoplamiento entre espines nuclea-
res, de mucha menor magnitud, que tiene lugar a través de
la interaccifn con los electrones correspondientes a los
enlaces que unen a dichos nGclecs. Este acoplamiento es
independiente del campo magn&tico externo y produce un des-
doblamiento de las sefiales de los nficleos implicados. La
medida de estas interacciones son las llamadas constantes
de acoplamiento y pueden medirse, en primera aproximacidn
por la separacién de las lineas componentes del multiplete

resultantes del desdoblamiento.

La importancia de las constantes de acoplamiento
radica en que dependen de sutiles detalles estructurales,
por lo que sus valores pueden utilizarse, en principio,
para obtener informacibén geométrica de la molécula en con-
sideracién. En la pré&ctica, el c&lculo teb6rico de las cons-
tantes de acoplamignto es diffcil debido al gran nfimero de
electrones y parémetros geométricos que han de considerar-
se. Sin embargo, existen casos en los que puede predecirse,

de forma semiempirica la dependencia de las constantes de



-12-

acoplamiento con alglin pardmetro geométrico-estructural.
Este es el caso de las constantes vecinales entre protones

3

unidos a &tomos de carbono, “J, para las que

3J(¢) = Acosz¢ + Bcos ¢ + C

en donde ¢ representa el &ngulo diedro formado por los en-
laces H1-Cl1l-C2 y Cl1-C2-H2, y A=4,22, B=-0,5 y C=4,5. Esta
ecuacién (ecuacidén de Karplus) sblo es estrictamente v&lida
para sistemas con &tomos de carbono cuaternarios. Los cam-
bios de hibridacifn de los enlaces o la presencia de susti-
tuyentes electronegativos en dicho fragmento afectarén cla-
ramente a los orbitales de enlace y, consecuentemente, se
alterari también el acoplamiento vecinal BJHIHZ' Normal-
mente se considera que, si bien la forma funcional de 1la
ecuacién es correcta, los valores que adopten las constan-
tes A, By C han de modificarse, empiricamente, para tener
en cuenta la electronegatividad de los sustituyentes im-
plicados. Aun con estas limitaciones, la ecuacifn de Karplus
ha sido y es la base para la interpretacifn en té&rminos

conformacionales de los valores de acoplamientos vecinales.

Para las constantes entre protones existen otras
varias relaciones entre ellas y par&metros geométricos,
que son de utilidad con fines estructurales. Asfmismo, la
forma de la ecuacién de Karplus parece mantenerse para
otros nficleos, o bien, para el caso en que los &tomos a
los que van unidos los protones no son carbonos, sino

otros &tomos tales como O, N, etc..
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De entre las constantes de acoplamiento lH-13C, las
constantes directas 1J1H13C dependen, entre otras cosas,
del caréicter s del orbital del correspondiente enlace C-H.
Las constantes geminales, vecinales y de m8s largo alcance
son muy laboriosas de medir, pues para ello es necesario
obtener espectros de ‘3C sin irradiacién de protén. No
obstante, estos acoplamientos prometen ser parimetros de
gran valor para la determinacifén de conformaciones molecu-
lares, una vez que se hayan establecido las necesarias

bases empfiricas.
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I.2. Tiempos de relajacifén de espin nuclear

I.2.1.- Definicién.

El movimiento de la maghetizacién macroscépica nu-
clear en presencia de un campo magnético externo fue ex-
presado por Bloch (5,G6) en términos de ecuacion~s diferen-
ciales fenomenolégicas. El punto de partida es la ecuacién
cl4sica del movimiento de un momento magnético {I en pre-
sencia de un campo magnético. La variacién con el tiempo

del momento angular 5 es:

rhs

= uxH

Recordando que el momento magnético nuclear es proporcional
al momento angular, segfin la constante de proporcionalidad
Y (relacién giromagnética), y sumando vectorialmente los
momentos magn&ticos nucleares, se obtiene para la magneti-
zacién macroscépica, M:

g—il= Yﬁxﬁ

Introduciendo el campo magnético ﬁ‘ de la radiofrecuencia,
como un campo rotatorio, que gira en el plano xy con velo-
cidad o y suponiendo ﬁo aplicado a lo largo del eje 2z, la
ecuacién anterior, desdoblada en sus componentes cartesia-

nos queda:

de/dt Y(MyH° + Mznlsen wt)

dM _/dt = Y(M,H cos wt - M.H) {1.2.1}

sen wt + M H . cos wt)

sz/dt =—Y(MXH v

1
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Refiriendo estas ecuaciones a un sistema de ejes que giran
siguiendo a ﬁ1 y en el que &ste se encuentra en la direcciébn

x', las anteriores ecuaciones quedan:

du/dt

-(mo-w)v

dv/dt (wo-w)u - YHM, {1r.2.2}

sz/dt = YH‘v

Estas ecuaciones no est&n completas, pues no dan cuenta de
la relajacién. Bloch (5,6) supuso que la relajacién longi-
tudinal y la transversal podfan tratarse como procesos ci-
né€ticos de primer orden, por los que Mz vuelve a su valor
de equilibrio (Mo) con una constante caracteristica Y
u y v vuelven al suyo, que es cero, con una constante ca-

racterfstica que es T,.

Las ecuaciones de Bloch completas son, pues:

du/dt = -(wo-w)v - u/T2
dv/dt = (wo-w)u - YHM, - v/'r2 {1.2.3}
aM,/dt = YH,v - (MZ-MO)/TI

y constituyen en sf una definicién fenomenolégica de los

tiempos de relajaci6n longitudinal, Tyr Y transversal, Tz.

De acuerdo con las anteriores ecuaciones, las medi-
das de T, vy T, pueden realizarse convenientemente por méto-
dos de pulsos mediante los cuales es posible trasladar el
vector magnetizacién a la direccifn adecuada y medir fécil-
mente la cinética de su vuelta al equilibrio. En este sen-

tido, basta considerar la forma especialmente simple que
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adoptan las anteriores ecuaciones en ausencia de H1 Yy para
w=0_. La utilizacién de los mé&todos de transformacién Fou-
rier de la cafda libre de la induccién (FID), que se mide
después del pulso, permite la medida simulténea de los
tiempos de relajacién de todas las sefiales individuales
que componen un espectro. Los métodos de medida de tiempos
de relajacién utilizados en este trabajo se detallan en

II.loSc

Cuando las ecuaciones de Bloch se resuelven para
obtener la forma de 1lfnea en condiciones de barrido lento
y lejos de la saturacién (H‘<<H°) se obtienen lorencianas
cuya anchura a mitad de altura es (1/sz), expresado en Hz,
lo que proporciona una medida muy conveniente de Tz. A la
anchura de la lfnea contribuyen otros factores, como son
la inhomogeneidad del campo y algunos otros que adquieren
relevancia cuando no se alcanzan las condiciones de "estre-
chamiento extremo” de las sefales. Para las condiciones
utilizadas en este trabajo, los tiempos de relajacién, Tz,
pueden obtenerse simplemente a partir de las anchuras de

las sefales.

Es interesante destacar que el proceso de relaja-
cibn de M respecto al eje z (relajacién longdtudinal) im-
plica un intercambio de energfa entre el sistema de espines
y el medio ("lattice"”, red) (la energfa clésica es E=ﬁz.ﬁb)
por lo cual el tiempo de relajacién T, se conoce también
como tiempo de relajacién espin-red. La relajacién emn un

plano perpendicular a ﬁo (transversal) es una redistribu-
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cibn de energfa entre los propios espines nucleares y su
tiempo caracteristico, T2, se conoce también con el nombre

de tiempo de relajacién espin-espin.

I1.2.2.- Mecanismos de relajacién.

Los principales mecanismos de relajacién tienen
lugar a través de la interaccién de los momentos magnéti~-
cos nucleares con campos magnéticos locales fluctuantes de
frecuencia daracﬁerisfica igual a w,. Estos campos magné-
ticos locales pueden provenir de otros n@cleos del sistema
de espines, de iones con electrones desapareados, de dis-
tribuciones asimétricas de cargas electrédnicas, etc.. Ade-
mis, los nficleos que tengan momento el&ctrico de cuadrupolo
pueden relajarse mediante la interacci6n con campos eléc-

tricos fluctuantes inhomogéneos.

Las fluctuaciones de los campos locales tienen su
nrigen en los movimientos rotacionales y traslacionales de
las moléculas individuales, perturbados int«rmitentemente
por las colisiones moleculares (movimiento browniano). La
efectividad de la relajacién nuclear depender&, pues, en
principio de dos factores: la magnitud de los campos loca-
les y la velocidad caracterfistica de fluctuacién de dichos

campos .

El planteamiento cuantitativo del problema (7) se

lleva a cabo de acui:rdo con los siguientes pasos:

1) Relacionar el tiempo de relajacién con la pro-

babilidad de la transicién entre los estados de
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espin excitado y fundamental.
2) Expresar la probabilidad de esa transicién en
términos de la intensidad del campo local que

varia con la frecuencia apropiada.

La probabilidad de 1la transicién se calcula por
métodos de teorfa de la radiacién (1,8) a partir de la Ha-
miltoniana dependi-nte del tiempo que expresa la interac-
cibén del sistema de espines con los campos locales fluctuan-

tes. Para un sistema con dos niveles de energfa, o y B8,
W= l(eln(t)la)lz {r.2.4}

La Hamiltoniana dependiente del tiempo, en el caso de re-
lajacién on 1lfquidos se toma como una funcifn aleatoria del
tiempo. Normalmente, es posible separar la Hamiltoniana en
una parte operador H' (con las constantes atfmicas apropia-
das y los operadores de espin) y una parte dependiente del
tiempo que expresa los cambios de coordenadas espaciales

con el tiempo. Es decir,

H(t) = H' F(t) {1.2.5}
donde F(t) es una funcibén aleatoria del tiempo.

La densidad espectral de esta funcién aleatoria a
una frecuencia dada, que es proporcional a la intensidad
del campo fluctuante, viene dada por la transformada de
Fourier de la funcidn de correlacién, g(t), de la funcién

aleatoria F(t), en donde
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g(t) = F(t) F (t+1) {1.2.6}

y el promedio se toma sobre todos los valores posibles de
F(t). La intensidad de la componente que varfa con frecuen-

cia w viene dada por

J(w) =j' g(t) exp(~iwt) dr {1.2.7}

- 00

y la probabilidad de la transicifén puede expresarse como:

W= (a|H']|8)? J(w) {1.2.8)

aB

En los cdlculos se supone normalmente que la fun-
cién de correlacifn de F(t) es exponencial, con un tiempo
caracterfstico, Teo el tiempo de correlacién, que viene a
ser una medida de la persistencia de las fluctuaciones. En
este caso,

g(t) = F(¥) F"TETéxp(-T/Q:) {1.2.9}

LN

De esta manera, para un tipo particular de movi-
miento aleatorio las funciones F(t) son conocidas y pueden
integrarse. La transformada de Fourier de g(t) proporciona

entonces el valor de J(w), en funci6én de T, es decir:

J(w) = F(t)F"TET']. exp(-r/rc)exp(-iwr) dr {1.2.10}

Consideremos ahora la expresién de las cinéticas
de relajacién (1/T‘) Yy (1/T2), para un nfcleo i de espin
(1/2) que relaja por acoplamiento dipolar con otro j de
espin (1/2) del que le separa una distancia r. Dicho sistema

formado por dos espines, dando lugar a cuatro estados de
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energfa, puede dar lugar a tres transiciones segn la va-
riacién de su nfimero cu&ntico de espin total (Am=0,1,2).
Las partes del operador, H', de la Hamiltoniana para el aco-

plamiento dipolar son, para cada una de estas tres transi-

ciones
H' (0) --—Y ARIS 2 B si1, 1. 41, 1.))
I N R R R A
H' (1)—-—¥ jh{I 1j++15+1jz} {r.2.11}
H'(2)=-IYinﬁ Ii+Ij+

en donde I, = Ix* in. Y las correspondientes funciones es-
paciales, F(t) vienen dadas por los polinomios de Legendre

de segundo orden.

1
n

2 3
(1-3 cos e,j)/rij

F, = sen eij cos eij exp(-i ¢>”)/r?j {1.2.12}

&)
]

2 senzeij exp(-2 i q;ij)/r?J

donde eij, ¢ij y r‘j son las coordenadas polares esféricas
del ndcleo j, relativo al ndcleo 1i.

Ya que para obtener las funciones de densidad es-

F(O)F*

pectral J(w), hemos de obtener (t), para el caso aquf

considerado obtendremos ficilmente que:

4
Fo (B)F* (t) =
506
F (O F(t) = —ELE {r.2.13}
! ! 15r
15r

Recurriendo al c4&lculo de probabilidades de tran-
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sicién (1,8) obtendremos una serie de ecuaciones para las
velocidades de relajacién dipolar (l/T,), (1/T2) segln |

y ] sean nficleos de la misma especie (M), por ejemplo 'H

Y 1H o de distinta especie (D), por ejemplo '3C, relajando

por medio de acoplamiento dipolar a 1H:

() = 2 4p2 I,(I,+1) ot (0, 1432 (20 )} ' {1.2.14}
1 ]
1, o y2y242 0) ()
(TT)D- jﬁ I. (I +1) {12.f (w w )+ J (w ) +
+ I (2)(mi+wj)} {1.2.15}
()= Y821, @0 @ 390482 Vw42 P 20} 2.26)
2
1, o y2y242 1 (o) 1 (o), _ 3 (1)
(T;)D— Jf\ Ij(Ij+1) { ( )(0)4‘—2- J( )((L)i mj)+4 J (w‘) +
1 2
+ 5 (wj)+§ J (w'+wj)} {1.2.17}
siendo:
3%y = FLE R (E) —ar {1.2.18}
1+w2 2

con k=0,1,2.

De donde se deduce, que para acoplamiento dipolar

lH con ‘H tendremos

() = 2 il (g e { }
7= =15 — 7+ 5 I.2.19
1 r 1+wI'rc 1+4wI1-c
4,2
T, 20 " & 1+m§ i 1+4uts 2

Pudiendo observar que si se cumple la condicifén de "estre-

§12<<1, obtendremos que (l/T )= (l/T ),

es decir, T1=T2. Para el caso de un nGcleo de 13

chamiento extremo" w

C rela-
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jando a travé&s de un mecanismo dipolar con 1H, con desaco-

plamiento continuo de protén, obtendremos:

1 Yﬁ*ﬁ“z
1,2 1.0rc_H
donde
T 3t 6T
£,(1) =( ¢ 5+ 2°2+ c =3 {1.2.22}
1+(wc-wH) Te 1+wc1‘c 1+(wc+wH) Te
Y
O'S'T 1'5’T 3T 3T
c c C C
f. (1) =121 .+ + s 4 +
2 c 2 2 2.2 2 2 2. 2
1+(wc-wH) Te 1+wc'rC 1+wH'tc 1+(mc-wH) Tc

{1.2.23}

En los anteriores razonamientos, para la obtencién
de las cinéticas de relajacibén, se han supuesto dos condi-
ciones:

1) Que el movimiento relativo de cualquier parti-
cula en el sistema de espines y cualquiera otra particula,
no estd correlacionado. Este supuesto en principio no seria
vélido, para dos partfculas situadas en una misma molécula,
que se mueve como un cuerpo rigido; sin embargo, fue demos-
trado por Hubbard (9 ) para un sistema de cuatro espines
cuyos movimientos estaban correlacionados, que la desvia-
cién de una exponencial sencilla para los procesos de rela-
jaci6n era menor de un 1%, por lo que se puede suponer, que
el movimiento al azar en nuestro sistema, no esti correla-

cionado.

2) Que los procesos de relajacién ocurren en un
tiempo muy largo comparado con los perfodos de Larmor. En
nuestro caso los primeros son del orden de 0,1 a 10 seg. y

los segundos del orden de 1078 seq.



I.3. Estudio de la interaccién de una molécula pequeia

con una macromolé&cula por espectroscopfa de RMN

I.3.1.- Espectro de RMN para el caso de la existencia
de intercambio quimico de un nGcleo entre dos

posiciones distintas.

La forma y la anchura de las sefiales de resonancia
magnética nuclear son sensibles a aquellos procesos depen-
dientes del tiempo que ocurren a una velocidad que sea del
orden de la extensibén del espectro, medido &ste en unida-

des de frecuencia (Hz).

Consideremos un sistema en el cual un nlcleo pue-
da estar moviéndose de forma aleatoria entre dos entornos
distintos a los que corresponderdn distintos desplaza-
mientos qufmicos y entre los cuales no exista ningGn tipo
de acoplamiento de espin. En principio, si la velocidad
de intercambio es lenta, el espectro constard de dos se-
fales separadas, mientras que si es suficientemente r&-
pida, el espectro constari de una sola senal situada en

una posicién intermedia.

La descripcifn cuantitativa de este sistema puede
llevarse a cabo introduciendo convenientemente algunas
modificaciones en las ecuaciones de Bloch, expresadas en
un sistema .de ejes que giran siguiendo al campo aplicado

de radiofrecuencias, H].

Sean u y v las componentes transversales de la

magnetizacién M, en la misma ?ireccién y en una perpen-
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dicular, respectivamente al campo H, que gira. La compo-
nente v es; como es sabido (10), proporcional a la inten-
sidad de absorcibén. Si el campo oscilante H, es desprecia-
ble frente al campo magnético externo, H,, la polarizacién,
Mz, no cambia apreciablemente respecto a su valor de equi-

librio, Myr Y las ecuaciones para u y v quedan en la forma

]
o

a— + u( + (w -w)v

dv
IE + v(,—r-;) - (wo-w)u

“YHM,

siendo w la velocidad de giro del sistema de ejes alrededor

del eje z.

Estas ecuaciones pueden considerarse como las par-
tes real e imaginaria de una ecuacién compleja. Si defini-

mos el momento complejo G como:
G=u+1v

la ecuacibén para G queda

g-G— {(T )-i(w -w)}G = -iYH M

En el caso aquf considerado los nficleos estén su-
jetos al mismo campo, Ho' pero al estar en distintos en-
tornos, sus constantes de apantallamiento ser&n diferentes
y consecuentemente también lo seré&n sus frecuencias de re-
sonancia, Wp Y wge La ecuacién anterior para el caso de que

no haya intercambio queda expresada en la forma:

GA -iYH,M . {1.3.1}
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n

dG
I + O’BGB = -iYH1M°B

en donde

1
a, = = - i(w,~w)
T2A A
1
Op = ;i - i(wgp=-w)
B TZB B

siendo T2A Yy TZB

{1.3.2}

los tiempos de relajacién transversal

del nfcleo considerado, en las posiciones A y B, respec-

tivamente, en ausencia de intercambio.

En las proximidades de A, G=GA+GB§.GA

y para el

caso del estado estacionario (dGA/dt)=0, la solucién de

la ecuacién {I.3.1)} es

cuya parte imaginaria es:

“YH,M aT2a

2
2A

v = 5
[1+(wA-w) T

La forma de linea es proporcional a |v| y es:

Toa

. 2.2
[it+ (0w -w) °T5,

glw) =

y en unidades de frecuencia (Hz)

Ton

2 2.2
(1+4m (vA-v) T2

g(v) =
A)

es decir, una lorenciana con m&ximo en v=vA,

mixima T,, y de anchura a mitad de altura A%

2A

de amplitud

/Q=l/ﬂT2A



La intensidad total es proporcional a (YH‘MOA), es decir,

al campo de radiofrecuencias (siempre que H «:Ho) y al

1
nGmero total de nficleos en el sitio A, que contribuyen a

M_,. Una sefial an8loga, de intensidad proporcional a MoB

oA

y de anchura (l/wTZB) se obtendr& con centro en v=v_, al

B
resolver la ecuacién {I.3.2}.

Introduzcamos ahora la posibilidad de intercambio,
para lo cual consideramos que un nficleo permanece en la
posici6bn A hasta que repentinamente salta a la otra posi-
cién B, o viceversa, despreciindose la precesibn nuclear
durante el salto. Supongamos que, estando el nficleo en la
posicibén A, la probabilidad por unidad de tiempo de que
se produzca un salto a B (que se considera constante) es

(l/TA), con lo que 1, ser§ el tiempo de vida media de per-

A
manencia del nficleo en la posicién A. Andlogamente, se de-

fine Ty para el sitio B.

Las poblaciones relativas correspondientes a los

sitios A y B serén:

12} =
siendo N + Pb 1.

Las ecuaciones de Bloch, modificadas por McConnell

(10) para incluir el intercambio son:

dG 1 1

A - -
e + (/7)) -1(wy-w) ]G, = -iYH\M_,+1.°G,-1, G,  {I.3.3}

dG
?ﬁg + [(/7,5) -i(wy-0)]Gg= -iYHIMoB+T;lGB—TglGB {1.3.4}



donde (r;IGB) representa el incremento por unidad de
tiempo de GA debido a la transferencia de magnetizacién
desde el sitio B al A. Andlogamente (T;‘GA) corresponde a
la velocidad con que disminuye la magnetizacifn en A. La
solucién de las ecuaciones {I.3.3} y {1.3.4} para las
condiciones de "barrido lento® y estado estacionario se
obtienen haciendo

dGA _ dGg

I} “ae =0

Dichas ecuaciones quedan, entonces,

Gpop- (1/1 )Gg = ~1YH {r.3.5}

IPAMo
Ggtg- (1/r )G ~1YHpg" {1.3.6}

donde a, y a, son, ahora:
XY

B

o, (1/T2A) ~ i(wA—w)+(1/TA)

Q
|

(1/T - i(wa—w)+(1/tB)

28!

Las soluciones para GA Yy GB son:

Gy = iYH M, —a,a,+(1/1,) (1/7p)
(1/t,)+p, (0, =(1/1,))

Gy = iYHlM A 8 A A
(6) -aAaB+11/TA)(1/tB)

la magnetizacién total, G, es:

(1/7,)+(1/Tg) +p, (ag-(1/T5) ) +2g (ap= (1/T,))

G = IvHM, S agt (177 ,) (1/75)

{r.3.7}



La intensidad de absorcién a la frecuencia w es,
como hemos visto, proporcional a v, la parte imaginaria de
G. Antes de analizar el comportamiento del sistema comple-
to, es conveniente considerar dos situaciones extremas que
conducen a soluciones simples y que son aquellas en las que
los ﬁiempos de vida Tp Y Ty son o muy grandes o muy peque-

nos.

- Intercambio lento. Si las cinéticas de inter-

cambio (1/rA) y (1/TB) son suficientemente pequefias com-
paradas con la separacién de frecuencias (wA-mB), el es-
pectro constard de dos sefiales distintas en la vecindad
de las frecuencias Wp Y wge Si la frecuencia de obser-
vacién w estd préxima a wp Y suficientemente lejos de Wg s
Gg es ahf pré&cticamente cero y al resolver {I.3.5} se
obtiene:

_ -iyﬂlPAMo

A a,

G

cuya parte imaginaria es
[(1/T, )+ (1/1,)]

M P, =
PotR T/, )+ (1/1,)] 24 w?]

v =-YH

Si se hace

(1/T5,) = (1/T,,)+(1/T ) {1.3.8}

resulta

]
DA
n.)
o"A 2 2
1+T5A(wA—w)

v = -(YH‘M
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y la funcién de forma de lfnea, en unidades de frecuencid,

es
T|
g(v) = > 'gA .
1+4n TZA(vA—v)

la cual es andloga a la obtenida anteriormente para las
ecuaciones de Bloch sin intercambio, sin m&s que cambiar
T, POr TiA‘ En la expresidén del inverso de este fltimo
aparece un término adicional (l/rA) que ensancha la anchu-
ra de la senal individual. Con centro en Vg tendremos otra
senal de anchura (1/wT£B). S1 T,, es conocido, una medida
de la anchura de estas sefiales ensanchadas nos proporcionar§
informaci6n sobre T, Este procedimiento es v&lido siempre
que el ensanchamiento no sea tan grande como para que las

sefiales correspondientes a A y B solapen.

- Intercambio r4pido. En el lfmite de intercambio

rdpido, las correspondientes cinéticas (l/TA) Y (l/TB) son

grandes y la expresi6én de G, {I.3.7} queda reducida a:

- 1
e WA CTG AR DN P 6 P

cuya parte imaginaria es:

2m
v = =YH M
- 170 2 2
1+T2m(mm-w)
donde
Wy = Dpwp + Dgug
Y

(1/T2m) = pA(l/TZA)+pB(l/TZB) {1.3.9}
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y la funcién de forma de linea, en unidades de frecuencia

(Hz) :

TZm
g(v) =
1+4u2T§ (v, —v) 2

lo que representa una lfnea de resonancia centrada sobre
una frecuencia que es la media pesada de Vp ¥ Vg Y cOn una
cinética de relajacifn que es también la media de las

cinéticas individuales.

Si el intercambio no es lo suficientemente répido
para dar una coalescencia completa, la sefal centrada
sobre v tendrd una anchura mayor que la dada por {I.3.9}.
Haciendo v=v_ en {1.3.7} y desarrollando en potencias de
T, se puede obtener una expresién correspohdiente a la

{1.3.9}, que resulta ser

(1/T,,) =Py (1/T, ) +Pg (1/T, ) +4n2 2552 (v —v ) 2 (1 41)

Experimentalmente, este efecto puede conducir a

un valor de (1/T2) que es apreciablemente mayor que (1/T‘).

- Velocidad de intercambio intermedia. La tran-

sicién de un espectro compuesto por dos lfneas a otro de
una lfnea ocurre cuando (l/TA) y (1/13) son del orden de
(wA-mB). La expresifn de la parte imaginaria de la ecuacién

{1.3.7} cuando los tiempos de relajacién transversal T2A

Y T28 son iguales es:

T
YH1M° (1+T—2-) P+2R
vV == {103‘10}

f!'2+R2
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donde

p =1 [(%_) 2. At tug) -0) 2kt -ug) 2]4,%2_
2

0O
]

T[%(mA+wB)-m-%(?A-?B)(wA-wB)]

R = [%(wA+wB)—;](1+%§)+%(ph-ph)(mA-mB)

Examinemos el significado de esta complicada ecua-
cifn para un caso sencillo en que se cumplen las siguien-

tes condiciones restrictivas:

a) Iguales poblaciones y tiempos de vida en los
dos estados:

TA=TB=2T

N

Pp=Pg=

b) Grandes tiempos de relajacién transversal:
1 1
— = e = ()
Tan  Tas
Ello significa que estamos tratando con sefiales cuya an-
chura, en ausencia de intercambio, es pequefia comparada

con su separacién.

Bajo estas condiciones limitantes, la parte ima-
ginaria de G es:

2
1 t(wA-wB)

v = ==YH. M = -
4710 [%(wA+wB)-m]“+Tz(wA—w)z(wB-m)z

obtenida sin m&s que sustituir en {I1.3.10} las condiciones
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impuestas. Esta expresién puede ponerse en té€rminos de fre-

cuencias v(=§%), lo que nos da la forma de la funcidbén g(v),

t(vA-vB)z

g(v) =
[%(vA+vB)—v]2+4ﬂ212(vA-v)z(v -v)2

B

{r.3.11}
De esta expresibén queda claro que la forma de la funcién
depende solamente del producto T(vA-vB), y es f8cil ver que
para grandes 1 se obtienen dos lfneas centradas en Vo Y Vg
mientras que para pequefios T se obtiene una sola linea si-
tuada a la frecuencia intermedia. El valor de T=E?ng%357
es un valor critico para el que se produce la coalescencia
de los picos en una sehal ancha. Para valores inferiores
de T se produce un progresivo estrechamiento de la linea.
Para T relativamente grandes habr& un ensanchamiento de
las lineas individuales, pudiendo determinarse a partir
de éste los valores de aquél utilizando la expresién

{1.3.8} siempre que se cumplan las condiciones impuestas

anteriormente.

En la regién de coalescencia parcial, el producto
t(vA—vB) puede estimarse por comparaciéh del espectro ob-
servado con la forma de una serie de curvas calculadas
variando T(vA—vB), o bien, comparando la posicibén entre las
posiciones de los dos mdximos con la separacién bajo las
condiciones de intercambio lento. Puede demostrarse f&-

cilmente a partir de {I.3.11} que esta relacibén, r, es

1/2
1 }
r =141
2 2 2
[ 2m rc(vA—vB)
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I.3.2.- Equilibrios de asociacién entre una molécula

pequefia y una macromolé&cula.

Después de este tratamiento general, en el que se
ha visto la dependencia de la forma del espectro de reso-
nancia para el caso de intercambio de un nficleo entre dos
posiciones distintas, pasemos a considerar en detalle el
caso particular del equilibrio de asociacién entre una
molécula pequefia (antibiético, inhibidor, etc.) con una
macromol&cula (ribosoma, enzima, etc.). La reaccibn es:

Ky

A+MGIT———-’ AM
-1

y en el equilibrio, K = I%?%%T . E1 complejo AM se hace y
se deshace con velocidades que son, respectivamente, Koy ¥
K_,. Normalmente se observa s6lo el espectro del protén

de A, el cual mostrard variaciones en cuanto a la frecuen-
cia de resonancia de la sefial correspondiente y de su an-
chura, anilogas a las consideradas en el capfitulo anterior,
y dependientes de las cinéticas en el equilibrio, K+l Y
K_,-

La ecuacibn cinética de formacién de AM es:

ala] -, (a] (M)

que puede ponerse

d|AM

K,
T ?F[AM] = K-][AM]

por tanto,

_ _ 1 afam
Koy= (/T =Tamy 2l
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Por otro lado, las poblaciones en el equilibrio son

A AM
Py = “&;}‘ Y oy = {i’}
[o]

en donde [Ao] es la concentracién inicial de A. Los tiem-

pos de vida Tpo Y Ty sOn proporcionales a las correspondien-

tes poblaciones

{r.3.12}

La variacién de Ty con la femperatura viene dada

A _ Pa
Tw  Pn
luego
Py 1
(1/t,) = -—= (=)
A Pp Ty
por (AE* As*

_ ¢+h
Ty = (RT)e

RT - R

{r.3.13}

donde AH® e ASs* son respectivamente los incrementos de

entalpia y entropia correspondientes al complejo activado

del equilibrio de asociacién.

Las ecuaciones {I.3.3} y {I.3.4}, para el estado

estacionario pueden ponerse:

a,Cp

-(1/TA)GA+aMGM = -iYH

en donde ay Y a,

a

a

y, en donde, se ha puesto

-(1/TM)GM = -iYH

son, como anteriormente,
A= (l/TZA)+(1/'rA)-1AwA

M= (1/T2M)+(1/TM)—iAwM



AwA =0 - w,

AmM =0 Wy

La solucibn de las ecuaciones anteriores para GA

es:
iYBl(MoA°M+MoM(1/TM))

Gy = 6,0+ (177, (177,

En Espectroscopfa de RMN, estos equilibrios se miden nor-
malmente en unas condiciones de concentracifn, tales que
EA°]>>[MO]1 por lo que M_,>>M ., P,>>P, y, por tanto,
(l/TA)<<(1/TM). En estas condiciones la expresién de GA
en una buena aproximacién es:

iYHlmoAaM

G =
A -aAa"+(1/TA)(1/TM)

La zona que se observa en estos experimentos es
la que est& cerca de la resonancia de A. Se puede demos-
trar por un andlisis detallado de los distintos términos
(11) que, para esta regifn del espectro, la magnetizacién
total G(=GA+GM) viene dada en muy buena aproximacién por

G GM contribuirfa apreciablemente si M tuviera su reso-

A*
nancia en esta regién del espectro y unos tiempos de vida
extremadamente grandes. AGn asf, su efecto s6lo apareceria
sobre un pequeno intervalo de frecuencias, es decir, darfa
lugar a una sefnal muy fina y poco intensa supcrpuesta a
una senal ancha. Si se escribe G como una sefnal pura A y
reordenada, queda:

-iYHlMoA

¢ = /e 17T ) (177,
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y la componente imaginaria ve

A
v -YH. M ————
1"7oA A2_'_32
donde
2 2
(———) +( )(-——0+ANM
1 Tn 2M

AT, (?;)[

)+(-)] + Am:]

(?;) ‘?;’ Bwy,

2
1 1 2
[Lgepl s wel

B=AwA+

El primer término del denominador entre paréntesis
y la parte del numerador entre paréntesis son esencial-
mente independientes de la frecuencia en la regifn de in-
terés (wzmA), bien porque AmM sea grande y su valor por-
centual varfe muy poco, con lo que puede considerarse cons-
tante, o bien porque -Aw, sea pequefio en cuyo caso su con-
tribucibn es pequeifia y puede despreciarse. El1 valor de v
serd mdximo para la frecuencia en que se anule el segundo

término dél denominador,

-AwM(l/rA)(l/tM)

Aw, = =
A [farmy,p+ /)1 2eaal]

{x.3.14}

y la magnitud (1/T£), relacionada con la anchura a mitad
de altura, A“(I/Z) = 2(1/T£) (seg") pueda hallarse encon-
trando un valor de AwA que corresponda a una intensidad
igual a v/2. Representando por (1/T2p) la diferencia
(1/T2)'-(1/T2A) se obtiene:



-37-

[(2/1y,) 24 (1/T,,) (1/7,) +A0]]
[[arm, 0+ 1/t,)1% + au}]

(1/T,5)=(1/1,)

que, haciendo uso de {I.3.12} y teniendo en cuenta que
pAwl, queda

2 2

[(a/m,,) "+ (1/T, ) (1/7,) +bwy]

{1.3.15}
[[a/my 0+ 1/t 1%+ aud]

(1/T2P)=pﬁ(1/t")

De acuerdo con esta ecuacién el exceso de anchura (l/nTz)
Hz, mostrada por la sefial A en presencia de M respecto a
cuando est& ausente depende de los siguientes factores:

la poblacién de M, que viene dada por la constante de
equilibrio de asociacién, la cinética del intercambio
(1/1M), la cinética de relajacién correspondiente al sitio
ligado (1/T2M) y, por dltimo, la diferencia entre las fre-
cuencias de resonancia del protén en los sitios libre y

ligado.

Un tratamiento an&logo al realizado para (1/T2)
puede llevarse a cabo para (1/T1) partiendo de la ecuacién
de Bloch que describe el comportamiento de la componente
M, de la magnetizacién (5). Despuéis de aplicar las res-
tricciones introducidas, principalmente el hecho de que

M y<<M A’ queda

0 0

(1/7, ) (1/1),)
(1/T‘ p)sz [(I/Tm)‘l‘(l/T‘M)]

{1.3.16}

Es interesante hacer notar que las expresiones de (1/T2“)
Y (1/T1n) difieren solo en la presencia de los té&rminos
dependientes de la frecuencia Awﬁ en la primera. En caso

de que no exista &sta, o ella sea despreciable frente a



-38-~

los té&rminos de {I.3.15} ambas expresiones tienen la misma

forma.

En casos favorables, pues, la medida de (1/T2P)
para distintas concentraciones iniciales de A y M, y a dis-
tintas tempeﬁgturas, complementadas, en su caso, con la me-
dida de (1/é:¥) Yy, a ser posible, a distintas frecuencias
de operacién, nos permitirfa obtener informacién acerca de
la constante de equilibrio, K, las constantes cinéticas,
k+l )'4 k_,, as{ como de la magnitud de la relajacibn en el
sitio unido (1/T2M) e, incluso, de la diferencia entre las

frecuencias de resonancia en ambos sitios.

Admitiendo que la relajacifn en el sitio ligado
tenga lugar por el mecanismo de interaccién dipolo-dipolo,
ya sea intramolecular (por interaccifn con otro nficleo de
la pfopia molécula) o 1ntefmolecular (por interaccién con
otro nGcleo de la macromol&cula, las expresiones ie (1/T'")
y (1/T,,) son:

23 b2l 1
(1/T,,) =35 YA 2 55 £5(7)

donde YI es la relacibén giromagnética del protén y r es la
distancia del nficleo en consideracién a otros nfcleos cer-
canos. T. es el tiempo de correlacién correspondienfe a la
molécula unida a M, y las funcionts f1 Y f2 son:

T 4T

+
2
c 1+4w

£ (t) = < < {1.3.17}
1 c 1+m21 2T2
I I c



C
+ 5 {r.3.18}

Si se dispone de valores de (I/TIM) Y (1/T2M) para uno o
varios nficleos de A, pueden inferirse sus correspondientes
tiempos de correlacién, Ter as{ como la naturaleza intra o
intermolecular de la relajacibén. Todo ello contribuye a des-
cribir en té&rminos din&micos y estructurales la naturaleza

del complejo AM.

Desgraciadamente, los casos reales, no se presen-
tan tan favorablemante como para poder extraer toda esta
informacibén existiendo de hecho mltiples limitaciones,
por ejemplo, en los intervalos de concentracifn y tempera-
tura en los que es posible moverse, con lo que la informa-

cibén a obtener puede reducirse seriamente.

En la expresibén {I.3.15} s6lo Py depende de las
concentraciones iniciales, por lo que una adecuada serie
de experimentos en que se varfen &stas y se midan los
incrementos de las anchuras (1/Tén) de las lfneas de A
puede proporcionarnos Py Y, por tanto, la constante de
equilibrio K, que puede compararse con la determinada por
otros mé&todos. En caso de que exista un especial condicio-
namiento del sistema a medir que impida esta determinacién,
hay que recurrir a introducir el valor de K medido por
otras té&cnicas. Como resultado adicional del experimento
anterior se obtendrd también un valor para todo lo que mul-

tiplica a py en {I.3.15}. La utilizacién de este valor en
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la determinacibn de (l/TZM)’ (l/TM) y Awi depende mucho de
los valores relativos de &stos y, para ello, es instructivo
considerar la variacibén de las ecuaciones {I.3.15} y {I.3.16}
con el inverso de la temperatura (12). Esta afectari prin-
cipalmente a la cinética de intercambio (1/TM) y su efecto
viene expresado por {I.3.13}. La diferencia de frecuencias
Am: suele considerarse independiente de la temperatura. En
todo caso su variacién con ésta suele ser pequeha. La ciné-
tica de relajacifn en M (l/TIM) depende de la temperatura

ya que t_ es funci¢n de ella, aceptdndose para su variacién

una ecuacién de activacién andloga a la {I.3.13}.

En la figura 1, se ilustra la variacién de (1/T1n)
Yy (1/T2;) con el inverso de la temperatura. En ella, pue-
5,
den distinguirse claramente tres regiones que considerare-

mos por separado.

Regién I. Intercambio lento.

En esta regién la cinética de intercambio (l/TM)
es lenta y pueden despreciarse los tZrminos del numerador
y denominador de {I.3.15} en que ella aparece. Los valores
de (1/T2p) y (I/Tip) son iguales y dependen s&lo de Py Y
de (l/TM):

(1/T1P) = (1/T2p) = pM(l/TM)

En las condiciones que prevalecen en estos experimentos,
en los que [A ]>>[M_ ], y para constantes de asociacién re-
lativamente grandes, Py puede considerarse constante o, en
todo caso, su variacifn con respecto a la Temperatura es

muy pequeiia respecto a la que sufre (1/1,). Por tanto, al



L]

0,40
' (utp)seg"

(1 Tyo) seq”!

Regidn Il

R

0,30}

|Regionll Ragidn |

b -

020

0,10}

1 | : i ]
A ] L] A v v v v L4 v L v A4 v A

.

25 30 35 4,0
| a3 p-
FI0°(K)

Figura 1. Variacién de (l/T,p) N4 (1/T?p) con el inverso de

la temreratura



-42-~

aumentar la temperatura, y aumentar consecuentemente la ci-
néﬁica de intercambio (l/TM) aumentan también (l/T‘p) y
(1/T2p). Un estudio a distintas temperaturas en esta re-
gién puede conducir a la determinacién de AH* Yy As*, ental-
pias y entropfas de activacibén correspondientes al complejo
activado de asociacién. Si se miden las sefiales de distintos
protones de A, para todas ellas han de obtenerse los mismos
valores de (1/T‘p) y (1/T2p). La posicibén del m&ximo de la
sefial que se observa viene dada por {I.3.14} que, para las
dondiciqnes que rigen en esta regi6n, es Aw,=0, es decir,
ia seﬁai permanece en la posicibéh correspondiente a la fre-
cuencia de resonancia del sitio libre A, y no cambia con

la temperatura.

Regibén II. Intercambio r&pido.

En esta regifn, la cinética de intercambio (l/TM)

es muy grande comparada a los restantes té&rminos del nume-

2

rador y denominador de {I.3.15}, es decir, (1/Tyy) ¥ buy.

En ese caso (1/T1p) y (1/T2p) vienen dados por:
(l/T,p) = pM(l/TIM)

(1/T,,) = py(1/Ty,)

es decir, la relajacién viene dictada por la relajacién en
el sitio M. Para el caso que 1c<<(1/w1) (véase {I.3.17} y
{1.3.18}), en donde, T, es el tiempo de correlacién corres-

pondiente al complejo AM y w, la frecuencia de operacién,

I
los valores de (1/T1M) Y (1/T2M) coinciden. En contraposi-

cibén al caso anterior, en éste, cuando se aumenta la tempe-
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ratura disminuyen (1/T1p) Y (l/sz), siempre que se cumpla

la anterior condicién.

Un estudio a distintas temperaturas en esta re-
gién puede conducir a la determinacién de AI-I"= Y AS* para
el proceso de reorientacién del complejo AM. Si se miden
sefiales de distintos protones de A, para cada una de ellas
se obtendr&n, en general, distintos valores de (l/Tlp) =
= (1/T2p), que pueden reflejar los distintos tiempos de
correlacién de los correspondientes nficleos, o bien, las
diferencias que muestran en cuanto al n@mero y proximidad

de otros ndcleos en el complejo.

La posici6n del m&ximo de la sefial que se observa
viene dada por {I.3.14} que, para las condiciones que ri-

gen en esta regifn se reduce a:
Bw, = Py AwM {1.3.19}
es decir, el m&ximo se obtiene a una frecuencia que es la

media ponderada de las frecuencias de resonancia en los

sitios libre y ligado, y no cambia con la temperatura.

Regifén III. Intercambio intermedio.

Es la regifn en que esti inclufdn el mé&ximo de
(l/T'pi. Se caracteriza porque, en ella, los valores de
(l/Tlp) Y (lfrsz siempre que AwM#O, son diferentes. Con-
sideremos, sin embargo, en primer lugar, por su sencillez

el caso en que AwM=O.

La expresién de (1/T1p) es {I.3.16} y la de (1/T2p)

su anfloga



(1/1,,) (/1))
(1/T,,) = Py 7T, JF 17

Yy la relajacién vendri determinada por la magnitud relativa
de (1/T2M) Y (l/r"). La variacién con la temperatura de
(l/sz) nos indicar8 qué término domina. Asf si (1/T2p)
crece con la temperatura, ello es indicativo de que su va-
lor dependerd s6lo de (1/1M), para lo cual es necesario

que (l/tM)<<(1/T2M), es decir, que la cinética de intercam-
bio sea lenta y mucho menor que la relajacidn en M. Lo con-
trario sucede cuando (l/sz) decrece con la temperatura. Un
sintoma inequfvoco de estar situados en esta segunda zona
es el hecho de obtener diferentes valores de (1/T2p) para

distintos protones de A.

Cuando el valor de Awn, an no siendo nulo, es
pequeifio en relacién con (1/T2M) Y (1/rM), es decir,
Aw"<<(1/T2M). (l/TM), la situacibén puede asimilarse al

caso anterior.

Si se obtienen valores de (1/T1p) significativa-
mente menores que los obtenidos para (1/T2p), siempre que
se cumpla que Tc<<(1/wI) en {1.3.17} y {1.3.18}, ello es
indicativo de que el término AmM es comparable a (1/T2M) o
a (l/T”). Existe un valor de (1/tm)'que hace mé&ximo a
(l/sz) y si se cumple que 1/T2M<<Am, este valor es

(1/TM)=AmM.

La zona de la regi6n III cercana a la I depende

poco de la frecuencia de operacién y en ella (1/T2p) crece
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¢~ la temperatura. La zona pr6xima a II, sin embargo, es
muy sensible a la frecuencia, y dado que en dicha zona pue-

de considerarse ya que (l/TM)>>AmM' resulta para (l/sz)

Aw
(1/T2p) = Py [(1/T2")+TI7$tT]

y sl (1/T,,) (1/1,)<<bu’,

2
AmM

(l/sz) = Py TT7?;T
es decir, que (1/T2p) depende del cuadrado de la diferen-

cia de frecuencias, AwM.

Cuando el valor de Aw: es muy grande, Aw">>(l/TM),
(l/TZM)' la situacién es andloga a la regién de intercambio

lento, es decir,

En la regi6én de intercambio intermedio, se produ-
ce un progresivo desplazamiento de la posicifn del m&ximo
de la resonancia observada, cuando se aumenta la tempera-
tura, desde la posicién correspondiente al sitio libre A,

a la que viene dada por la media ponderada de A y M.

Si la condicibn Tc<<(1/wI) en las expresiones
{1.3.17} y {1.3.18} no se cumple, es decir, si operamos
con una frecuencia instrumental pequefia y la macromolé&cula
tiene un peso molecular muy grande, no es de esperar ob-
tener los mismos valores de (1/T2p) Yy (1/T]p), atn en el
caso de encontrarnos en la regién II, de intercambio r&-

pido. Normalmente, se obtendr&n valores mucho mayores para



(l/sz) que para (l/T‘p), dependiendo este dltimo en gran
medida de la frecuencia de operacibén y de su relacién con

el valor de Tc'

Las curvas de la variacién de (1/T2p) Yy (1/T‘p)
con la temperatura que son de esperar para el caso en que

no se cumpla la condicién tc<<(1/mt) son las que se ilus-

tran en la fig. 2.
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temperatura en el caso que no se cumple le condicidn

de estrechaniento extremno.
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I.4. Ribosomas y sintesis proteica

I.4.1.- Ribosomas de Escherichia coli.

Los ribosomas (13) son los orgdnulos celulares
donde se lleva a cabo la sintesis de protefinas (14 y 15).
En Escherichia coli y en los demds organismos procari6-
ticos, asi como en las mitocondrias, los ribosomas tienen
un peso molecular .aproximado de 2,6x1&i. Poseen en su for-
ma m&s compacta un coeficiente de sedimentacifén aproximado
de 70 unidades Svedberg (70S). Est&n compuestos de dos
subunidades desiguales: una mayor, que sedimenta a 50S y
contiene el centro catalitico formador de los enlaces pep-
tfdicos {ia peptidil transferasa). Y una menor, que sedi-~
menta a 30S y fija el RNA mensajero. Ambas subunidades son
agregados de protefnas y RNA, pudiendo ser identificadas
(16) las 34 protefnas de [a subunidad 50S (S1, S2...S34) y
las 21 de la subunidad 30S (L1, L2...L21) adopt&ndose una
nomenclatura comfin de acuerdo a sus movilidades electro-
foréticas. Todas las protefnas ribos6émicas son distintas
y se hallan en un m&ximo de una copia por ribosoma, a ex-
cepcibn de L7 y L12, oscilando sus pesos moleculares entre

l,Oxloh Y 6,5x10h

siendo los m&s comunes alrededor de

1,5x10h. Por lo que respecta a los rRNAs se han identifi-
cado 2 especies (23S y 5S RNA) en la subunidad mayor y 1
especie (16S RNA) en la menor. La estructura del ribosoma
se halla fuertemente influenciada por la concentracién de
Mg++ en la solucibn; asf, por ejemplo, a concentraciones

10 mM de Mg++ la mayorfa de los ribosomas sedimentan a 70S,
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pero al bajar esta concentracién entre 1y 0,1 mM, &stos
se disocian en sus subunifades, siendo el proceso reversi-
ble, ya que al restituir la concentracifn inicial de Mg++
las partfculas 70S vuelven a formarse. A concentraciones
inferiores a 0,1 mM de Mg++ se produce un desdoblamient~

o apertura de las subunidades 30S y 50S. Asf pues el Mg++
es esencial para mantener las dos subunidades unidas en su
estructura compacta y funcional. El Mg++ fijado a los ri-
bosomas (a los grupos fosfato del RNA) puede ser despla-

zado por otros cationes como ca®t

’ Na+, k' o NHZ, sin em-
bargo la estructura o configuracién del ribosoma cambia
segin cuales sean los iones que neufralizan las cargas del
RNA y solamente ciertas combinaciones de cationes a con-
centraciones apropiadas permiten la configuracién adecuada
para la actividad de la particula. Ast Mg++ entre 7 y 11
mM y‘K+ o NHZ entre 50 y 100 mM, son condiciones que per-
miten "in vitro" actividades 6ptimas en la traduccién de
mensajeros naturales. Las concentraciones altas de catio-
nes monovalentes inducen el desdoblamiento de los ribosomas
e incluso el desprendimiento de las protefnas ribosfmicas.
Una descripcién estructural de las subunidades se consiguib
fundamentalmente de datos hidrodin&micos y de dispersién
de rayos X obtenidos por Andereqgg and Van Holde (17).

La subunidad 30S tiene una masa anhidro de 0,9
(:to,3)x106 daltons, siendo una partifcula relativamente

asimétrica, asemejéndose a un elipsoide de revolucién a-

[+
chatado o bien a un cilindro con dimensiones 56x224x224 A,



-50~

que corresponde a un volumen hidratado de>1,5x106 £3, con-
teniendo 0,39 gramos de agua por gramo de ribonucleoproteina
atrapada dentro de la particula. Al menos un 90% de este
volumen est4 suficientémente empaquetado que puede excluir
moléculas de 10 i tales como sacarosa. La subunidad 50S

tiene una masa anhidra de'1,55x106

daltons, es m&s simétri-
ca que la 30S y existen diferentes modelos que encajan coﬁ
los datos experimentales, como son un elipsoide triaxial
130x175x259 i; un cilindro elfptico 121x162x194 3; y un
elipsoide de revolucifn 225x225x113 i. Los tres modelos

[+
6 A3, con

dan un volumen hidratado muy pr6ximo a 3 x 10
0,40 gr de agua por gramo de ribonucleoprotefna atrapada
dentro de la particula, siendo m&s del 80% del volumen im-
permeable easéumxsa, Parece haber quedado demostrado (18)
que las regiones helicoidales del rRNA son muy importantes
‘para la fijacién de las proteinas, Schaup, Green y Kurlad
(19) han mostrado que S4, S7, S8, S15, S17 y S20 se unen

al 16S RNA, sin embargo S17 lo hace de forma inespecifica.
_Por lo que respecta a la subunidad 50S se han identificado
L2, L6, L16, L17, L19, L20, L23 y L24 como protefinas con
afinidad por el 23S RNA, mientras que L2, L6, L18 y L25 la
tienen por el 58S RNA (20). El hecho de qu9~todas las pro-
tefnas ribos6micas interaccionan con sus correspondientes
anticuerpos, junto con consideraciones de hidrataci6én hacen
suponer que al menos en la subunidad 30s, las protefnas de-
ben formar una capa monomolecular mantenidé toda ella unida
mds o menos directamente por el rRNA. La estructura de la

subunidad 50S parece algo m&s complicada.
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Por t&cnicas de marcaje por afinidad, se han po-
dido localizar las protefnas L2, L11, L16 y L27 cerca del

centro peptidyl transferasa (21).

I.4.2.- Biosintesis de proteinas.

La biosintesis de protefnas tiene lugar en las
bacterias a nivel de sus ribosomas que contienen un 60%
de RNA y 40% de protefnas y se caracteriza por un coefi-
ciente de sedimentacién 70S. En el proceso se pueden dis-
tingquir claramente tres etapas: iniciacién, elongacién y

terminacién.

La fase de iniciacién se caracteriza por la diso-
ciacién de la unidad 70S, en las subunidades 50S y 30S, a
e~ta Gltire seunir&n el mRNA y el formil metionil-tRNA
(fMet-tRNA) formando un complejo de iniciacibén, el cual se
asocia firmemente con la subunidad 50S y produce el riboso-
ma funcional 70S. La presencia de tres factores de inicia-
cién (IF1, IF2, IF3) asf con la de GTP es indispensable para

la verificaci6n de esta etapa. ) .

Mediante el anticodon del tRNA se reconoce el tri-
plete nucleotidico del codon correspondiente del mRNA. Esta
interaccibn estd especificamente estabilizada por la sub-
unidad ribos6mica 30S. Otras partes del t-RNA interaccionan
con la subunidad 50S. El1 f-Met-tRNA se fija en la iniciacién
al sitio "P" del ribosoma (ver fig. 3) dirigido por el tri-

plete del mRNA que lo codifica y que contiene las bases
A(adenina), U(uracilo) y G(guanina) en este orden. Quedando

el sitio "A" libre para que se fije AA —tRNA,(aminoacil-tRNA

1



primero) . Entonces tiene lugar la formacién del enlace pep-
tfdico catalizado por 1la actividad peptidil transferasa de
la subunidad ribosfmica 50S, transfiriéndose el f-Met de
tal manera que el grupo -COOH de la metionina se fija al
grupo a-amino del amino&cido AAl del AAl-t—RNA‘ fijado en

el sitio A. Hay a continuacién una translocaci6én de f-Met-

AA -tRNA1 del sitio "A" al sitio "P" del ribosoma, estando

1
ac p.ado el movimiento del mRNA al movimiento del f-Met-
AA,-tRNA,. Entonces el tRNA descargado de su formilmetionil
se separa y deja libre el sitio "P". El sitio "A" queda
entonces libre y se fijaré en el mismo AA,-tRNA, (aminoacil
tRNA segundo) en un paso similar al de fijacién de AA1-tRNA1.
La peptidil transferasa cataliza de nuevo la formacién del

enlace peptfdico, form&ndose F-met-AA1-AA -tRNA2 fijado al

2
sitio "A". Deé“esta manera continda el ribosoma "leyendo"
todos los tripletes del mRNA. En el proceso de elongacién
se requieren GTP y tres factores proteicos, llamados E F Tu,
EF Ts, y EF G que se encuentran en la fraccién soluble

de la célula,los factores EFTu y EFTs pueden asociarse, y

de esta forma se les llama EFT,

La fase de terminacién tiene lugar cuando en la
secuencia de lectura del mRNA, se encuentra un triplete
"sin sentido", es decir que no codifica la incorporacién de

ningGin aminoacil-tRNA.

La liberacién del prlipeptidil-tRNA del ribosoma
cuando se ha llegado a un codon de terminacién, es inducido

por un factor de liberacifn proteica especifico (factor RF
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que se fraccion8 en dos RF1l y RF2, requiri&ndose cada uno

de ellos segfin cuales fueran los tripletes sin sentido de
terminacién) que est& unido al ribosoma e induce que la
peptidil transferasa provoque la hidr6lisis del enlace &ster
existente entre el polipeptido y el tRNA. Y un tercer factor
RF3, que por sf solo no tenia actividad, pero que estimula-
ba la unién de los factores RF1l y RF2 al triplete terminador
correspondiente. El ribosoma 70S se aparta entonces del

mRNA y queda libre, pudiendo entrar nuevamente en el ciclo.
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Ficura 3. Esquema simplificado de biosintesis de proteinas en

ribosomas de E. coli.

~



I.5. Inhibicién de biosintesis de protefinas por antibiblti-

cos que act@an sobre el centro peptidil transferasa

La formacifén del enlace peptido en la sintesis de
protefnas tiene lugar por la unibn del grupo carboxilo en
el C terminal del residuo peptfdico en el sitio P ribos6-
mico con el grupo a-NH2 del amino&cido fijado en el sitio

A ribosémico.

El centro enzim&tico catalizador de dicha reaccién
se conoce como centro peptidil transferasa. Ya que dicho
centro estid también implicado en la actividad hidrolitica
peptidil-tRNA asociado con la fase de terminacién, cuales-
quiera condiciones que bloqueen la actividad peptidil trans-
ferasa bloquear&n también la hidr6lisis peptidil-tRNA (22
y 23).

Con el fin de disponer de un modelo experimental
para el estudio de la etapa de formacibn de enlace pepti-
dico, independiente de otras reacciones que conducen a la
sIintesis de proteinas, se ided un sistema bas&ndose en el
antibibtico puromicina, que es un andlogo estructural de
la parte 3'-terminal aminoacil-adenosina del aminoacil-tRNA
Y un sustrato aceptor conveniente para la formacién del
enlace peptfdico en una reaccién en la cual el grupo
a-NH2 de la puromicina se une al C terminal del grupo pep-
tfdico (Reaccifn de la Puromicina). Como la puromicina
carece de la parte de la molécula de aminoacil-~tRNA res-

ponsable de la interaccifén con el mRNA, en la subunidad
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30S y probablemente con algunos sitios de la subunidad 50S,
el producto de la reaccién (peptidil-puromicina) queda li-
bre del ribosoma y se interrumpe el alargamiento de la cade-
na polipeptfdica. Esta reaccibn que ocurre sobre la sub-
unidad 50S no requiere GTP ni factores del sobrenadante,

sin embérgo depende fuertemente de la presencia de cationes

monovalentes y divalentes.

La localizacién del centro peptidil transferasa
sobre la subunidad se ha demostrado por la formacién de en-
lace peptfdico en un sistema muy simplificado descrito
como ‘Reaccién del fragmento), y que consiste en que los
fragmentos terminales CACCA-, PACCA-, ACCA- y CCA-Met £
del fMet--tRNAF reaccionan con la puromicina para dar
fMet-puromicina. Esta reaccién s6lo requiere la subunidad
mayor, cationes monovalentes y divalentes y bien metanol o

etanol.

En el estudio de una serie de partfculas carentes
de determinadas protefnas (a,B,Y cores), se pudo demostrar
que se requiere a la protefna L16, para la unién con clo-
ranfenicol, igualmente L15 parece estar implicado en la
actividad peptidil transferasa, sin embargo otras proteinas
distintas de L15 y L16, también podrfan estar implicadas
en la actividad peptidil transferasa, ya que Y-cores, que
carecen de dichas protefnas, enlaza adn a |3H| puromicina

y CACCA-Leu-Ac,

Estudios de etiquetamiento por afinidad han suge-
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rido que las protefnas L2 y L27 (Sonenberg et al.); (Pelle-
grini et al.), L16 y L24 (Pongs et al.); L13, L14, L15, L16
y L27 (Czernilofsky y Kuechler) est&n implicados en la

unién del sustrato al centro peptidil transferasa de ribo-

somas de E. coli.,

El 5S RNA se requiere para la actividad peptidil
transferasa de la subunidad 50S, ya que particulas recons-
titufdas sin 5S RNA no son activas en la formacién del
enlace peptfdico. Sin embargo, el extremo 3' del 5S RNA
puede ser modificado sin afectar la actividad peptidil

transferasa.

La evidencia para la interaccif6n de un antibié6-
tico con el centro peptidil transferasa, ha sido obtenida
de los siguientes criterios: a) Efecto inhibidor sobre la
formacién del enlace peptfdico y (6) sobre la unién al
sustrato. b) Uni6n directa de inhibidores a los ribosomas
0 a sus subunidades. c) Inhibicidén de la unifén a ribosomas
de inhibidores de la formacifén del enlace peptfdico. d) I-
dentificacifn de algunos componentes ribosfmicos comunes
para el centro peptidil transferasa y el sitio (o sitios)
de unidén de los inhibidores. Hay que tener en cuenta que
algunos inhibidores pueden bloquear la actividad peptidil
transferasa en determinadas condiciones sin actuar sobre
el centro peptidil transferasa, ya que el ribosoma sufre

importantes cambios conformacionales durante la translacién.

Tanto puromicina como gougerotina, inhiben la

reaccién del fragmento y ha sido demostrado que poseen un
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solo sitio de interaccién de alta afinidad sobre el ribo-
soma, y por consiguiente, un finico centro peptidil trans-
ferasa. A concentraciones muy altas del antibiético, hay
una significante desviacién de la linearidad en los plots
de Sctatchard, ya que existen otros sitios de unién para
el antibi6tico con mucha menor afinidad. Harris y Symons
(24) han descrito un detallado modelo del centro activo
peptidil transferasa de E. coli, cuyos resultados aclaran
convenientemente la accifén de los antibiéticos inhibidores

a este nivel.

El sitio A o sitio aceptor de peptidil transferasa
es el responsable de la unién del extremo 3'-~terminal del
amino-acil-tRNA durante la formacién del enlace peptfdico
y se pueden diferenciar dentro de &l los siguientes sitios:

a) Un sitio hidrofébico (I), el cual es relativamente espe-

cifico para la unién de los grupos R aminoacilo arom&ticos
de la A-L-Phe, A~-L-tyr y de la L-phe, S-benzyl-L-cisy Yy
O-benzyl-L-ser an&logos aminoacflicos de puromicina. Este
sitio est& implicado en la unién del grupo p-metoxi-benzyl
de puromicina.

b) Un sitio hidrofflico (II), el cual esti implicado en la

unién por via de una atraccién culombiana entre un grupo
cargado negativamente del ribosoma (por ejemplo un a-, B-
o Y- carboxil o un grupo fosforil) y los siguientes grupos
cargados positivamente: el grupo metilguanidinio de la
blasticidina S y el grupo I-amino de la ¢ a8 tre ntricina,

2'(3')-0~-L-Lysil adenosina y a-M-tosil-L-lisil clorometil-



cetona. El grupo no cargado 6-metiluracilo de la esparso-
micina y el grupo ureido de la 3'~-N-homocitrullil-3' amino-
adenosina pueden también unirse por puente de hidr6geno a
este sitio.

c) Sitio III, para la unién de la adenina 3'~terminal del
aminoacil-tRNA, la dimetilademina de puromicina, la hipoxan-
tina de I-L-phe, la citosina de C-L-phe, blasticidina S,
gougerotina y amicetina, y el grupo heterociclico de la
estreptricina.

d) Sitio IV, especififico para la unién del penfltimo 3'-
residuo (3'-CMP) del aminoacil-tRNA.

e) Sitio IVa, para la unién, por medio de una atraccién
culombiana a un grupo R positivamente cargado de 1lisina
0 arginina sobre el ribosoma del primer grupo fosforil
del extremo 3' del aminoacil-tRNA y del grupo 5'-carboxil
de la blasticidina S. Ademis el grupo 5'-amida de gouge-
rotina puede enlazar por enlace de hidré8geno a este sitio,
esto es consistente con la dr&stica reduccién de la acti-
vidad inhibidora de los andlogos de gougerotina, carentes
del grupo amida.

f) Sitio V, especifico para el tercer nucleotido (3'-CMP)

del extremo 3' del aminoacil-tRNA.

El sitio P o sitio dador de la peptidil transfe-
rasa, es el responsable de la unifén del extremo 3'-terminal
del peptidil-tRNA durante la formacién del enlace pepti-

dico. Detalles sobre la especificidad del sustrato en el
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sitio P fueron estudiados con varios a-M-acil-aminoacil-
oligonucleotidos como dadores en la reaccibén del fragme ,
en la cual es esencial la presencia de grupo a-amino blo-
queado, para una mayor actividad, frente a los derivados

no bloqueados.

Se han propuesto los siguientes sitios dentro del
sitio P:

a) Un sitio hidrofébico (VII), para la unién de grupos

R aminoacil de los amino&cidos hidrofébicos.
b) Un sitio hidrofflico (VIII), para la unién del grupo

bdsico guanidinio del residuo arginil.

c) Un sitio (IX), para la unifén de la porcién CpCpA de

varios a-N-acil-aminoacil-oligonucleotidos.

Adem&s de los anteriormente citados sitios en A
y P, se propuso otro sitio (VI) para el peptido recién
sintetizado, en vista de la conocida proteccién de los

peptidos nacientes de las proteasas.

Este sitio estar& posiblemente ocupado por el re-
siduo N-metil-glicina de gougerotina, el grupo dicloro
acetilo de cloranfenicol y los residuos M-aminoacilos de
los M-aminoacil an&logos de cloranfenicol. En el caso de
estos compuestos, parte de cada una de las respectivas
moléculas también enlaza al sitio VI, adem8s de enlazar

al sitio A.

Harris y Symons propusieron que en vivo el papel
desempenado colectivamente por los sitios III, IV, IVa y

V en el sitio A y I en el sitio P era actuar como sitios de
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reconocimiento de la peptidil transferasa para el término
CpCp2 de aminoacil y peptidil-tRNA, mientras que los sitios
I y ITI del sitio A pueden restringir el movimiento del
grupo o-amino del aminoacil-tRNA y orientarlo en una con-
figuracién favorable para un ataque sobre la unibn ester
carboxilico de peptidil-tRNA. Estos dos filtimos sitios
pueden actuar también para prevenir interferencia de va-
rios grupos R aminoacil con la reaccién transferasa, lo

mismo se puede decir de los sitios VII y VIII de P'.



II. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS



IT.1. Materiales y métodos

II1.1.1.- Productos y preparacibén de muestras.

El antibibtico puromicina, en forma de dihidroclo-
ruro, se obtuvo de la casa SERVA (Feinbiochemica, Heidelberg,
Alemania) y la gougerotina de Calbiochem AG (Lucerna, Suiza).
Como referencia interna se utilizaron, en distintos casos,
alcohol zérbutilico, DSS (2,2'~dimetil-silapentan-sulfonato
s6dico) y TSP-D4 (trimetil tetradeutero silopropionato sédico),
procedentes estos filtimos de Stholer Isotope Chemicals, a
través de su representante en Espaiia, Fedelco S.A.. El dime-

til sulféxido deuterado, (CD SO, se obtuvo también de

3)2
esta Gltima firma y el agua pesada, D,0 (99,75 %), de la

casa Fluka (Suiza).

El &cido clorhidrico, hidr6xido s6dico, alfimina,
glucosa, sales y disolventes org&nicos empleados en la
preparacién de ribosomas fueron productos Merck. La bacto-
triptona y el extracto de levadura se obtuvieron de la casa
Difco y el &cido poliuridflico y el tris (tris-hidroximetil-

1“C-fenilalanina nos fue propor-

amino-metano) de Sigma. La
cionada por Radiochemical Centre y el cloramfenicol por el

Dr. D. de la Bella, Zambon Lab. (Bresso-Milano, Italia).

Las muestras a analizar por RMN se prepararon por
pesada directa y disolucién en el disolvente correspondien-
te (0,5 ml). Las disoluciones se transfirieron a tubos-
muestra de ultraprecisifn de 5 mm de difmetro exterior.
Algunas series de disoluciones antibibtico-ribosomas se

obtuvieron por 4iluciones sucesivas de una disolucién madre



o por -diluciones de partes alicuotas de una .disolucifn

patrén.

Las muestras empleadas en la obtencién de tiempos
de relajacién fueron cuidadosamente desgasificadas a vacio
por medio de sucesivas (generalmente 4 6 5) congelaciones
y descongelr.ciones con aire liquido, cerrdndose a conti-
nuacién el tubo a la llama. Este proceso va dirigido a eli-
.minar la presencia de oxfgeno disuelto, que es paramagné-

tico, e introduce un mecanismo adicional de relajacién.

"II.1.2.- Preparacifn de ribosomas de E. coli.

- La preparacifn de ribosomas de E. coli se llev§
a cabo en el Instituto-de Biologfa Celular utilizando las
técnicas y productos. existentes en-dicho Instituto diri-
~-gldas 'a este fin. En cuanto al crecimiento de la bacteria,
se emple8 la cepa D10 (25), que.carece de ribonucleasa I,
lo que evita dafos innecesarios al RNA ribosémico. La com-
posici6n del medio de cultivo sn.el que se creci6 la bac-
teria fue: bactotripton, 10 gr; ClNa,. 8 gr; extracto de
levadura, -1.gr y glucosa, 2 gr. Todo ello para 1 litro de
volGmen final (26).-Las bacterias se crecieron a 37°C en
2 fermentadores de 20 litros provistos de aireaci6n y agi-
tacifn. El crecimiento se detuvo en fase logaritmica
(A660 om= L) anadiendo anhidrido .carb6nico s6lido. Una vez
enfriadas a 5-4°C se recogieron mediante .centrifugacién
en flujo continuc, siendo lavadas en una disolucién amor-
tiguadora. Inmediatamente después se congelaron mediante

una mezcla de nieve carbbnica y acetona, y se almacenaron
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a -20°C por un perfodo miximo de 3 meses a lo largo del

cual conservan intacta su actividad.

Las células almacenadas a ~-20°C se homogeneizaron
en un mortero frente a altimina (relacién 1:2) hasta que,
la parte de células y aldmina alcanz6 una gran consisten-
cia, indicacifén de que el DNA celular habfa salido al
medio. Entonces se anadif, en proporcién, 4:1 (voldmen/pe-
80 'de células) la disolucibén amortiguadora siguiente:

TRIS (10 mM), acetato magnésico (10 mM), cloruro aménico
(60 mM), B-mércapto-etanol (0,6 mM). Se centrifugs dos

veces: la primera a 10.000 g durante cinco minutos para
eliminar la alGmina y los restos de cé&lulas m&s groseroc

Yy la segunda durante 30 minutos a 20.000 g.

La etapa siguiente consistib en sedimentar los
ribosomas por centrifugacién a 150.000 g durante 2 1/2
horas. Estos ribosomas presentaban un alto grado de con-
taminacién proteica, tanto inespecifica, como de factores
asociados a las distintas etapas de la sfntesis de pro-

tefnas, asf como de mRNA.

Para su purificacién, los ribosomas fueron resus-
pendidos en una disolucifén amortiguadora de alta concen-
tracién en amonio (TRIS (20 mM), acetato magnésico (40
mM) , cloruro aménico (1M) y 2-mercapto-etanol 5 mM (6 mM))
y centrifugados a través de un gradiente discontfinuo de
sacarosa al 20 y 40 % en la disolucibén anterior durante
toda la noche a 150.000 g. Después de repetir tres veces

esta operacién, el sedimento de ribosomas aparecfa com-
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pletamente trahsparente y fue resuspendido en la minima
cantidad posible de la disolucién anterior y almacenado
en pequefias porciones a -20°C. Tras la resuspensién de

los ribosomas, estos fueron sometidos a un proceso de cla-
rificado (20 minutos a 30.000 g) con objeto de eliminar
agregados. La relacién A260/A280’ que puede tomarse como
fndice de pureza respecto a contaminacién proteica ines-
pecifica, fue 2,02 en los ribosomas lavados. Cuando esta
relacif6n era inferior a 2,02 se consideraba que los ribo-

somas no estaban suficientemente lavados.

Las concentraciones de ribosomas se determinaron
por medida de la absorcién a una longitud de onda de 260
nm (45 unidades corresponden a una disolucién 10'6 M

6

equivalente a 2,65 mg/ml’ (p.m. 2,65.10 gr)).

La actividad de los ribosomas se comprobd mediante
dos tipos de ensayo: el de sintesis de polifenilalanina
dirigida por &cido poliuridilico (27) y el de fijacién

de 14

C-cloramfenicol (27). Para la realizacién de ambos
ensayos se utilizaron las técnicas y productos existentes
en el Instituto de Biologfa Celular.

En el primer ensayo, se utilizé una disolucién

1“C-Fen-tRNA

de ribosomas (1,5 mg/ml), poli U (0,1 mg/ml),
(6,5 p moles), GTP (1,25 mM), cloruro magnésico (12 mM)

y factores del sobrenadante a 1/10 del voldmen total, que
fue de 0,1 ml. Las incubaciones se realizar~n durante 30

minutos a 37°C y se detuvieron por adicién de 2 ml de

&cido tricloroacético frio al 5 % . Previamente han de aha-
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dirse 5 microgramos de alb@mina bovina, que actda como
coadyunante en la precipitacién proteinica. Antes de fil-
trar este precipitado es necesario hidrolizar el amino-
acil-trna gque no haya reaccionado para lo que se calienta
el sistema a 90°C durante 15 minutos. Tras enfriar, se
filtra el precipitado a través de filtros Whatman GF/C

en los que se estima la radiactividad retenida en un es-
pectrfmetro de centelleo lfquido. La preparacién del
‘kC-Fenilalanina-tRNA y de los factores del sobrenadante
puede verse en (27).

En el segundo ensayo, se determinS§ por contaje

14

radidctivo la cantidad de C-cloramfenicol libre y 1li-

gado a los ribosomas, una vez separados &stos por ultra-

6

centrifugacién. Las disoluciones fueron 2,5.10 M de ri-

6M de 14

bosomas, 1,0.10° C-cloramfenicol en una disolu-
cién amortiguadora de TRIS-C1lH (33 mM), cloruro magné&sico
(13 mM) y cloruro potésico (270 mM), todo ello en un
volGmen final de 0,1 ml, del que se tomaron porciones

de 0,025 ml para estimacifn de radiactividad, antes y
despu&s de la centrifugacién. Esta se llev8 a cabo a

38.000 r.p.m. durante dos horas.

Una vez comprobada su qctividad, los ribosomas se
liofilizaron a -40°C y 5 a 50 ﬁ de presif6n, durante el
tiempo requerido, en un liofilizador tipo Virfis, modelo
10-145 MRBA. Las muestras fueron previamente congeladas
en una disoluci6n de acetona y anhidrido carbbnico sélido.

El liofilizado se recogif y resuspendif§ en la mfnima can-



tidad de disolucibn amortiguadora en D,0 (99,75%), diso-
lucién de donde se tomaron las porciones necesarias para
formar las disoluciones que habrian de estudiarse por

RMN.

I1.1.3.- Espectrémetro.
El espectrfmetro utilizado en este trabajo es
un espectrfmetro de alta resolucién, BRUKER HX-90E, de
campo magné&tico constante de 21 Kgauss, que corresponde
a frecuencias de resonanc’'a de 90 MHz para IH, 22,63 MHz

para 13C y 13,8 MHz para 2D.

Los espectros de 'H y 13C se han obtenido en la
modalidad FT (transformacibén Fourier), en las condiciones
que se describen m&s adelante. Para operar en esta moda-
lidad el espectrSmetro dispone de un miniordenador en 11—
nea, NICOLET BNC-12, con 24 K de capacidad de memoria (8K
para programas y 16K para datos) y una unidad de cintas,
KENNEDY 3110, con capacidad de almacenamiento de hasta
512 registros de 4K. La longitud de la palabra de orde-
nador es de 20 bits, lo que determina la resolucién digi-
tal de la entrada de una senal variable, pudiendo reducir-
se aquella para pasar a ser de 12, 10, 8 6 6 bits. Esta
reduccibn en el nimero de bits de la palabra, con su con-
siguiente pérdida de precisién en la medida de la sefal
de entrada, puede ser conveniente en ciertos casos para
poder aumentar el n@imero de barridos. El caso tfpico en
que ello sucede y que se presenta con caricter general en

todas las muestras medidas consiste en la presencia de una



lfnea muy intensa (l: de los protones del H-0-D) junto

con otras senales de pequefia intensidad. La reduccién en
el ndmero de bits de la palabra puede controlarse mediante
programa, de forma que cuando la palabra estd préxima a
saturarse (15/16 de su contenido) el ordenador pasa auto-
miticamente a una resolucién digital inferior, a la vez
que divide el contenido de la palabra por 4, para que la

adicién de datos sea coherente.

La capacidad m&xima horizontal de memoria, o nG-
mero de puntos, es como se ha dicho, de 16K. Naturalmente,
puede operarse con menos puntos, con lo que se consigue
un ahorro en el tiempo del experimento, pero a costa de
una pérdida de resolucién. La anchura de barrido en Hz,

o intervalo de frecuencias que se desea observar del es-
pectro, se da como entrada al ~rdenador mediante un tele-
tipo. Para ello, se le define el intervalo de tiempo que
ha de tardar en adquirir informacién entre dos puntos
consecutivos de memoria. Asimismo, y mediante el teletipo,
se definen al ordenador los tiempos de espera entre acu-
mulaciones, 6rdenes de disparo de las unidades de pulsos,

desacoplamiento, etc..

La frecuencia donde ha de darse el pulso de ra-
diofrecuencias, que viene a definir un extremo del in-
tervalo espectral que se desea observar, puede modifi-
carse convenientemente mediante un cursor variable y su
valor constatarse en el contador de frecuencias. Lo mismo
puede hacerse para la frect .acia correspondiente al ca-

nal de desacoplamiento.
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Adem8s del canal analftico, o de observacién y
del canal de'doble irradiacién, existe otro, el de bloque:
("lock") interno cuyo ohjetivo es el de mantener una rela-
cién fija campo/frecuencia. Mediante el bloqueo interno,
pueden corregirse pequefias variaciones del campo magnético
sin que quede afectada la posicidn relativa de las lineas
de resonancia. Para ello ra fe centrarse la frecuencia de
"bloqueo" sobre una sefial de resonancia de la propia mues-
tra. Con objeto de no perturbar la observacién del ‘H o
del 13C, se utiliza con este prop6sito la senal de 2D del
disolvente, por lo que la frecuencia de bloqueo correspon-
de a la de resonancia de este nficlec. La potencia de esta
fuente se gradua de tal manera que se consiga un nivel
m4ximo de la senal sin que llegue a producir efectos de

saturacién,

El canal de desacoplamiento de protén puede uti-
lizarse en experimentos de homo- y hetero-dobie irradia-
cién. En el primer caso, para la realizacién del experi-
mento, basta seleccionar la posicifn de la frecuencia a la
que se desea irradiar y la potencia necesaria para conse-
guir el efecto deseado. En el caso hetero-nuclear, cuyo
ejemplo mds corriente es la obtencifn de espectros de '3C
con desacoplamiento total de IH, se utiliza la modalidad

de desacoplamiento de banda ancha y la potencia de salida

se gradua de forma que oscile entre 10 y 20 watios.

El espectrfmetro dispone de una unidad de dos

pulsos conectada al ordenador, y gobernada por &l, que se



utiliza para la medida de tiempos de relajacién. Asimismo,
dispone de una unidad generadora de pulsos, hasta un m&xi-

mo de 4, para experimentos de multipulsos m&s sofisticados.

La temperatura de la sonda puede variarse y con-

trolarse convenientemente entre -150°C y 200°C.

II.1.4.- Obtencién de espectros.
Los espectros de protén se obtuvieron en general,

con las siguientes condiciones:

El pulso de radiofrecuencias se apliéé en la zo-
na de bajo campo en una posicifén suficientemente alejada
de la referencia para no tener problemas de doblado de
sehales. Las anchuras de barridos fueron normalmente de
900 Hz, excepto en aquellos casos en los que el intervalo
de frecuencias del espectro fuese mayor. La duracién o
anchura del pulso de radiofrecuencias estaba normalmente
comprendida entre 3 y 5 microsegundos, seleccionfindose en
cada caso el valor gque mostraba una respuesta méxima, para
el estado estacionario que se alcanza despu&s de un cierto
ndmero de pulsos. Excepto cuando se especifique lo contra-
rio, la temperatura de operacién normal fue la de la son-
da, que es de 26°C. El nGmero de barridos utilizado se
fij6 de acuerdo con la concentracién de la muestra, va-
riando entre 10 y 10.000. E1 n@imero ¢z posiciones de memo-
ria para la adquisicifn de datos fue tambié&n variable
(normalmente 8K 6 4K) atendiendo siempre al interé&s con-

creto en el compromiso resolucién-tiempo de experimento.
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Los espectros de ’3C ce obtuvieron de modo andlogo

a los de ‘H, con las siguientes particularidades:

La base de trabajo en espectroscopia de 13C son
los espectros con desplazamientc total de protones. Con
ello se consigue aumentar la relacién sefial/ruiéo de los
espectros, que de por sf es muy baja debido a la pequena
abundancia natural de ese nficleo y al hecho de que su re-
lacibén giromagn&tica es también pequena. Al irradiar la
banda del protéﬁ se consigue hacer coalescer los multiple-
tes debidos a acoplamientos con este nficleo en una sola
sefial, obteniéndose adem” - un incremento de la senal de-
bido al efecto Overhauser nuclear. Aun en estas condicio-
nes, el nlmero de barridos necesarios para conseguir una
aceptable relacibn sefial/ruido suele ser muy elevado, lo
que unido al hecho de que el tiempo de repeticién de pulsos

ha de ser grande debido a los tiempos de relajacién T, re-

1
lativamente largos de este nficleo, hace que los tiempos de
experimento sean, en muchos casos, extremadamente grandes

(del orden de dfas).

En la mayor parte de los espectros de 13C, el
interferograma o FID se multiplic6é por una exponencial al
objeto de mejorar la relacibén senal/ruido, aun a costa de
producir un ensanchamiento de las senales, lo que no pre-
senta inconvenientes graves, debido al gran intervalo de
desplazamientos qufmicos que muestran los nGcleos de 13C.
Debido a esta razén, las anchuras de barrido utilizadas
fueron de 4.500-6.000 Hz, mucho ma~ores que en el caso del

1H.
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El desacoplamiento puenteado ("gated deéoupling")
es una modalidad de tra-~ajo en espectroscopia de '3C que
permite obtener el espectro con los acoplamientos de lH,
conservando el incremento de intensidad proporcionada por
el NOE. Ello permite observar el tipo de desdoblamiento
que muestra cada senal de ‘3C, lo que sirve para determinar
el n@mero de 'H directamente unidos a dicho nGcleo, ast

como medir las constantes de acoplamiento J . E1 experi-

C-H
mento consiste en irradiar la muestra con 1la fuente de
prot6n durante un cierto tiempo (2 seg) desconectarla, y
comenzar la adquisicifn poco despu&s (0,1 seg). En gene-
ral, es necesario que la relacién tiempo de desacoplamiento
a tiempo total por barrido no sea mayor que a 2/3. El1 fun-
damento fisico del experimento reside en el hecho de que

la relajacién de la perturbacién de poblaciones origen del
NOE es mds lenta (del orden de la cinética de relajacién)

que la correspondiente a la perturbacifn de niveles intro-

ducida por la fuente de protones.

Los espectros a distintas temperaturas se regis-
traron con ayuda del equipo de temperatura variable in-
corporado al instrumento. La temperatura nominal del me-
didor se calibré en todos los casos frente al termSmetro
de metanol-agua (28). La precicsién en la medida de las

temperaturas puede evaluarse en *1°C.

IT1.1.5.- Medida de tiempos de relajacién.

La medida de los tiempos de relajacién longitudi-

1

nal, Ty de los nGcleos de H y ‘3C se ha llevado a cabo
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utilizando dos m&todos de pulsos, el de la secuencia
180°~-%-90°, y el de la secuencia 90°-1-90°. El primero

de ellos se ha utilizado en la medida de tiempos de rela-
jacién relativamente peéueﬁos (<2 seg) y el segundo para

tiempos de relajacién m&s grandes.

El método que utiliza la secuencia 180°-1-90°,
consiste en invertir la magnetizacién mediante un pulso
correspondiente a 180°, dejar un intervalo de tiempo va-
riable para cada punto, Ty permitiendo que la magnetiza-
cibn relaje hacia su valor de equilibrio, y, por dltimo,
obtener el valor de la magnetizacifén remanente, para lo
que se aplica un nuevo pulso de 90°, midiendo a continua-
cibén la FID resultante. Se permite, entonces, que el sis-
tema retorne al equilibrio esperando al menos unas 5 ve-
ces el valor de T, (T=5Tl B Mz=0.993 Mo) Yy se vuelve a re-
petir la secuencia 180°-Ti—90° para un valor distinto de
T;r CON lo que puede determinarse la velocidad con que
tiene lugar el proceso de vuelta al valor de equilibrio

de M_.
z

Cuantitativamente, la variacién de M, viene dada
por la ecuacifn de Bloch correspondiente:

am M_-M)
2 zZ O
E - ————— {11.1.5'1}
dt T1

cuya integracién con M2=Mo para t=0 proporciona:

-t/7

Mz = Mo (1 - 2e

1

que puede ponerse:
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In(A-A) = 1n(2A ) - £ {11.1.5.2}
1

donde A es la amplitud inicial de la FID que sigque al
pulso de 90° en ia medida correspondiente al tiempo 1 ¥y

A_ es el valor limite de AT cuando T es muy grande. Al rea-
lizar la transformacién Fourier de la correspondiente FID
se obtienen las sefiales de los distintos n@cleos de la
muestra con unas alturas que pueden considerarse como
proporcionales al valor de AT. Los valores de T1 para

cada senal se determinan a partir de las pendientes de

las rectas que se obtienen al representar los ln(A,-A.)
frente a T, en donde se toman como los valores de A las

alturas de las sefiales correspondientes.

El método que utiliza la secuencia 90°-t-90° es

aplicable cuando T >>T2, es decir, cuando la magnetiza-

1
cibn creada en el plano xy por un pulso de 90° decae a
su valor de equilibrio, que es igual a cero, mucho mis
rapidamente que Mz alcanza su valor de equilibrio, Mo’
Un segundo pulso de 90° permite medir el valor que Mz

ha alcanzado en el tiempo t. Si la muestra se somete a
una serie de pulsos de 90° separados por un intervalo de
tiempo t, M alcanza ripidamente un estado de equilibrio

que depende de T y T,. El valor de la sefial en el estado

1
de equilibrio se mide y la secuencia 90+1-90-1t-90-t...,

se repite para diferentes valores de Tt.

La condicibén inicial para la integracién de 12 .

ecuacibén {I1.1.5.1} es ahora M =0 para t=", con lo que
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/T

Mz = Mo (1-e )

O bien

ln(Aw-AT) = 1ln(a,) - 1'/'1‘1

De este modo, una representacién de ln(Aw-AT) frente a T
es una lfnea recta cuya pendiente proporciona Tl‘ Como en
el caso anterior, al transformar la FID y obtenerse el es-
pectro de frecuencias, se obtienen las sefales correspon-
dientes a los distintos nlcleos, realiz&ndose una repre-

sentacibén gr&fica para cada una de ellas, en las que AT

se identifica con su altura.

Mediante este método y cuando los tiempos de rela-
jacibén T, son grandes, puede conseguirse un ahorro de
tiempo de experimentacifn considerable, ya que se elude
el tiempo de espera de 5T1 del caso anterior. Sin embargo,
y como se ha dicho, el mé&todo estd limitado al caso de

<<T .

que T2 1
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IX1.2. Espectros de lH de puromicina. Resultados

IT.2.1.~- Asignacibn y andlisis de espectros.

El espectro de RMN del 1H, a 90 MHz, del dihidro-
cloruro de puromicina disuelto en “,0r @ concentracién
0,18 M (pH=2,5) y a temperatura de 26°C puede verse en la
figura 4. La referencia interna es DSS. Los singletes a
8,51 y 8,37 ppm corresponden, respectivamente, a los pro-
tones H8 y H2 de la di-Me-adenosina (29). El sistema AA'BB’
con centro en 7,1 ppm es debido a los protones aromdticos
de la O-Me-tirosina. El doblete con centro en 6,07 ppm
(J=2,5 Hz) es el correspondiente al protén anSmero H1l'. A
alto campo de la senal de H-O-D (4,79 ppm) se sitfan las
restantes resonancias proténicas. La senial fina e intensa
(correspondiente a 3 protones) a § 3,82 es la debida al
grupo OMe de la O-Me-tirosina, y la senal ancha (~20 Hz)
con centro en 3,6 ppm, correspondiente a 6 protcnzs, ha
de asignarse a los del grupo N-di-metilo de la N-diMe-ade-
nina. La sefial del protén H2' (doblete de dobletes) esté
situada a § 4,77 y est8 parcialmente oculta por la sefial
de agua. Esta senal se observa claramente al variar la tem-
peratura y desplazarse consecuentemente la sefial del disol-
vente. A § 4,56 estd centrado un doblete de dobletes que se
asigna fécilmente al protén H3', y a § 4,37 se observa la
parte X de un sistema ABX, que corresponde al protén Ha de
la OMe-tirosina. En la subida de la senal ancha de los pro-
tones del grupo N-di-Me se observa un multiplete complejo

compuesto de ocho lfneas con centro en § 3,90 que corres-



ponde al protén H4'. Centrado en § 3,55 el espectro muestra
la parte AB de un sistema ABX que ha de asignarse a los
protones H5; vy H5i y, por Gltimo, centrado en § 3,16 se
observa un sistema similai asignable a los protones HBh y

HBl del resto O-Me-tirosina.

La asignacién de sefiales a protones concretos des-
crita anteriormente est& basada en la comparacién de los
desplazamientos quimicos observados con los de moléculas
anélogas, en la observacién de patrones de desdoblamientc
que son de esperar por cada prot6n, en la correspondencia
entre desdoblamientos observados entre las diferentes se-
nales y en las conclusiones obtenidas de experimentos de
doble resonancia. El espectro de la puromicina habrfa sido
estudiado previamente por JARDETZKY (30) y por JOHNSON y
BHACCA (31). Nuestra asignacién confirma la realizada por

estos dltimos autores.

Para obtener valores m&s precisos de los despla-
zamientos qufmicos y constantes de acoplamiento de los
sistemas Hz'-H3"H4"H5i_H5ﬂ Yy Ha_Hl-Hh es necesario lle-
var a cabo un andlisis completo de las correspondientes zo-
nas espectrales utilizando el programa de c&lculo LAOCN 3
(32) . Ello se realiz6 para los espectros correspondientes
a las temperaturas 26°C y 91°C;, y los resultados se dan en
la Tabla 1. Los errores miximos son 10,02 ppm en los despla-

zamientos quimicos y 0,2 Hz en las constantes de acopla-

miento.
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En la figura 5 se compara el espectro observado
con el calculado a pértir de los parametrbs resultantes del
anilisis para el dihidrocloruro de puromicina a 26°C. El es-
pectro calculado no incluye la sefial ancha con centro en
§ v3,6 de los protones del grupo N-diMe. Las correcciones
que el andlisis completo introduce para 1as constantes de
acoplamiento respecto a las evaluadas por medidas de desdo-
blamientos son menores que ei error experimental de medida
en espectros generales (15 Hz/cm). Por ello, considerare-
mos vdlidos los valores de desdoblamientos medidos sobre
los espectros a distintas condiciones de concentracién,

temperatura, pH, etc..

II.2.2.- Variaci6n con la temperatura.
Los desplazamientos quimicos y las constantes de
acoplamiento de las sefiales del espectro de RMN del dihi-

drocloruro de puromicina (pH=2,5), 0,18 M en D,O, muestran

2
ligeras variaciones cuando se observan los espectros a dis-
tintas temperaturas. La mayor variacifén obs~rvada es la que
muestra la anchura de la senal con centro en § 3,6, corres-

pondiente al grupo N-diMe de la N-di-Me-adenina.

En la Tabla 2 se han resumido las medidas de des-
plazamientos quimicos efectuadas en el intervalo 26°C-91°C.
En dicha Tabla se incluyen también las anchuras de la senal
del grupo N-diMe. Asimismo, se incluyen en esa Tabla los
resultados de los ajustes por minimos cuadrados efectuados
suponiendo, en el intervalo considerado, una dependencia

lineal de los desplazamientos quimicos respecto a la tem-



TABLA 1

Desplazamientos quimicos y constantes
de acoplamiento resultantes del an&lisis
realizado con el programa LAOCN 3 para
los sistemas H2'-H3'-H4'-H5;-H5! y H -

HBl'HBh del dihidrocloruro de puromicina
26°C 90°C
Sistema H2'-H3'-Hb'-HSi-H5A
Desplazamientos quimicos
(8,ppm; 10,02)
H2' 4.77 4.81
H3' 4.56 4.58
H4' 3.90 3.98
HSE 3.42 3.56
H5i 3.69 3.77
Constantes de acoplamiento
(J,Hz; t0,2)
2'3’ 5.8 6.1
3'4° 8.1 7.6
4'5i 2.4 2.5
4'5; 3.9 4.5
5;5& -12.8 -13.2
Sistema Ha-HBl-HBh
Desplazamientos quimicos
( &ppm; %0,02)
Ha 4.31 4.38
Heh 3.07 3.15
HBl 3.26 3.32
Constantes de acoplamiento
(J,Hz; 10,2)
HaHBh 9.5 8.8
HaHBl 6.4 6.3
-13.6 -13.7

Hg1Hgh
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peratura. Las columnas CT Y 622‘2 se refieren, respectiva-

mente, al coeficiente de variacifn con la temperatura
(ppm/grado) y al desplazamiento qufmico corregido a 26°C.
Las columnas que sigﬁen‘a cada una de las anteriores reco-

gen el error probable de estos parémetros.

En la Tabla 3 se han reunido las medidas de cons-
tantes de acoplamiento efectuadas en el intervalo de tem-.
peratura 26°C-91°C y, andlogamente, los resultados de un

ajuste por minimos cuadrados.

La variaci6n de anchura que muestra la sefial del
grupo N-diMe es f4cilmente interpretable, en términos de
una rotacibén impedida en torno al enlacec C6-N6, de la N-
di-Metil-adenina. Cuando &sta estd protonada (en N1) vy,
anilogamente, a lo que sucede con los protones del grupo

CH, en la N-di-Me-adenina (33), debe aumentar el caricter

3
‘de doble enlace de la unién C6-N6, con lo que la rotacién
interna en torno a ella se hace mis diffcil, encontréndose
dicha cinética en la regifn de intercambio intermedio. Al
.aumentar la temperatura, la cinética crece y ia anchura de

la lfnea disminuye (véase {I.3.11} de I.3.1).

A partir de la variacibén de la anchura de esta se-
nal con la temperatura y, utilizando las ecuaciones de
Gutcwsky y Holm (34) es posible obtener los parémetros de
activacién correspondientes al proceso de rotacibn impedi-

da del grupo N-di-Me. Dichos paré&metros son: EA=14,0 Kcal/mol,

# #
299 299

=-4,4 u,e., que concuerdan satisfactoriamente con los obte-

log A=12,2; AG =14 ,8 Kcal/mol, AH 13,5 Kcal/mol y Ai99=
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nidos por Pitner (35) para la 6~N-dimetil-adenina monodeu-

terada (Ea=13,8 Kcal/mol, log A=12,0; Aégs =14,9 Kcal/mol,

#

295 =14,9 Kcal/mol y AS# =-5,8 u.e.).

AH 295
La variacién de los desplazamientos qufmicos de las
sefiales prot6nicas del dihidrocloruro de puromicina con la
temperatura, que vienen expresadas cuantitativamente por

el coeficiente’CT, son muy pequefias. Comparense, por ejem-
plo, el mayor coeficiente observado, el de HSQ (CT=2,5.163L
con el que muestra la sefial residual de HOD, que es de
9,7.10‘3. Es interesante sefialar la notable diferencia
entre los coeficientes de los protones HSA y H5:, siendo

el de &ste dltimo protén de s6lo 0,9.10° 3. Otro de los
grupos que muestran una mayor dependencia relativa de los

desplazamientos quimicos es el grupo aromdtico, y sus co-

rrespondientes coeficientes son, para los H
-3

meta’ cT=1'5‘

.10 y, para los H ’ CT=1,7.10-3. Por Gltimo, también

orto
destacan en este aspecto los protones unidos a los carbonos
a y B del resto O-Me-tirosinil. Es importante sefialar que
todos los coeficientes son positivos, es decir, que, en

todos los casos, los desplazamientos quimicos se corren

hacia bajo campo al aumentar la temperatura.

La variacién que muestran las constantes de aco-
plamiento con la temperatura es tambi&n muy pequeha. De
hecho, para la precisién con que estas se han medido, s6lo
las constantes qﬂS'h y la Jamwmuestran variaciones signi-
ficativas. El coeficiente de la primera es 8.10”3 y el
de la segunda -13.10'3 Hz/grado. Es interesante senalar

el signo diferente que muestran estos dos coeficientes.



TABLA 2

Desplazamientos qufmicos (§,ppm a partir de DSS,

$0,02) de los protones del dihidrocloruro de puromi-
cina (0,18M en Dzo, pH=2,5) a distin*~< temperaturas
y resultados del ajuste lineal por minimos cuadrados

4 R
S\T(°C) 26 31 37 43 54 65 78 9o Cy10Plg267C ob)
on € calc 6
ppm/°C
H2 8,36 8,37 8,38 8,39 8,40 8,42 8,43 8,43 11 1 8,372 5
HS 8,51 8,50 8,50 8,51 8,51 8,51 8,51 8,49 -2 1 8,514 C
N(CHy),: 6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,64 3,64 3,66 3,66 7 1 3,621 5
N(CH,) wWa 18 12 9 5 2 1 1 - - - -
H1' 6,08 6,07 6,08 6,09 6,09 6,10 6,10 6,10 4 1 6,081 4
H2' 4,76 - 4,79 4,79 4,79 4,82 4,81 4,82 10 2 4,770 9
H3' 4,56 4,55 4,56 4,57 - 4,59 4,59 4,59 7 1 4,559 6
H4' 3,90 3,91 3,91 3,92 3,93 3,95 3,99 3,98 14 2 3,902 9
HSy, 3,42 3,43 3,44 3,46 3,48 3,53 3,55 3,57 25 2 3,423 14
HS} 3,70 3,69 3,69 3,70 3,72 3,74 3,75 3,75 9 2 3,692 13
H, 4,30 4,31 4,32 4,33 4,35 4,36 4,38 4,39 14 1 4,309
Hgy, 3,07 3,08 3,08 3,09 3,11 3,13 3,16 3,17 17 2 3,069
Hgy 3,25 3,26 3,26 3,28 3,28 3,31 3,31 3,33 13 1 3,25
H o ta 7,21 7,20 7,21 7,23 7,24 7,27 7,28 7,29 15 2 7,208 9
H oo 6,95 6,95 6,97 7,00 7,00 7,02 7,04 7,06 17 2 6,957 10
OCH, 3,82 3,81 3,83 3,83 3,84 3,84 3,86 3,86 7 1 3,822 5
a)

w: Anchura en Hz a mitad de altura de la sefial -N(CH3)2.

Errores probables en la dGltima cifra significativa.
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TABLA 3

Constantes de acoplamiento (J,Hz; *0,05) entre los
protones dei dihidrocloruro de puromicina (0,18 M
en Dzo, pH = 2,5) a distintas temperaturas y resul-
tados del adajuste lineal por mfnimos cuadrados.

C..10°
. T 3,¢0
J\T(°C) 26 31 37 43 54 65 78 90 HZ/QCGCJOJZG 0,
o ‘ calc
12 2,4 2,6 2,8 2,6 2,6 2,8 2,7 2,7 4 2 2,5 0,1
2'3 59 59 6,3 6,2 6,0 6,2 6,0 6,2 3 2 6,0 0,1
3'4 80 7,9 8,0 7,8 - s, 7,8 7,6 -4 2 8,0 0,1
4'5'h 4,1 4'0 3'9 4,1 4’3 4,4 4,6 4'4 3 4,0 0,1
4'5Y 2,3 2,4 2,2 24 2,6 2,8 2,4 2,4 2 2,3 0,1
aBh 9,5 9,5 9,4 9,2 9,4 9,0 9,0 86 -13 2 9,5 0,1
ClBl 6’4 6'6 6’3 6'4 6’3 6'1 6'4 6'4 - 1 2 6’4 0’1
alBh 13,5 -13,7 -13,9 -13,8 -13,5 -13,4 -13,8 -13,6 -1 2 -13,6 0,1
am 8,7 85 8,4 8,4 8,4 8,8 3 2 8,5 1
TABLA 5
Constantes de acoplamiento (J,Hz; }0,05) entre
los protones de la puromicina (1,4.10-2M en
D,0, pH=10,5) a distintas temperaturas.
J\T(°C) 31 43 55 66 76 Jmedia
1'2! 3,1 3,1 3,3 '3 ,0 3,2
2’3' 6'0 6'0 - 5’7 ’ 6,0
3'4! 7,5 7,5 - - - 7,5
4'5;., 4’2 4’2 r 3,6 - 3’9
4'5i 2,7 2,7 ’ 2,1 2,7 2,4
aBh 9,0 9,3 ' 8,4 ' 8,8
aBl 6,1 5,8 ' 6,0 ’ 6,0
alBh -13,0 -13,4 - -13,2 - -13,2
om 8,1 8,7 8,5 8,7 9,0 8,6




TABLA 4

Desplazamientos qufmicos (8, a partir de DSS,
£0,02) de puromicina (1,4.10 M en D,0, pH =
=10,5) a distintas temperaturas y resultados

del ajuste lineal por mfnimos cuadrados.

4
CTJm
[ a) 26°C

S\T( C) 31 43 55 66 76 o Oc Gcalc

H2 8,02 8,08 8,12 8,14 8,16 30 4 7,940 22
H8 8,14 8,17 8,18 8,18 8,18 8 3 8,126 17
N(CHB)2 3,30 3,34 3,36 3,39 3,39 21 3 3,245 17
H1' 57 5,83 5,88 5,90 5,93 31 2 5,698 12
H2' 4,60 —- -— 4,55 4,67 15 1 4,552 6
H3' 4,33 4,37 - - - - - - -
H4!' 3,83 3,84 3,87 - - 17 5 3,775 21
HSk 3,3 3,39 3,42 3,46 3,45 24 4 3,283 24
HSE 3,65 3,66 3,68 3,69 3,70 12 1 3,614 4
Iia 3,68 3,70 3,70 3,71 3,70 5 3,673 13
HBl ~ 2,96 2,98 2,95 2,98 2,96 0 2,966 24
HBh 2,72 2,74 2,77 2,82 2,81 32 2,647 23
Hmeta 7, 7,19 7,19 7,20 7,21 12 3 7,125 18
Horto 6,92 6,949 6,95 6,96 6,97 11 1 6,800 5
OCI-I3 3,78 3,80 3,80 3,81 3,80 5 2 3,773 13
a)

Errores probables en la dltima cifra significativa.




En las Tablas 4 y 5 se dan datos anilogos a los
dados en las Tablas i y 3, obtenidos a pH=10,5. No se ob-
serva en este caso ninguna variacién en la anchura de la
sefal correspondiente al grupo -N(CHB)Z’ confirmando que
la rotacibén impedida de este grupo sélo tiene lugar cuando
la base est8 protonada. Naturalmente, los desplazamientos
quimicos de, practicamente, todas las sefales muestran co-
rrimientos debidos al cambio del estado de ionizacién de la
molécula, que se coméntaran en otro lugar. Las variaciones
gue los desplazamientos quimicos muestran frente a la tem-
peratura a este pH son m&s acusadas en los protones H2,
N(CH3)2 y H1', que son precisamente los m&s afectados por
la asociacién por "apilamiento", que debe favorecerse al
desaparecer la carga positiva de la base. La variacién mos-
trada por los protones Ha' Hel Y Hsh-a este pH, difiere tam-
bién de la que presentan a pH 2,5. Estas variaciones deben
adscribirse al cambio en el estado de ionizacibén del grupo
-NH, y a sus efectos de largo alcance sobre los desplaza-

mientos quimicos de dichos protones.

Las constantes de acoplamiento muestran variaciones
menores que el error experimental, exceptuando, si acaso, la
constante qmﬂ‘que, al igual que a pH 2,5 disminuye al aumen-

tar la temperatura.

I1.2.3.- Variacién con la concentracién.
Se ha estudiado la variacién de los desplazamientos
quimicos y constantes de acoplamiento de los protones de la

puromicina, a dos pH muy diferentes, 1,5 y 10,5, correspon-
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dientes, respectivamente al dicatién y a la forma no pro-
tonada de dicha molé&cula. A &ste filtimo pH, la solubilidad
es mucho menor por lo que, consecuentemente, también lo es

el intervalo de concentraciones estudiado.

En la Tabla 6 se dan los desplazamientos quimicos
de los protones del dihidrocloruro de puromicina a 26°C,
pH=1,5, a distintas concentraciones molares en D,0, com-
prendidas entre 3.163 My 2.164i M. En las columnas fi-
nales, se da el coeficiente dé_variacién con la concentra-
cién (ppm.litro/mol) y el desplazamiento qufmico calculado
a dilucibn infinita, junto con sus desviaciones esté&ndar.
Estos valores provienen de un ajuste lineal por mfinimos
cuadrados de los desplazamientos quimicos, suponiendo que
éstos varfan linealmente con la concentracién en el inter-
valo estudiado. Los coeficientes de variaci6én resultantes
son pequenos y muestran distintos signos. Las mayores va-
riaciones son las mostradas por los protones aromdticos
de la OMe-tirosina y de &stos la de los protones en orto
al grupo metoxilo (CT=-0,43 ppm.litro/mol) . En ambos casos,
el coeficiente es negativo, lo que implica que los despla-
zamientos quimicos de estos protones se corren a alto

campo cuando aumenta la concentracién.

En la Tabla 7 se dan resultados andlogos para las
constantes de acoplamiento. Como puede verse, no se obtiene
una variacién mon6tona de los valores de dichas constan-
tes con la concentracién, debido a la menor precisién con

que pueden medirse estos valores. Por ello, se consideran



como resultados finales los valores promediados y se ad-
mite que los coeficientes son menores que el error de me-

aida (0,5 Hz).

En la Tabla 8 se dan los desplazamientos quimicos
de los protones de la puromicina a 26°C, pH=10,5, a dis-
tintas concentraciones molares en Dzo, comprendidas entre

3 yrl.lo"2 M. En las columnas finales se da el cce-

2.10
ficiente de variacién con la concentracién (ppm.litro/mol)
y el desplazaﬁiento quimico calculado a dilﬁcién infinita,
junto con sus desviaciones est&ndar, en modo andlogo a

como se hizo en el cdso anterior. Globaimente, los coefi-
cientes de variacién obtenidos para la forma no protoconada,
son mucho mayores que los correspondientes al dicatif6n (del
orden de 50 veces mayor para los protones que en uno y otro
caso muestran mayores variaciones. Para el pH=10,5, estos
protones son el H1' y el H2, ambos con coeficiente nega-
tivo. Ello es consecuente con la existencia de una inte-
raccién por apilamiento de las bases, semejante a ia.que
tiene lugar en hucleésidos y nucle6tidos. Esta interaccién
que afectarfa principalmente a los desplazamientos quimicos

de H2 y H1', se vcerfa favorecida a pH 10,5 al no estar pro-

‘tonada la base.

En la Tabla 9 se dan los valores de las constantes
de acoplamiento para el pH=10,5 en funcién de la concentra-
cién. Al igual que en el caso anterior se toman como resul-
tados finales los valores promediadcs y se admite que la

variacién con la concentracifn es menor que el error de



Desplazamientos quimicos

TV o akm

TABLA 6

(8§,ppm) de los

protones del dihidrocloruro de puromicina

(26°C, en disolucibn de D

2

0, pH=1,5) a dis-

tintas concentraciones y resultados del

ajuste lineal por minimos cuadrados.

Concentra- 22 |
cioén (M)2,9.1035 8.10 0 2,3.10 4,7.10 1,8. 10 C:) 0‘2) Gg) og)
H2 8,39 8,38 8,33 8,39 18,38 8,37 -0,07 3 8,385 3
H8 8,51 8,1 8,51 8,51 8,51 8,51 0,00 0 8,510 0O
N(al3)2 3’6 3’6 3'6 3,6 3,6 3’6 - 3,6
H1' 6,10 6,10 6,10 6,10 6,10 6,08 =-0,11 1 6,102 1
Hz' - - - - 4,77 4'77 - 4'77
H3' - 4,55 4,56 4,55 4,55 4,56 0,04 3 4,551 2
H4' 3,88 3,89 3,89 3,88 3,90 3,90 0,10 5 3,886 4
HS'h 3,33 3,3 3,37 3,39 3,40 3,42 0,25 5 3,379 4
H5'1 3,67 3,67 3,67 3,68 3,68 3,69 0,12 2 3,672 2
Ha 4,28 4,29 4,28 4,29 4,30 4,31 0,14 4 4,285 3
HBh 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07 0,00 0 3,070 O
HBl 3,27 3,27 3,27 3,27 3,27 3,26 -0,08 1 3,271 1
Hmeta 7,26 7,26 7,25 7,26 7,24 7,21 -0,28 4 7,259 3
H)rto 7,04 7,03 7,03 7,02 7,00 6,96 -0,43 S5 7,032 4
OCH3 3,83 3,83 3,83 3,83 3,83 3,82 -0,05 1 3,83 O

a) Coeficiente de variacion de los desplazamientos quimicos con la

concentracién (ppm.1itro/mol).
b) Errores probables en la Glitima cifra significativa.
c)

Desplazamiento quimico a dilucién infinita.




TABLA 7

Constantes de acoplamiento (J,Hz; }0,5) entre los pro-
tones del dihidrocloruro de puromicina (26°C, en di-

solucién de D

2

0, pH=1,5) a distintas concentraciones.

Concentsag 14'%,8.1073 1,2.1072 2,3.1072 4,7.1072 1,8.107 '3

cién(M) media
J1.2. 2,5 2,4 2,7 2,5 2.5 2,5 2,5
J2|3| - - 5'8 6,0 5'8 5,8 5,9
J3|l‘| - - 7'9 7,8 8,1 8,1 8’0
Jh's’h 4'2 4'7 4'8 4,5 3,6 3'8 4’2
Jh.s.l 2,7 2'7 2,7 2'1 2,4 2’5 2’5
JﬁBh 9,1 8,7 9,3 921 9,1 9,4 9,1
J&Bl 7,5 5,7 6,4 6,3 6,5 6,7 6,5
me 8,5 8,5 8,7 8,7 8,7 8,7 8,6
TABLA 9

Constantes de acoplamiento (J,Hz; *0,5) entre

los protones de la puromicina (26°, en disolu-

cién de D,0, pH=10,5) a distintas concentraciones

Concentra-~

2,6.10°3,4.10735,1.101,0.10"

2

cién (M) Jﬁedia

3,0y 36 3,9 3,6 4,2 3,8
J2,3. 6,0 5,2 6,0 5,8 5,8
J3|k| 7,2 6'9 6'6 6’4 6,8
Jl'|5|h - 4,5 - 4’2 4'3
Jl+|5|l - 3'0 - 3’0 3'0
Jth - 9'0 9’7 9'9 9'5
J().Bl - 6,0 6’6 6'3 6'3
JBlBh - - - -12,7 (-12,7)

8,8 8,7 8,8 8,8 8,8

om




TABLA 8

Desplazamientos qufmicos (§, ppm) de los proto-
nes de la puromicina (26°C, en disolucién de
D,0, pH=10,5) a distintas concentraciones y re-

sultados del ajuste lineal por minimos cuadrados

c - - - - -

t$%§§3n 2,6.1073 3,4.1073 5,1.1073 1,0.1072 ca) ob 62) og)
H2 8,13 8,12 8,11 8,04 -12 1 8,164 7
H8 8,17 8,18 8,18 8,16 -2 1 8,83 9
N(GH), 3,40 3,37 3,37 3,32 -9 2 3,415 12
H1' 59 5,95 5,92 5,85  -15 1 5,999 3
H2' - - - - - - - -
H3' - - - - - - - -
HA'" - - - - - - - -
HS', 3,42 3,41 3,40 3,3 =9 1 3,444 6
HS', 3,65 3,66 365 3,65 -1 1 3,65 3
H, 3,60 3,69 3,68 3,69 -

Hap 2,73 2,74 2,74 2,73 -1 1 2,738 7
H. ., 720 7,20 7,20 7,17 -4 1 7,215 6
H,eo 697 6,96 6,97 6,94 -4 1 6,980 9
-OCH 3,78 3,79 3,79 3,79 1 1 3,783 5

c)

Coeficiente de variacién de los desplazamientos quimicos con
la concentracién (ppm.litro/mol).

Errores probables en 1a Gltima cifra significativa.

Desplazamiento quimico a dilucidn infinita.




medida. Es interesante sefialar, sin embargo, que, si bien
las variaciones de las constantes con la concentracién,
para cada uno de los pH 1,5 y 12,5 no son significativas,
algunas de las constantes de acoplamiento, principalmente,
JI'Z' Y J'k' muestran un cambio que sf lo es, al pasar la
molécula de la forma de dicatién (pH=1,5) a la forma no pro-

tonada (pH=10,5).

I1.2.4.- Variacién con el pH.
Se ha estudiado la variacién de los parémetros
magnéticos proténicos de la puromicina con el pH. Este es-
tudio se ha llevado a cabo para dos concentraciones de pu-

2 M y otra a 6,6.10-3 M. Para la di-

romicina: una a 5,6.10-
solucién mis concentrada s8lo pudo estudiarse el intervalo
comprendido entre pH 2,5 y 7,2 debido a que, a este fltimo
valor, la puromicina precipita. Para la disolucién mis di-

lufda, la variacién con el pH se estudib en el intervalo

comprendido entre pH 1,5 y 10,0.

En la Tabla 10, se dan los valores de los despla-
zamientos qufmicos proténicos de la puromicina, a 26°C,
6,6.10“3 M en DZO’ para distintos valores del pH. En la fi-
gura 6 se representan estos valores separadamente para los
protones de la base, el azficar y el resto -OMe-tirosina. Las
curvas de titulacién obtenidas corresponden a las calculadas

mediante la ecuacibn

s]xlo(PKl'P”) 62x10(PKz'p“)

§ =6_. + {11.2.4.1}

- +
min " 3410PKTPHY g o(PKyPH)




(siendo § el desplazamiento qufmico minimo (forma bésica),

min
Y 61 y 62 los desplazamientos quimicos por protonaciéni para
cada uno de los protones consideradcsf, y son las que‘pro—
porcionan un ajuste 6ptimo para los puntos considerados.
Para cada protén, cuyo desplazamiento quimico muestra una
variacién significativa al cambiar el estado de ionizacién
de alguno de los grupos ionizables de la molé&cula, se ob-
tiene un valor del pK. El valor final de los pK correspon-
dientes a los dos grupos ionizables se obtuvo como la media
pesada de los obtenidos para los distintos protones, utili-

zando como factor de peso el desplazamiento qufmico debido

a la protonacién. Todos estos datos se recogen en la Tabla 14.

El valor del pK m&s &cido, pKl, corresponde obvia-
mente a la protonacién del sistema cfclico de la N-diMe-
adenina, que se admite que tiene lugar en el 4tomo de nitré-
geno N1 de dicho ciclo. En este punto, es interesante co-
mentar que la rotacién impedida observada en el dicatibn
para los grupos N-diMe no se observa ya a pHs mayores que
el pK correspondiente a la protonacifn de la base. Ambos
fenbmenos est&n, pues, relacionados, concluyé&ndose que la
introduccién del protén en N1 modifica la distribucién elec-
tr6nica de tal forma que el enlace C6-N6 adquiere un cierto
caricter de doble enlace que restringe la rotacién en torno

suyo.



TABLA 10a

Desplazamientos qufmicos (§,ppm, 10,02) de los

protones de la puromicina (26°C, 6,6.10
DZO) a distintos valores del pH (1,5-10,0).

3

M en

S\ P i,5 2,5 38 4,4 5,2 6,2 7,1 8,5 10,0
H2 8,37 8,38 8,34 8,24 8,12 8,08 8,08 8,09 8,09
H8 8,50 8,50 8,45 8,34 8,21 8,19 8,18 8,20 3,20
N(CH3)2 - 3,62 3,57 3,49 3,38 3,36 3,35 3,36 3,35
H1' 6,09 6,08 6,05 5,98 5,89 5,8 5,9 5,90 5,90
HZ' - - - - - - 4,63 4’65 4,63
H3' 4,55 4,54 4,54 - 4,47 4,42 4,40 4,39 4,39
H4' 3,90 3,89 3,89 3,8 3,86 - 3,80 3,83 3,82
H5'h 3,3 3,38 3,40 3,47 3,42 3,37 3,34 3,34 3,35
H5'1 3,68 3,66 3,68 3,70 3,70 3,66 3,62 3,62 3,62
Hﬁl 3,26 3,27 3,28 3,28 3,27 3,13 2,99 2,99 2,99
HBh 3,09 3,06 3,08 3,08 3,06 2,91 2,75 2,75 2,73
Hmeta 7,26 7,25 7,26 7,25 7,25 7,22 7,17 7,18 7,18
Horto 7,04 7,03 7,05 7,06 7,03 6,98 6,96 6,97 6,97
ocH 3,8¢ 3,83 3,84 3,8 3,83 3,81 3,80 3,81 3,81
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El efecto de la protonacién se hace sentir sobre el protén
H8 con la misma intensidad que tiene lugar sobre los proto-
nes H2 y -N(CH3)2 (v€ase Tabla 10 y figura 6), lo que su~-
pone un reordenamiento de la carga electrédnica que se ex-
tiende al anillo pentagonal del ciclo de purina. También se
observan efectos menores, si bien significativos, sobre dis-
tintos protones del anillo de ribosa, destacdndose entre
ellos el del protén H1l' por su magnitud, y el de los pro-
tones HS'h y H5'l por el signo contrario al normalmente ob-

servado en desplazamientos debidos a efectos inductivos.

El valor del pK m&s bé&sico, pKz, corresponde a la
protonacisn del grupo -NH2 de la OMe-tirosina, puesto que
los protones m8s afectados son los Ha' Hsh Yy HBl' vya que a
6,6.1077 M en D,0 sus &, son 0,595, 0,285 y 0,337 ppm res-
pectivamente. Los efectos de la protonacién de este grupo
se transmiten también a protones mé&s alejados, tales como
los del nficleo aromitico, e, incluso, a algunos protones

del anillo de ribosa.

En la Tabla 11, se dan los valores de las constan-
tes de acoplamiento medidas para la disolucién dilufda
(6,6.10-3 M) a distintos valores del pH. Al igual que se
observd en II.2.3., las constantes %'2' Y Jéu“ de la ribosa
muestran una variacién significativa al pasar del dicatibn

a la forma neutra.

En la Tabla 12 se dan los valores de los desplaza-
mientos quimicos proténicos de la puromicina a 26°C para la

disolucibn m&s concentrada (5,6.10—2 M), para distintos
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valores del pH, y en la figura 7 se representan gréfica-
mente estos valores y sus ajustes a las curvas tefricas.

Los pK resultantes, evaluados de modo andlogo que en el caso
anterior, y los desplazamientos quimicos debidos a la pro-

tonacién se recogen también en la Tabla 14.

Como puede verse, los valores de los pK, tanto
pPK, como pK,, no son los mismos para una y otra concentra-
cibén. Concretamente, PK, disminuye y pK2 aumenta al aumen-
tar la concentracién. Esta dependencia puede ser fIndice de
la existencia de algfin tipo de asociacifén intermolecular en

la que estén involucrados los respectivos grupos ionizables.

Al existir en esta disolucién un mayor intervalo
de pH entre los dos pK, la dependencia inversa de los des-
plazamientos quimicos de H5'h y HS'l respecto a los normal-

mente observados es m&s f&cil de observar, (véase fig. 7).

En la Tabla 13, se dan los valores de las constan-
tes de acoplamiento medidos para la disolucién concentrada

(5,6.10 "2

M) a distintos valores del pH. En dicha Tabla,
puede constatarse nuevamente la variacién de las constantes
de acoplamiento JI'Z' )4 Jé”“ con el estado de ionizacibén de

la molécula.

Algunas anomalfas observadas en las medidas de des-
plazamientos quimicos a alto pH aconsejaron la obtencién
de espectros en la zona de pH comprendida entre 10 y 13.
Los desplazamientos quimicos de las sefiales de puromicina

en este intervalo de pH se dan en la Tabla 10b. Puede ob-



servarse claramente en dicha Tabla que los protones H1l' y
H3' sufren un corrimiento a alto campo al aumentar el pH
muy superior al error experimental de medida. Este corri-
miento ha de adscribirse a la existencia de un tercer pK
correspondiente al equilibrio de disociacién del protén pep-
tfdico o bien al del grupo hidroxilo en C2', anilogamente a
lo que ocurre en la adenosina (29) para la que se obtiene

un pK=12,5.
TABLA 10b

Desplazamientos qufmicos (§,ppm 10,02) de los
protones de la puromicina (26°C, 7,5.10-3M en
DZO) a distintos valores de pH (9,7-12,5).

9,7 11,5 12,5
H2 8,06 8,07 8,11
H8 8,19 8,17 8,16
N(CH3)2 3,33 3,35 3,37
H1' 5,88 5.79 5,61
H2' - 4,63 4,66
H3' 4,37 4,32 4,18
H4 ' - -- --
H5'h 3,33 3,37 3,46
HS'l 3,63 3,65 3,68
Ha 3’69 - 3,70
HBl 2,97 2,98 3,02
HBh 2,73 2,74 2,74
Hmeta 7,17 7,18 7,21
Horio 6,94 6,55 6,98

OCH3 3,80 3,80 3,78
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Constantes de acoplamiento (J,Hz %0,5) entre

T S

TABLA 11

los protones de la puromicina (26°C, 6,6.10-3

M en DZO) a distintos valores del pH.

J\pH i, 2,5 38 5,2 6,2 7,1 8, 10,0 9,7 11,5 12,5
12 2,4 2,3 3,0 33 30 29 30 30 2,7 3,5 3,9
2'3' 6,1 6,0 5,9 - - - 57 5,7 6,3 5,7 6,2
3'4' 8’2 8'7 8,0 7'8 - - 8,1 7,5 7'5 7,3 6,2
4'5;‘ 4'2 4,2 4,2 3,6 - 4'2 3,7 3,6 - 4'8 4,5
4'5'1 2,0 2,4 2,3 2'1 - - - 2'7 - 3,0 -
5'h5'1-13,2 - =13,2 - - - - =-12,3 - - -
aBh 23 99 93 9,7 9,7 9,7 9,7 9,6 100 9,0 9,7
ol 6,3 6,6 6,9 6,6 6,3 56 5,5 6,0 6,0 - 6,8
g18h -13,8 -13,3 -13,2 -13,5 - =12,9 -12,9 -13,2 -13,5 - -12,9
om 8,9 89 90 89 8,4 9,5 8,7 8,7 85 8,7 8,7
TABLA 13
Constantes de acoplamiento (J,Hz %0,05) en-
tre los protones de la puromicina (26°C,
5,6.10-2M en DZO) a distintos valores del pH
J\pH 1,5 2,7 3,5 4,4 5,4 6,6 7,2
1'2 2,7 2,5 2,8 3,2 2,9 3,2 3,0
2'3 6,1 5,6 6,0 6,1 6,2 5,8 5,8
3'4! 8,5 8,1 7,6 7,3 7,4 7,2 7,2
4'5; 4,2 4,1 3,0 4,0 3,3 4,0 3,8
4'Si 2,4 2,3 1,9 2,1 1,8 2,4 2,1
5'a5'b -13,0 -12,9 - - - - -
oBl 9,6 9,3 9,3 9,3 9,6 8,7 9,3
aBh 6,6 6,5 6,5 6,6 6,3 6,6 6,0
B1B8h -13,9 -13,9 -13,7 -13,8 -13,8 -14,3 -13,5




Desplazamientos quimicos (6,ppm ¥0,02) de los
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TABLA 12

2

protones de la puromicina (26°C, 5,6.10 “ M
en Dzo) a distintos valores del pH.

s\ ot 1,5 2,7 3,5 4,4 5,4 6,6 17,2
H2 8,40 8,39 8,24 8,05 8,02 7,95 7,97
H8 8,53 8,51 8,39 8,23 8,20 8,15 8,14
N((:-I3)2 3,6 3,64 3,50 3,33 3,30 3,23 3,26
H1' 6,10 6,10 6,01 5,90 5,88 5,85 5,84
H2' - 4,77 4,75 4,71 4,70 4,66 4,62
H3' 4,55 4,57 4,54 4,50 4,49 4,47 4,40
H4' 3'90 3,93 3'93 3’91 3'90 3’89 -
H5Y 3,42 3,42 3,46 3,47 3,46 3,44 3,37
HS'1 3,68 3,69 3,74 3,77 3,76 3,76 3,68
H 4,29 4,31 4,32 4,33 4,33 4,16 3,94
HBl 3,25 3,28 3,28 3,29 3,28 3,18 3,06
HBh 3,07 3,09 3,09 3,09 3,09 3,00 2,92
Hoota 7,25 7,25 7,25 7,25 7,22 7,20 7,16
H o 7,03 7,03 7,03 7,02 7,00 6,97 6,94
OCH3 3,84 3,85 3,85 3,86 3,85 3,83 3,81




TABLA 14

Valores de los pK deducidos de las curvas de titulaci6én
y desplazamientos qufmicos debidos a la protonacién.

6,6.107> M 5,6.10 2 M

Ky 6 By 4 Ky 6 By 5
HZ 4'4 0'290 - - 3'8 0,45 - -
H8 4,4 0,308 - - 3,8 0,40 - -
N(CH3)2 4,4 0,265 - - 3,8 0,38 - -
H1' 4,3 0,188 - - 3,8 0,26 - -
H2' - - - - 3'9 0'07 6'9 0'12
H3' 4,4 0,078 6,2 0,078 3,8 0,07 6,9 0,10
H4' 4,4 0,046 6,2 0,032 3,9 0,03 - -
H5; 4,4 -0,095 6,2 0,137 39 -0,08 6,9 0,18
HSQ - =0,040 6,2 0,09 3,9 -0,09 6,9 0,12
Ha - - 6'1 01595 3'8 _0'05 6,9 0158
HB - - 6,2 0,285 - - 6,8 0,29
HB. - - 6,2 0,337 - - 6,9 0,24
Hmeta - - 6,3 0,075 - - 6,9 0,14
Hbrto - - 6,2 0,073 - - 6,9 0,14
w{3 - - 6’1 0'033 - - 6'9 0'07

pKa)
finales 4,4 - 6,1 - 3,8 - 6,9 -
a)

Media ponderada con los valores de los correspondientes §'s.




I1.2.5.- Espectros en dimetilsulféxido-ds.

Se han realizado espectros del dihidrocloruro de
puromicina en disolucién de dimetilsulféxido-d6 (DMSO), a
dos concentraciones, 8,2.10 3 My 7,0.10"2 M. De la disolu-
cién mi&s dilufida se obtuvieron espectros a dos temperatu-
ras, 26° y 67°C. Los desplazamientos quimicos y algunas de
las constantes de acoplamiento medidas se recogen en la
Tabla 15. Ademds de las sefiales ya observadas en disolucién
acuosa, en los espectros en DMSO aparecen las sefiales del
protén amido unido al nitr6geno en C3' (doblete, J=6,8 Hz)
y la de los protones del grupo —ﬁH3 en el Ca de la O-Me-
tirosina. Aparece también una sefial intensa, cuyo desplaza-
miento quimico depende mucho de la temperatura y de la con-
centracién, correspondiente a todos los protones intercam-
biables, entre los que hah de contdrse los dos protones de
los grupos hidroxilo en C2' y C5', el prot6n en N1 de la
N-dimetil-adenosina, y el agua residual que normalmente im-

purifica al DMSO.

La asignacién del doblete a bajo campo al protén
del grupo amida, ha sido confirmada por experimentos de
doble irradiacién. En efecto, al irradiar en el centro de
esa senal (6§ 8,70, en el espectro a concentracién 7,0.10'2
M) se obtiene una coalescencia en la sefal a § 4,48, corres-
pondiente a los protones H2' y H3' y, viceversa, al irra-
diar en este punto coalesce el doblete a 6§ 8,70. De modo

anilogo se confirmaron las asignaciones de los protones

-ﬁn3, Hyr Hgy o Hg, v H&'.



Los protdnes, cuyos desplazamientos quimicos se
afectan méds al pasar de Dzo a DMSO son: el H8 de la base,
que sufre un_desplazamiento.a bajo campo, el H2' de la ri-
bosa, y los protones Ha Yy Hs] de la O-Me-tirosina. Las se-
nales de estos tres (ltimos protones se corren, por el con-
trario, haéia alto campo. El m&ximo corrimiento es el que

presenta el protén H, (0,33 ppm) . -

Al variar la concentracién se afectan principalmente‘
los protones H2 y HS8 de la base, asi como el protén de la
amida y principalmente los del grupo -ﬁHs. En todos los
casos, al aumentar la concentracibn las sefiales se desplazan
a campo bajo. Al variar la temperatura, se afectan principal-
mente las seilales del protén H8 y la del grupo'amida, en am-
bos casos desplazéndose a alto campo.al aumentar la tempera-

tura.

La magnitud de las variaciones observadas no son,
en todo casé; muy grandes (<0,3 ppm), y los desplazamientos
quimicos relativos y las constantes de acoplamiento se con-
servan, lo que indica que, en general, la conformacién mole-
cular global es andloga en uno y otro disolvente y que las
interacciones intra e intér-moleculares no son muy serias.
La variaci6n mis notable en este sentido es la mostrada por
la suma de acoplamientos 'JaBl+Jthl' que en DMSO es de 13,0
Hz y en D,0 iS,9 Hz. Esta variacién es indicativa de que en
DMSO las poblaciones relativas de los tres rotémneros corres-

pondientes al enlace CG-CB estin m&s homogé&neamente poblados.
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TABLA 15

Espectros de IH del dihidrocloruro

de puromicina en dimetilsulfdxido-d6

7,0.1024 8,2.103M 8,2.100M 7,0.10"2M

s(2a) 26 °C 26°C 67°C  26°C(D,0)
H2 8,42 8,29 8,26 8,39
HS 8,72 8,53 8,41 8,51
N(CH;) , 3,58 3,55 3,50 ~3,6
H1' 6,07 5,99 5,99 6,09
H2' 4,48 4,48 4,54 4,77
H3' 4,48 4,48 4,54 4,55
H4' 3,98 - 3,89 3,88
H5! 3,38 - - 3,40
H5/ n3, 7 - - 3,68
Hgp, 3,00 2,98 3,03 3,07
H 3,00 2,98 3,03 3,27
Bl
H o ea 7,19 7,18 7,21 7,24
H, rvo 6,91 6,90 6,91 7,00
-§H3 8,51 8,26 8,21 -
3J

NH-H3' = 6,8 Hz 7,2 Hz -
3 3 .

o1t Jagh 13,0 Hz 14,2 Hz 15,5
3q“5,1 4,0 Hz 4,0 Hz
a)

810,02 p.p.m. con respecto a TMS en DMSO y a DSS en 020.
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I1.2.6.- Tiempos de relajacién longitudinal (Tl)'
Siguiendo el mé&todo de pulsos 180°-1-90°, descri-
to en II.1.5., se han medido los tiempos de relajacién lon-
gitudinal, T,, de los protones dei dihidrocloruroc de puro-

micina (disolucibén en D,O0, 0,18 M, pH=2,5, 26°C). En la

2
Tabla 16 se dan las medidas, expresadas en cm, de las in-
tensidades de las lineas elegidas para cada protén, en fun-
cién del tiempo de espera entre pulsos,T. En la columna
final de la Tabla se dan los resultados del ajuste por mi-
nimos cuadrados de la ecuacién {II.1.5.2}, que proporciona

el tiempo de relajacién, T,, para cada protén, junto con su

error probable.



A A

TABLA 16

Medidas de tiempos de relajacién longitudinal pro-
ténicos (T,), para una disolucién 0,18 M en D,O,
pH=2,5, a 26°C, del dihidrocloruro de puromicina.

0,2 0,4 0,8 1,6 3,2 6,4 © Tl o]
H2 -11,70 -7,28 -5,1%6 0,92 7,00 12,61 15,09 2,62%0,07
H8 -2,42 -0,70 2,62 6,12 7,88 8,08 8,16 0,78t0,04
N(CH3)2 0, 0,98 1,80 2,40 2,75 2,80 2,94 0,650,08
H1' -1,49 -0,60 1,16 2,82 3,84 3,92 3,8 0,82t0,03
H2' -0,5 0,62 1,58 2,10 2,20 2,30 2,30 0,41%0,01
H3' -0,46 062 1,3 1,70 1,84 1,85 2,00 0,42%0,03
H4' -0,10 ¢,20 0,72 1,18 1,24 1,18 1,25 0,52t0,05
H5é +09 1,06 1,30 1,30 1,45 1,40 1,35 0,18%0,07
HSQ +1,00 1,5 1,70 1,72 1,8 1,80 1,78 0,15%0,05
Ha -0,33 0,30 0,9 1,62 1,80 1,82 1,8 0,57t0,03
HB 0,73 1,06 1,12 1,20 1,20 1,28 1,20 0,14%0,01
HB. 0,9 1,14 1,25 1,40 1,32 1,30 1,38 0,15%0,01
Hrto ~ 1,72 0,42 3,50 6,02 6,85 6,90 6,90 0,5910,05
OCH -12,06 1,80 12,70 23,10 26,60 0,59%0,02
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IT.3. Espectros de H de gougerotina. Resultados

IT.3.1.- Asignacibén y andlisis de espectros.

El espectro de RMN del ‘H, a 90 MHz, del hidroclo-
ruro de gougerotina disuelto en Dzo, a concentracién 0,12 M
y a temperatura de 26°C, puede verse en la figura 8. La re-~
ferencia interna es DSS. Los dobletes a § 7,83 y § 6,13
(J=7,5 Hz) se asignan respectivamente a los protones H6 y
HS del resto citidilo} de acuerdo con los abundantes datos
experimentales existentes para nuclefsidos y nuclebtidos
de citidina (35). La seifial compleja con centro en § 5,78,
corresponde, obviamente, al prot6n anomérico H1l'. La estruc-
tura de esta sefnal es indicativa de que los protones H2' y
H3' estén fuertemente acoplados. A campo mis alto de la
sefial de H-O-D se sitfia, en primer lugar, la sefial corres-
pondiente al Ha del reéto serinil, con centro en § 4,58,
triplete. La absorcifn comprendida en el intervalo § 4,4-3,6
corresponde a 8 protones. E1l multiplete con centro en § 4,1
se asigna a los protones H5' y H4', lo que se justifica
m&s adelante por an8lisis completo. El1 doblete con centro
en § 3,89, que puede observarse mids ciaramente al variar el
pH, corresponde a los protones HB Y HB' del resto serinil,
cuyo desplazamiento quimico coincide accidentalmente. El
singlete situado a § 3,84, ha de asignarse a los protones
'Ca'Hz' del resto sarcosil. Las sefiales de los protones H2'
y H3', fuertemente acoplados se encuentran ocultas por las
dos flltimas sefiales descritas. Su situacién se ha confirmado

por doble resonancia. Al irradiar en § 3,89 se obtienen coa-



lescencias en Ha (serinil) y en la sefial del protén H1l',
Por Gltimo, el singlete de intensidad equivalente a 3 pro-
tones situado a § 2,69, ha de asignarse a los protones del

grupo N-CH3 del resto sarcosilo.

Al igual que en el caso de la puromicina, la asig-
nacién de sefales a protones concretos, no ofrece dudas y

puede considerarse como firmemcnte establecida.

La estructura de los multipletes observados para
los protones del nficleo de glucosa, es muy compleja y no
pueden observarse suficientes detalles como para llevar a
cabo un anilisis completo riguroso. Con objeto de conflrmar
la asignaci6én de los protones H2', H3', H4' y HS5' y extraer
valores de los acoplamientos vecinales, se llevaron a cabo
una serie de cé&lculos de espectros con par&metros iniciales
que fueron progresivariente refini&ndose por el procedimientc
de prueba y error, hasta conseguir un acuerdo razonable
entre los espectros observado y calculado. En la Tabla 17
se dan los valores de los parfimetros magnéticos, desplaza-
mientos quimicos y constantes de acoplamiento finales, y
en la figura 9 se representan los espectros observado y cal-

culado.
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TABLA 17

Desplazamientos quimicos (6§,ppm a partir de DSS) y
constantes de acoplamiento (J,Hz) resultantes del
andlisis de los sistemas de espines H1'~-H2'~H3'-H4'-
-H5"', Ha-HB—HB, y HZa' del cloruro de gougerotina.

Sistema H1'=H2'=H3'-H4'<H5!

Desplazamientos quimicos Constantes de acoplamiento
(8,ppm; *0,02) (J,Hz; *0,5)
H' 5,73 1'2' 9,0
H2' 3,87 2'3 9,2
H3' 3,85 3'4' 9,2
H4!' 4,09 4's!' 9,8
H5' 4,17

Sistema H_-Hg-Hg,

Desplazamientos quimicos Constantes de acoplamiento
(5,ppm; %0,02) (J,Hz; *0,5)
H, 4,56 leB+JdB,I 10,9
H
B 3,88
HB|

Sistema Ca‘HZ

Desplazamientos qufmicos
(8,ppm; *0,02)

C-aH2 3,98
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II.3.2.- Variacién con la temperatura.
En la Tabla 19 se dan los desplazamientos quimicos
y algunas constantes de acoplamiento de los protones del
hidrocloruro de gougerotina, en disolucién 0,12 M en DZO'
pH 5,4, a diversas temperaturas comprendidas en el inter-

valo 26°-60°C.

Asimismo, en la Tabla 18 se dan ios desplazamientos
quimicos y algunas constantes de acoplamiento de los proto-
nes del hidrocloruro de gougerotina en disolucién 1,1.10-2M
en D20, pH=1,5 a diversas temperaturas en el intervalo de
26° a 67°C, y en la Tabla 20 para la gougerotina en disolu-
cién 8,6.10-3 M en Dzo, PH=13 en el mismo intervalo de tem-

peraturas.

Ninguno de los pardmetros observados muestra, en

este intervalo, una variacién mayor que el error experimental.
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TABLA 18

Desplazamientos quimicos (§,ppm a partir de DSS,
10,02) y constantes de acoplamiento (J,Hz; %0,5)
observadas a distintas temperaturas del hidroclo-

ruro de gougerotina (1,1.10 2M en D,0, pH=1,5).
s\z(ec) 26 41 51 57 67
H5 6,34 6,35 6,35 6,36 6,37
H6 8,09 8,09 8,06 8,06 8,05
H1! 5,77 5,78 5,75 5,76 5,74
H2' -- -- - - -
H3' -- - - - -
H4' 4,12 4,12 4,12 4,11 4,13
H5' 4,22 4,23 4,23 4,25 4,24
HB 3,86 3,87 3,86 3,87 3,87
Ha. 3,99 3,99 3,99 3,99 3,99
NCH3 2,79 2,79 2,80 2,80 2,82
J 56 7,6 7,8 7,6 7,8 8,1
g 1'2" 9,4 9,0 92,0 9,3 8,7

|aB+aB" | 12,6 10,8 12,2 11,6 12,0
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TABLA 19

Desplazamientos quimicos (§,ppm a partir de DSS
+0,02) y constantes de acoplamiento (J,Hz; *0,05)
observadas a distintas temperaturas del hidro-
cloruro de gougerotina (0,12M en DZO' pH=5,4).

s\T(°C) 26 28 38 44 47 54 60
H5 6,13 6,13 6,13 6,13 6,13 6,14 6,13
H6 7,83 17,82 7,81 7,81 7,81 7,81 7,80
H1' 5,78 5,76 5,76 5,76 5,76 5,75 5,75
HZ' 3’91 3,90 - - - - o
H3' 3,89 3,88 - - - - -
H4' 4,13 4,12 4,12 4,12 4,12 4,12 4,13
H5' 4,21 4,22 4,21 4,21 4,22 4,23 4,23
Ha 4'59 4’58 4'58 4'58 - 4,59 4,58
Hg 3,89 3,89 3,88 3,88 3,88 3,88 3,89
H 3,84 3,83 3,83 3,83 3,83 3,83 3,82
NCH, 2,69 2,69 2,69 2,69 2,70 2,70 2,69
J 56 7,5 7,5 7,5 7,6 7,6 7,6 7,6
J 1'2 9,0 9,0 9,0 9,5 9,2 9,2 9,4

|aB+aB" | 10,6 10,6 11,4 - - -~ 11,2




-118-

TABLA 20

Desplazamientos quimicos (§,ppm a partir de

DSS, %0,02) y constantes de acoplamiento (J,

Hz; %0,5) observadas a distintas temperaturas

para la gougerotina (8,6.10-3M en Dzo, pH=13)
s\T(°C) 26 41 51 57 67
H5 6,14 6,13 6,13 6,13 6,13
H6 7,83 7,81 7,81 7,81 7,82
H1' 5,65 65,68 5,66 5,67 -
H2' 3,85 3,86 3,8 3,85 3,84
H3' 3,85 3,86 3,8 3,85 3,84
H4' 4,08 4’07 4,07 4'08 -
H5' 4,16 4,15 4,16 4,15 -
H - -— —— - -

o

Hy 3,85 3,86 3,85 3,85 3,84
H,, 3,3¢ 3,35 3,35 3,35 3,34
NCH, 2,34 2,33 2,33 2,33 2,33
J 56 7,5 7,5 7,5 7,8 7,5
J 1'2° - 8,7 9,3 9,0 -
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II.3.3.- Variacién con la concentracién.

En las Tablas 21, 22 y 23, se dan los desplaza-
mientos quimicos y algunas constantes de acoplamiento a 26°C,
del hidrocloruro de gougerotina a (pH=1,5), (pH=5,7) y a
(pH=13) respectivamente a difereﬁtes concentraciones, no ob-
servdndose en los par&metros medidos ningGn cambio con 1la
variacién de la concentracién mayor que el error experimen-

tal.

TABLA 21

Desplazamientos qufmicos (8,ppm a partir de DSS; 10,02
ppm) y constantes de acoplamiento (J,Hz; 0,5) de los
protones del hidrocloruro de gougerotina (26°C, en di-
solucién de DZO’ pH=1,5) a distintas concentraciones.

Concentra -3 -3 -3 -2
S\ Goa (m) =  2,0.107° 4,0.107° 8,0.107° 1,6.10
H5 6,35 6,35 6,36 6,34
H6 8,11 8,12 8,11 8,10
H1' 5,78 5,79 5,78 5,78
H2' - - - -
H3' - - - -
H4' 4,12 4,12 4,12 4,11
HS5 4,21 4,22 4,23 4,23
Hg 3,88 3,88 3,88 3,88
H°, 4,00 3,99 3,99 3,99
N&H3 2,79 2,80 2,80 2,80
J 56 8,4 7,8 7,6 7,8
J 1'2" 9,0 8,8 9,3 9,6
J |aB+aB’| 10,8 12,0 11,4 11,7
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TABLA 22

Desplazamientos qufimicos (§,ppm a partir de DSS; 10,02
ppm) y constantes de acoplamiento (J,Hz; 10,2) de los
protones del hidrocloruro de gougerotina (26°C en di-
solucién de D,0, pH=5,7) a distintas concentraciones.

Ncfecetiy®  8,0.107% 1,5.107% 3,0.207% 6,0.2077
H5 6,11 6,13 6,12 6,13
H6 7,83 7,83 7,82 7,83
HL' 5,69 5,70 5,69 5,71
H2' -- - - --
H3' - —- -- --
H4" 3,93 3,92 3,95 --
H5' 4,04 4,05 4,05 --
H - —-— - -

a

Hy 3,85 3,85 3,85 3,86

H,, 4,00 4,01 4,02 4,01

NCH, 2,76 2,77 2,78 2,79
J 56 ’ ' ' '
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TABLA 23

Desplazamientos quimicos (§,ppm a partir de DSS,
10,02 ppm) de los protones de la gougerotina (26°C en
disolucién de DZO' pHR13) a distintas concentraciones

Concentra 1,2.10-3 2'4.10‘3 4,3,1p'3 9,6.:1.0-3

cién (M)~

H5 6,11 6,10 6,11 6,11
H6 7,81 7,81 7,81 7,81
H1' 5,65 5,66 5,63 5,62
H2' - - - --
H3' - - - -
H4 ' -- - - -
H5' -- -- -- --
H, -- - - -
HB 3,83 3,85 3,84 3,83
Ha, 3,33 3,34 3,34 3,34
NCH 2,31 2,33 2,32 2,32
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II.3.4.- Variacién con el pH.

Se ha estudiado la variacién de los parémetros
magnéticos protbénicos de la gougerotina con el pH. Este
estudio se ha llevado a cabo para una disolucién 8,3.10”3
M en Dzo, y para un intervalo de pH comprendido entre 1,5
y 11,3.

En la Tabla 24 se dan los resultados de estas me-
didas. Y en la figura 10 se representan los valores de los
desplazamientos quimicos de los protones frente al valor
del pH. Las curvas de titulaci6n obtenidas corresponden a
las calculadas mediante la ecuacién {II.2.4.1}, con los va-
lores de pK‘, PK, e incrementos de desplazamientos quimicos
dados en la Tabla 25. Estos valores son los que proporcio-

nan un ajuste S6ptimo de los puntos considerados.

El valor del pK m&s &cido, pK‘=4,3, corresponde
obviamente a la protonacibén del resto citidilo, que tiene
lugar en el &tomo de nitr6geno N3 de dicho ciclo. Los pro-
tones mayormente afectados por este cambio de estado de io-
nizacién son, l6gicamente, los protones H5 y H6 de la base.
Los protones H1' y H5' parecen tambi&n afectarse muy lige-

ramente.

El valor del pK m&s bé&sico, pK2=7,5, corresponde
a la protonacién del &tomo de N del resto sarcosilo, y con-
secuentemente, los desplazamientos quimicos m&s afectados
son los de los protones en los carbonos en a a dicho &tomo
('CHZa'— y N-Me). Un pequeno efecto puede detectarse tam-

bién sobre el protén unido al carbono a del resto serinil.
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TABLA 24

Desplazamientos quimicos (6,ppm a partir de
DSS; *0,02) y constantes de acoplamiento (J,
Hz; +0,05) de los protones de gougerotina (8.10 3
M en DZO' 26°C) a distintos valores del pH.

§\ pH 1,5 3,5 43 54 61 65 7,2 83 9,2 9,5 11,3
H5 6,32 6,31 6,22 6,11 6,12 6,12 6,12 6,10 6,10 6,12 6,11
H6 8,00 8,07 7,94 7,79 7,81L 7,80 7,80 7,80 7,80 7,80 7,80
H1' 5,76 5,76 5,75 5,73 5,74 5,74 5,74 5,73 5,73 5,75 5,70
H2' — J— —_ — - — - — -— - _
H3' -— - — — - — - - -— S —_
H4' 4,10 4,10 4,11 4,09 4,10 4,09 4,08 4,08 4,08 4,10 4,07
H5' 4,22 4,21 4,20 4,18 4,18 4,18 4,18 4,19 4,18 4,19 4,18
Hg 3,87 3,86 3,87 3,86 3,87 3,85 3,85 3,86 - 3,8 3,85
H . 3,99 3,99 3,99 3,97 3,94 3,8 3,7 3,52 3,37 3,36 3,3
NCH, 2,79 2,79 2,78 2,78 2,75 2,67 2,65 2,45 2,34 2,34 2,32
J 56 8'1 8,2 7,9 7,7 7,5 7,6 7'8 7'5 - o 7’8
J 1'2' 9,3 9,0 9,0 9'0 8’4 9'2 9'4 9'3 - - 9,0
J |oB+oB'| =—- ~— - 10,5 10,8 10,2 10,8 = == == -
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TABLA 25

Valores de los pK deducidos de las curvas de titulacién y

desplazamientos quimicos debidos a la protonacién (6l y 62)

8,3.1073 M
8 pK1 61 pK2 62
HS 4’3 0'21 - -
H6 4,3 0,29 - -
H1' 4,3 0,03 - -
H2! - - - -
H3!® - - - -
H4! 4,3 0,01 - -
H5' 4,3 0,04 - -
Hq - - 7,6 0,04
Hg - - - --
Ha' - - 7,6 0,65
NCH - - 7,6 0,47

Valores de
pK finales 4,3 7,6



I1.3.5.~ Especgros en dimetilsulféxido-dG.

Se han realizado espectros del hidrocloruro de gou-
gerotina en disolucién de dimetilsulféxido-d, (DMSO), 9,1.10°
M, a dos temperaturas, 26°C y 68°C. En el espectro a 26°C,
adem8s de las senales ya observadas en el espectro en disc-
lucidn de D,0, se obtienen las sefiales de los protones de
loé tres grupos amida y la del grupo -NHZ en C4 del resto
citidilo. La éeﬁai a més bajo campo (3 8,29. doblete J =
# 8,2 Hz) se asigna al protSn del grupo amida del resto se-
rinil, pues al irradiar en esta posicién con una segunda
fuente, se observa una coalescencia en el multiplete a §
4,34 asignado al protén Ha' con el que se encuentra en una
situacién vecinal. El multiplete con centro en 6 7,97, ha
de asignarse al protén amida del resto 4'-aﬁinog1ucosil,
ya que al irradiar en las proximidades de la sefial del pro-
tén H4' (6§ 3,8), se obtiene una’coalescencia en 6§ 7,37. En
ambos casos, los experimentos de doble irradiaci6n se lle-
varon a cabo 1ntercambiandoAlas posiciones de las fuentes

de observacién e irradiacién, confirm&ndose consistente-

mente las conclusiones obtenidas.

Con centro en § 7,22 se obtiene una sefial ancha
(13 Hz) con intensidad correspondiente a cuatro protones.
Esta seﬁal>ha de asignarse a los protones del grupo zmida
en C5' y a los del grupo -NHz‘en C4 del citidilo, cuyo in-
tercambio con los protones del Hzo gue acompaiia al DMSO ha
de ser mis lento que el correspondiente a los protones'uni~

dos al &tomo de nitrégeno (amina) del resto sarcosilc. La



sefinl correspondiente a estos protones se identifica enton-
ces con la del HZO,‘de donde se deduce que ambns se encuen-

tran en un ripido equilibrio de intercambio.

"~ También se observan en este espectro las s-"ales
correspcndientes a los grupos hidroxilo en C2', C3' y CB
(serinil) . La sefial a § 5,33 con apariencia de triplete
ensanchado (J~3,6) corresponde al OH en el CB (serinil),
pues éste 4témo de carbono es el €nico de los tres que so-
porta dos protones. La asignacifén concreta de las otras
dos sefiales (6§ 4,88 y § 5,11) a los protones de los grupos

hidroxilo en C2' y C3' no puede determinarse.

Con relacidén al espectro en disolucién de Dzo, en
general, todas las sefales muestran un desplazamiento a
alto campo, comprendido entre 0,02 ppm (H6 del citidilo)
y 0,53 ppm (-Ca.Hz- del resto sarcosilo). Los protones mis
afectados son el H5 de la base f'los protones en a al &tomo
de nitrb6geno del grupo sarcosilo. Ello parcce indicar que
al cambiar el disolvente se alteran principalmente las con-
centraciones relativas de la forma amino y de la forma pro-
tonada del sarcosilo. Asfmismo, en el resto citidilo, pare-
ce alterarse la cinética de rotacién del grupo -NH, exoci-
clico, o bien 1la posicién del equilibrio entre formas tz -

" tmeras de la base.

Al aumentar la temperatura, las variaciones que se
obscrvan en los desplazamientos quimicos de los protones
unidos a 4tomos de carbono, son menore~ que el error ex-

perimental. Todas las sefiales observadas correspondientes a



- protones unidos a heterodtomos (0 & N) se desplazan a campo
alto, indicando de forma cualitativa la rotura de enlaces
| de hidf6Qeno y el enriquecimiento proporcional de formas

no asocladas.

Las sefiales a § 8,29, 5,33, 5,11 y una componente
(2 protones) de la senal a § 7,22 se ensanchan al aumentar
la temperatura, indicando que estos protones, a temperaturé
ambiente, se encuentran en una situacién de intercambio
lento. La sefial a4 8§ 7,97 (prot6n amida del grupo 4'-amino-
glucosil), no sufre modificaciones en su anchura, indicando
que, a 68°C continfia en esa situacién. Por Gltimo, una se-
gunda componente de la sefial a 6§ 7,22, correspondiente a
dos protones, y asignable a los protones del grupo -NH2
del resto citidilo, sufre un estrechamiento al aumentar la
temperatura. Ello indica que tales protones, a temperatura
ambiente, se encuentran en un proceso de equilibrio répido
(probablemente el de rotacifn en torno al enlace exoci-

clico C4-N4).



TABLA 26

Espéctros de ' (en ppm referidas a DSS 10,02
ppm) del hidrocloruro de gougerotina en di-
solucién de dimetilsulfoido-d6 (9,:1..10-3 M).

6 (DSS) 26° 68° D,0
HS o 5,76 5,78 6,11
H6 7,76 7,73 7,79
H1' 5,54 5,57 5,73
Hz' PR - o - am
H3' - —-— -
H4' —_ 3,78 4,09
HS' 3,91 3,96 4,18
H, 4,34 4,36 4,56
Hy - 3,64 3,87
H 1 ] 3'47 3’48 3,97
néx, 2,46 2,48 2,78
-CONH- (4 ' -aminoglucosil) 7,97 7,80
-OONH-(serinil) 8,29 8,14
—CONHz(glucosil) 7,22 7,07
-NH, “(citidil) 7,22 7,07
~cgh,on 5,33 5,08
C3'-OH 5,11,4,88 4,74
J (Hz)

J‘z 8,’7 8,8 9,0
356 7'5 7'5 7'5
J 3,0 - —

HBRaOH '

JHBbOH 4,2 -- --
J - l*| 7'5 - -
NH-CL'H 8’2 T -

J
NH-CqH
|Ja6a§3a8b' - 10,5 10'6




I1.3.6.- Tiempos de relajacibn T,-
Se han medido los tiempos de relajacibén longitu-

dinal, T de los protones del hidrocloruro de gougerotina

]’

(disolucién en D,0, 0,12 M, pH=5,4, 26°C), siguiendo el

2
método de pulsos 180°-t-90°, descrito en II.l1l.5. En la Ta-
bla 27 se dan las medidas de ((Am—AT)/Aw), en donde los

correspondientes valores de A se han medido en cm, para

distintos valores de t. En la columna final de la Tabla se
dan los resultados del ajuste por minimos cuadrados y los
valores resultantes para los tiempos de relajacién longi-

tudinal, T junto con los errores estandar de ajuste. A

ll
cada medida se asign6é un peso, que fue el valor de (Am-AT),
por corresponder &ste al error absoluto de cada medida del
log ((Aw-AT)/Am).
TABLA 27

Medidas de tiempcs do relajacifn longitudin=l pro-

ténicos (T1), para una disolucién 0,12 M en D,0,

pH=5,4, a 26°C, del hidrocloruro de gougerotina.

((a,-A)/A)\T(s) 0 0,05 0,10 0,20 0,40 0,80 T,(s) o

HS 2’0 1,62 1’44 1’09 0,82 - 0144 0'06
H6 2,0 1,77 1,33 0,92 0,5 0,10 0,28 0,02
H1* 2,0 1,47 1,20 0,95 0,48 0,12 0,29 0,02
H2' - - - - - - - -
H3' - - - - - - - -
HA'+H5" 2,0 - 1,35 1,18 0,67 0,28 0,40 0,03
H, - - - - - - - -
Hy 2,0 1,72 1,19 0,81 0,53 0,17 0,31 0,03
H 1 2'0 1,33 1’36 0'89 0'62 - 0’34 0’06
NCH 2,0 2,0 1,61 1,57 0,95 0,45 0,53 0,04

3
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I1.4. Espectros de 1 C de puromicina y gougerotina. Resul-

tados y Asignacidbn

IT.4.1.- Puromicina.

El espectro de RMN de 13C, a 22,63 MHz, del dihi-
drocloruro de puromicina, en disolucién 0,18 M en Dzo' pH
2,5 y 26°C de temperatura, se muestra en la figura 11. En
la Tabla 28 se consignan los desplazamientos quimicos de
13

C (en abundancia natural) a diferentes pH, la multipli-

cidad de cada senal debida a acoplamientos directos,

1
J r Y
13,1,

quimicos se dan en la Tabla con referencia al TMS. Se inclu-

2l w~lor de estas constantes. Los desplazamientos

yen también los valores de los tiempos de relajacibn, Ty,
asi como la asignacibén propuesta teniendoc en cuenta todos

estos datos.

En la Tabla 29 se comparan los desplazamientos
quimicos de la puromicina, en sus formas de dicatibn y ca-
tién, con valores tomados como modelo, que han sido escogi-
dos de moléculas andlogas (36 y 38). En la Tabla 30 se com-
paran los desplazamientos quimicos que sufren los carbonos
de los restos N:N-dimetil-adenil y ribosil cuando se protona
la base, con los que tienen lugar en las mismas condiciones
en moléculas andlogas (37). Del mismo modo, en la Tabla 31
se comparan las constantes de azoplamiento a través de un

enlace, , observadas para el dicatifén, con valores

1

J
13,1,

seleccionados de moléculas anilogas (39 y 40).

La asignacién de sefales a nficleos concretos de 13C

se ha basado en los sigquientes criterios: a) desplazamientos
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TABLA 28

13C (8 ,ppm respecto

Desplazamientos quimicos de
a TMS; 10,5), constantes de acoplamiento 13¢con
(J,Hz; *1) y tiempos de relajaci6n longitudinal

de 13C (Tl's) de puromicina (0,18 M en D20).

3
a) 1 ™ Asigna
pH Mult J .1.1 cién
2,5 3,8 5,5

171,0 171,5 171,3 s - 3,1 10,2 ci"
160,4 160,5 160,5 s - 2,3 0,8 c7"
150,2 154,2 155,7 s - 6 *1 Cé6
149,3 150,1 150,2 s - 3,7 }o,2 c4
146,8 151,7 153,6 4 217 0,35%0,01 cC2
142,4 140,8 139,8 4 219 0,18%0,05 <cC8
132,4 133,1 132,7 4 161 0,27%0,02 cC5"
128,2 128,5 128,3 s - 1,1 0,1 oL
121,3 120,8 120,8 s - 6,1 0,8 c5
116,4 116,9 116,6 d 164 0,30%0,02 C6"
91,9 91,8 91,5 d4 172 0,28%0,05 cC1°'

84,4 84,9 84,7 4 157 0,23%0,03 cC4°'

75,2 75,6 75,4 4 157 0,29%0,01 C2'

62,2 63,0 62,9 t 146 0,13%0,01 C5°'

57,4 57,9 57,7 ¢ 146 1,4 +0,2 cg"

56,4 57,1 56,6 d 150 0,20%0,02 c3!

52,5 53,2 53,0 d 146 0,23%0,02 ca2"
37,8 28,5 38,6 t 131 0,15%0,02 c3"

a)Multiplicidad: s, singlete; d, doblete;

t, triplete; ¢c, cuartete




quimicos de moléculas anflogas; b) multiplicidad debida a

134_1

los acoplamientos directos H; c) tiempos de relajacibn

T, de ‘30 y d) desplazamientos quimicos por protonacibn.

El espectro de 13C del dihidrocloruro de puro-
micina puede dividirse en dos zonas bien diferenciadas (fi-
gura 11): la zona a bajo campo, que incluye al carbono car-
bonilico y a los carbonos aromdticos y la zona a alto campo
que incluye a los restantes ncleos de carbono de la molé-

cula.

En la zona a bajo campo, el carbono carbonflico se
asigna inequivocamente a la sefial a § 171,0 por su despla-
zamiento quimico grande, por no mostrar desdoblamientos de-
bidos a protones directamente unidos y por su tiempo de re-
lajacién relativamente grande. De los carbonos del anillo
bencénico, dos de ellos no presentan acoplamiento con pro-
t6n (C4" y C7"). La sefial de entre ellas que aparece a cam-
po mds bajo (6§ 160,4) se asigna a C7", que soporta al grupo
metoxilo, y la otra, que aparece a § 128,2, se asigna a C4".
Los tiempos de relajacifn de estas sefiales son consecuentes
con su asignacién a carbonos no protonados. Las dos sehales
de mayor intensidad del espectro, que se sitfian dentro de
esta zona, se asignan a los carbonos C5" y C6", correspon-
diendo cada senal a dos carbonos equivalentes. Ambas seha-
les aparecen como dobletes en el espectro sin irradiacién

de protén, ajust&ndose el valor de lJ al esperado para

13¢-H
carbonos aromiticos. Asimismo, sus tiempos de relajacién

son casi un orden de magnitud menores que los cuaternarios,



lo que confirma de nuevo su asignacién. Por su desplaza-
miento quimico, la sefal a § 116,4 ha de asignarse a los
carbonos en orto al grupo metoxilo y la sefnal a § 132,4 a

los protones meta.

Las restantes sefiales de esta zona se asignan a
los carbonos del resto N,N-dimetil-adenil. La sehal a més
alto campo de entre ellas, 6§ 121,3, se asigna a C5. Esta
asignacién se basa en ia multiplicidad de dicha senal en
el espectro sin irradiacién de ‘H, en su gran tiempo de re-
lajacién y en el hecho bien conocido (41) de ser el carbono
C5 el de mayor densidad electrf6nica II del anillo de purina.
De las cuatro senales restantes, dos de ellas se muestran
como dobletes en el espectro sin irradiacién de ‘H y las
otras dos como singletes (respecto al acoplamiento directo
lq3CHL Las dos primeras han de asignarse, pues, a los car-
bonos C2 y C8. La atribucién definitiva de C2 a la senal a
§ 146,8 se basa en el gran desplazamiento a bajo campo que
sufre dicha sefial al desprotonarse la base en N1l. Este mismo
criterio se utiliza también en la asignacién de C6 a la se-
nal a § 155,7 en el espectro correspondiente al monocloruro
(base desprotonada). La asignacifin especifica de C4 y C6 a
las senfiales a § 150,2 y 6§ 149,3 en el espectro del dicloruro
(base protonada) no puede hacerse con toda seguridad. La
estructura de los multipletes observados en el espectro
sin irradiacién de 1H (debidos a acoplamientos '3C-IH a
través de mds de un enlace) favorecen la asignacibén pro-
puesta en la Tablia 28, si bien los datos de desplazamiento

por protonacién parecen apoyar la asignacién inversa.
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TABLA 29

Comparacién de los desplazamientos quimicos de

13

C (S8,ppm respecto a TMS; *0,5) del di- (pH 2,5)

y mono- (pH 5,5) hidrocloruro de puromicina

(0,

18M en D,0) con los de moléculas andlogas.

2C1H Puromicina (pH 2,5) CIH Puromicina (pH 5,5)

— i — — — —— — . wa—— —— — — — mmn - amm e e — v e ———

a) _ a) -
modelo obs 6obs 6mod 6modelo 6obs 6obs 6mod
C2 146,5 146,8 0,3 152,9 153,6 0,7
C4 151,9 149,3 -2,6 150,0 150,2 0,2
C5 121,9 121,3 -0,6 121,8 121,0 -0,8
cé6 149,2 150,2 1,0 156,1 155,7 -0.,4
Cc8 141,1 142,4 1,3 139,6 139,8 0,2
C1l0 - 42.4 - 37,8 41,1 3,3
c1L 91,7 91,9 0,2 90,8 91,5 0,7
c2! 73,5 75,2 1,7 73,4 75,4 2,0
c3' 56,5 56,4 -0,1 55,9 56,6 0,7
c4' 88,6 84,4 -4,2 88,4 84,7 -3,7
C5! 64,6 62,2 -2,4 64,5 62,9 -1,6
c1” 171,2 171,0 -0,2 171,2 171,3 0,1
ca" 55,6 52,5 -3,1 55,6 53,0 -2,6
c3” 37,2 37,8 0,6 37,2 38,6 1,4
c4ar 128,4 128,2 -0,2 128,4 128,3 -0,1
c5” 131,4 132,4 1,0 131,4 132,7 1,3
ce" 116,4 116,4 0,0 116,4 116,6 0,2
c7" 160,6 160,4 -0,2 160,6 160,5 -0,1
cs" 57,3 57,4 0,1 57,3 57,7 0,4

a)

Los desplazamientos qufmicos de 13C de la base
se evaluaron a partir de los de la 6~N,N-dime-
til-adenosina (36) corregidos (pH 2,5) o no

(pH 5,5) con los desplazamientos por protonacidn
del ATP (37). Los de la ribosa, se corrigieron
por la introducciédn de un grupo -NH, en C3' en
lugar del sustituyente -OH (36). LoS del resto
OMe-tirosinil se evaluaron corrigiendo los de

la tirosina por la metilacién del grupo fené-
lico y por la formacién de la amida (38).
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TABLA 30

Comparacién de los desplazamientos quimicos de ]3C (en
ppm) por protonacién, AE(GAd+—6Ad), del resto N,N-diMe-
adenil en puromicina con el de mol&culas andlogas (37)

Amodelo Aobs Aobs-Amodelo

Cc2 -5,4 -",8 -0,4
C4 1,9 -0,9 -2,8
CS 0'1 0I3 0'2
C6 _6'9 -5'5 1'4
c8 1,5 2,6 1,1
Clo0 - 1'3 -

c1' 1,1 0,4 -0,7
Cz' 0'0 -0’2 -0,2
c3' 0,6 -0,6 -1,2
C4' 0’2 —0,5 -0'7
C5' 0,1 -0,8 -0,9

TABLA 31

Comparacién de las constantes de acoplamiento (en Hz)
13C-‘H (1J,Hz; 1) del dihidrocloruro de puromicina
(0,18M en D,0, pH 2,5) con las dc molé&culas andlogas

1 a) 1

Jmodelo J

obs
Cc2 214 217
Cc8 219 219
C10 - 156
cl' 173 172
cz2' 154 157
Cc3' 152 150
c4’ 154 157
Cc5! 144 146
c2* 148 146
c3" 129 131
cs" 158 161
ce" 160 164
csg" - 146

a)

Desplazamientos quimicos del aminonucledsido de puromicina
de tirosina.
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En la zona a alto campo (figura 11) las senales
correspondientes al resto ribosil son f&cilmente asignables,
bas&ndose en la abundante bibliograffa existente al respecto.
La senal correspondiente al C5' se distingue f&cilmente por
su multiplicidad (triplete), su tiempo de relajacibén y su
valor de IJ‘3CH ligeramente menor que el de los restantes
carbonos del azficar. Las senales correspondientes a C2",
c3", OCH; y N(g}i3)2 se asignan fdcilmente bas&ndose en su

desplazamiento quimico y multiplicidad.

Con respecto a los tiempos de relajacién, pueden
observarse dos grupos de senales, las de tiempo de relaja-
cién pequeno (<0,5 s) y las de tiempo de relajacién grande
(>1 s). Las primeras corresponden a los carbonos con pro-
tones enlazados. Para estos carbonos, es claro que el me-
canismc de relajacién predominante ha de ser el acoplamiento
magnético dipolar. Los valores de los tiempos de relajacién
son practicamente iguales para los carbonos unidos a un
solo prot6n, mientras que los unidos a dos protones mues-
tran un valor cercano a la mitad del de los anteriores.
Todo ello parece indicar que la molécula se mueve global-
mente en un proceso de difusién rotacional con un mismo
tiempo de correlacién. E1l carbono del grupo metoxilo (C8")
y los carbonos del grupo N-(CH3)2 muestran tiempos de rela-
jacién m&s elevados, lo que es compatible con la existencia
de un proceso de rotacifn interna en torno a los enlaces
exocfclicos con un tiempo de correlacibén mi&s pequeno. Los
valores observados para los tiempos de relajacién de puro-
micina, concuerdan razonablemente con los de molé&culas ané-

logas (44).



De la comparacibén que se realiza en la Tabla 29
entre los desplazamientos quimicos del mono- y di-hidro-
cloruro de puromicina con los de moléculas andlogas, puede
concluirse que, en general, el acuerdo es satisfactorio.
Existen unos pocos nficleos de carbono (C10, C4' y C2")
para los que las desviaciones son mayores que 3 ppm. Estas
desviaciones pueden razonablemente atribuirse a deficien-
cias del modelo elegido. Conclusiones similares pueden de-
ducirse del ex&men de las Tablas 30 y 31, en las que se
comparan los desplazamientos quimicos por protonacién y

los acoplamientos ]J]3CF‘con los de moléculas anélogas.

IT.4.2.- Gougerotina.
En las Tablas 32 a 35 se dan para la gougerotina
datos andlogos a los dados en las Tablas 28 a 31 para la
puromicina. Estos datos incluyen desplazamientos quimicos

de 13

C, constantes de acoplamiento 13C-‘H y tiempos de re-
lajacibn T‘ de 13C. Asimismo, se incluye en estas Tablas

la asignacién completa del espectro de 130 a varios pH.

Al igual que en el caso anterior y, con fines ex-
positivos, podemos dividir el espectro en dos zonas: la 2zona
a bajo campo que incluye a los carbonos carbonilicos y a
los del resto citidilo (excepto C5); y la zona a alto campo

que incluye a los restantes carbonos, (figura 12).

Dentro de la zona a bajo campo, la sefial a § 143,4
(pH 7,0) es f&cilmente asignable a C6 por su estructura de
doblete en el espectro sin irradiacién de 1H. Asfmismo, la

sefial a 8 159,4 se asigna a C2 por su desplazamiento quimico
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y la magnitud y el sentido de su corrimiento por protona-
cibén del resto citidilo en N3. De las cuatro sefiales res-
tantes en esta zona (todas singletes) la situada a § 167,5
sufre un pequenio corrimiento al protonarse el resto citi-
dilo y la que se encuentra a § 170,2 lo hace al protonarse
el grupo amino del resto sarcosilo, permaneciendo invaria-
bles las situadas a § 173,3. En consecuencia, la primera se-
nal ha de asignarse a C4, la segunda al carbonilo del resto
sarcosilo (C4") y las dos filtimas a los carbonilos del resto

serinil (Cl1") y al del grupo amida (C6') unido a C5'.

En la zona a alto campo, la senal a § 98,8 es de
asignacién inmediata a C5 por su posicién, desdoblamiento y

por el valor del acoplamiento directo.

De entre los carbonos del resto glucosil, Cl1l' y
C4' se asignan facilmente por su posicién. El primero a
bajo campo (carbono anfmero) y el segundo a m&s alto campo
qgue el resto de los carbonos del anillo, debido a que su
sustituyente es N y no 0. Las senales intermedias se asignan
a C3', C2' y C5', por este orden, de bajo a alto campo,

como es regla en otros B-gluc6sidos.

La sefnal a § 63,2 aparece como triplete en el es-
pectro desacoplado de ‘H, por lo que su asignacibén al car-
bono B del resto serinil (C3"), que soporta dos protones,
es inmediata. Un razonamiento an&logo puede aplicarse a la
senal a § 35,3 (cuartete) que ha de asignarse al --NCH3 ter-

minal del resto sarcosilo (C6"). La senal a § 51,6 (pH 5,4)

desaparece a valores superiores del pH, como consecuencia
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TABLA 32

Desplazamientos quimicos de 13C (8§ ,ppm respecto a
T™™S; *0,05), constantes de acoplamiento 13C—‘H
(IJ,Hz; +1) y tiempos de relajacién longitudinal
de '3c (T,,s) de gougerotina (0,12M en D,0, 26°C)

pH MultéT’ g T, Asig-
1,0 5,4 7,0 12,5 (pH=5,4) hacion
174,1 173,3 173,3 - s - cé6'
173,8 173,3 173,3 - s - c1"
161,4 167,8 167,5 - s - c4
168,7 168,2 170,2 - s - ca"
150,8 159,3 159,4 - s - c2
146,6 143,6 143,4 143,9 4 182 0,44%0,01 C6
98,5 98,8 98,8 99,1 4 176 0,51%0,04 C5
85,1 85,1 85,1 85,2 d4 170 0,60%0,07 C1'
78,1 77,7 77,8 80,2 d 158 0,73%0,05 C3°
75,2 74,17 75,3 76,2 4 146 0,50%0,04 C2°
73,7 73,1 73,1 74,1 4 149 0,77 0,06 c5°
63,5 63,1 63,2 63,6 t 149 0,66%0,17 C3°"
58,0 57,5 57,5 56,5 d 141 0,56%0,13 cC2"
55,4 55,2 55,2 55,3 4 148 0,64%0,04 cC4°'

51,6 51,5 - - - - — cs"
35,0 34,9 35,3 36,8 c 143 2,5 %o0,5 ce"




TABLA 33

?omparacidn de los desplazamientos quimicos de
3C (8§ ,ppm respecto a TMS; 10,5) del di- (pH

1,

5) y mono- (pH 5,4) hidrocloruro de gougeroti-

na (0,12 M en D,0) con los de moléculas andlogas

2C1H Gougerotina (pH 1,5) ClH Sougerotina (pH 5,k4)

a) _ a) _

6modelo Gobs 5obs Gmod Gmodelo Gobs Gobs Gmod
c2 150,4 150,8 0,4 160,0 159,4 0,6
c5 97,3 98,5 1,2 98,6 98,8 0,2
c6 146,7 146,6 -0,1 144,3 143,4 0,1
c1' 90,7 85,1 ~5,6 90,1 85,1 =-5,0
c2' 75,2 75,2 0,0 76,4 75,3 -1,1
c3! 73,1 78,1 5,0 73,1 77,8 4,7
c4! 54,3 55,4 1,1 54,3 55,2 0,9
CS' 76'6 73'7 —2'9 76,6 73'1 "3,5
ce6' 176,7 174,1 -2,6 176,7 173,3 -3,4
ci*  171,1  173,8 2,7 171,1 173,3 2,2
c2" 55,4 58,0 2,6 55,4 57,5 2,1
c3" 61,0 63,5 2,5 61,0 63,2 2,2
can 172,6 168,7 -3,5 172,6 170,2 -2,4
cs" 52,7 51,6 -1,1 52,7 - -
ce" 33,7 35,0 1,3 33,7 35,3 1,6
a)

Los desplazamientos quimicos de 13C de la base se evalua-

. ron a partir de los de la citidina corregidos (pH 1,5) o

no (pH 5,4) con los desplazamientos por protonacién del

CMP ( 37). Los del aziicar se evaluaron a partir de los de
-glucosa y se corrigieron por la introduccién de grupos
-NH, y -CONH, en Ch' y ¢c5' (36 y 42). Los del dipeptido

se obtuvieron a partir de los de glicil-serina, corrigiendo

por la formacién de amida (serinil) y la introduccidn de un

grupo -CH3 en el C del resto glicil (12 y 38).
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TABLA 34

Comparacién de los desplazamientos quimi-

€os (en ppm) de_13C vor protonacibn, (Asécy+
+6cy), de los nficleos-del resto citidil en

gougerotina con los de moléculas an&logas

Amodelo Abbs Aobs-A

modelo
C2 -9'6 -8'6 1'0
c4 ~-7.,4 -6,1 1,3
CS —1'3 -0'3 1,0
Cc6 +2,4 3,2 0,8
c1’ -0,2 0,0 0,2
TABLA 35

Comparacién de las constantes de acopla-
miento '3c-'m (1J,Hz; *1) del hidroclo-
ruro de gougerotina (0,12M en D,0, pH 2,5)
con los de moléculas anflogas (42 y 43).

1 1

J J

modelo obs
C5 183 176
Cé6 186 182
c1l’ - 170
c2' 145 146
c3! 160 158
c4' - 148
c5! - 149
ca" 141 141
c3" 142 149

ce" 145 143
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del intercambio de H por D que tiene lugar en el carbono o
del resto sarcosilo, proceso que se observa claramente en
el espectro de ]H. Dicha senal se asigna, pues, a C5".
Queda finalmente la senal a § 57,5 que se asigna, por ex-
clusién, al carbono a del resto sarcosilo (C2") para el
que es de esperar un desplazamiento quimico cercano al ob-

servado.

Respecto a los tiempos de relajacién, se han me-
dido s6lo los inferiores a 3 segundos, ya que, debido a la
pequena solubilidad del antibibtico, los tiempos de medida
correspondientes a T1>3s, son prohibitivos (%2 semanas).
Los tiempos de relajacién medidos, si exceptuamos el del
grupo -NCH3 terminal, presentan todos aproximadamente el

mismo valor, comprendidos entre 0,4 y 0,8 seg.



=140~

IT.5. Interacciones antibiético-ribosoma

I1.5.1.- Déterminacién de las constantes de asocia-
cién del nmero de sitios de ligadura y del
factor de relajaciébn.

En el capitulo I.3. se han expuesto las modifica-
ciones que han de esperarse en el espectro de RMN de una
molé&cula pequeifia cuando &sta interacciona con una macromo-
lécula. En principio, y si nos limitamos a observar las
seifiales del antibiético libre, pueden esperarse variaciones
en tres de los paré&metros magnéticos que caracterizan a
cada una de ellas: frecuencia de resonancia, tiempo de re-
lajacién T, ¥ tiempo de relajacidén T,. Por ser la anchura
de la senal (Aw=1/wT2) el pardmetro que muestra mayores
variaciones en este tipo de estudios, referiremos nuestra
discusién a este par&metro. La expresién {I.3.15} de I.3.
nos proporciona la variacién del exceso de la anchura ob-
servada (1/ﬂT2p) con la fraccién molar de antibibtico li-
gado, PM' y los parémetros (1/T2M)' (1/TM) Yy AwM‘ Estos
tres filtimos no dependen de las concentraciones iniciales,
por lo que, a efectos de estudiar la variacibén de anchuras
respecto a estas variables, la anterior ecuacién puede ex-
presarse como,

(1/T,,) = By A" {11.5.1}
donde A*, o factor de relajacibn, es todo lo que multipli-

ca a P, en la expresibén {I.3.15} de I.3.

Si llamamos Ao Y Ro a las concentraciones inicia-
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les de antibiético y ribosoma, respectivamente, y suponemos
que el ribosoma tiene n sitios independientes de ligadura
respecto al antibiético con una misma constante de afini-

dad Kps &sta viene expresada por

en donde las concentraciones [A], [S] y [AS] son las co-
rrespondientes al equilibrio, [S] es la concentracién de
sitios libres y [AS] es la concentracién de
sitios en los que se encuentra ligado el antibiético. La

fraccién molar de antibiético ligado, Py serd entonces,

B = {%f} {11.5.2}

En funcién de la concentracién de [AS] y de las concentra-
ciones iniciales, la expresién de la constante de equili-
brio queda:

K, = = = AS
A F Ry " TSRS (IR, T-TASTY

donde KD es la constante de disociacién del complejo [AS]‘

La anterior expresifn puede resolverse para EAS]

dando:

(as] =

([ ]+ [nR J+xp) - J([a J+n[R 14K “~an[s ] [a_]
» 2

que, para efectos de c&lculo, es mis conveniente expresar

como :

(as] = 2n[R ] [Ao]

((a J+n[R J+R )+ ;ﬁTAof:;f§;]+KD)‘—4n[Ra][A;j

{11.5.3}
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Para la interaccién de nuestro interés, por la que el anti-
bi6tico se liga al centro peptidil-transferasa del ribosoma,

b -1

n=1y KA>10 M . Asimismo, el rango de concentraciones acce-

. -3 -6
sible instrumentalmente es [Aolwlo Y [Ro]mlo . Con todo

ello, la expresibn de [AS] queda en buena aproximacidn,

(as] = H—[;—g-; {11.5.4}

y si Kp<<[a_],

(s] = [R,]
es decir, si la constante de asociacifén es muy grande,

todos los ribosomas tendr&n ligada a una molé&cula de an-

tibiético.

Sustituyendo {II.5.4} en {II.5.2} y &sta en
{11.5.1} y expresando &sta en funcién de las anchuras ob-

servadas, queda:

TAw = 7 (w' -wA) = (l/T TI-;E]_-!:-‘T A* {11.5.5}

donde Aw es la diferencia entre la anchura de la lfinea
observada, wé » Y %a correspondiente al antibiético libre,
w,. Expresando {11.5.5} en la forma

(L) = [A] [K°] ([a_]+K.) {11.5.6}
W = TRgE * TRJE - RTE (A1

en donde se ha puesto A=A*/7, una representacién gré&fica
de los valores observados para (1/Awi) para distintos va-

lores de Aol manteniendo R° constante, nos proporcionaré



una recta cuya interseccién con el eje X da directamente
el valor de K,. Es claro que para ello A  ha de ser sufi-
cientemente pequeiio para que AomKD, pues de otra forma la
recta pasarfa por el origen y s6lo podria obtenerse para

K. un valor limite, K

<«
D Ao'

D

Como se ver§ m&s adelante, existen pruebas evi-
dentes de que ademés del equilibrio de interaccién del an-
tibi6tico con el centro peptidil-transferasa (caracteri-
zado por n'=l Yy K1>103 M'l) existe otra interaccién con
uno o varios sitios (n2) del ribosoma, que supondremos

equivalentes e independientes y con una constante de afini-

dad mucho menor (K,).
La expresibn de (1/T2p) es ahora,

% *
(l/sz) = pmA1 + Pyolb, {rr.s5.7}

Siempre que se cumpla la condicifn de que el intercambio
directo entre los dos sitios no contribuya a la relaja-

cién (10). Los valores de PMl Yy PM2 son:

(as) , _ [as] )
Pur = 2] Y M2 (3]

donde [AS]l Y LAS]Z son, respectivamente, la concentracién

en el equilibrio de sitios llenos del tipo 1 y del tipo 2.
Las expresiones de las correspondientes constantes de
equilibrio, que han de satisfacerse al alcanzarse éste,

son:

(as] !

([a,)-[as] ,-[as],) (n, [R]-[aS] )




Y (as],

= TAT-TReT = TsT,) (TR, T=TAST;T

Desp:jando [AS]l de la primera ecuacién y [As]z de la se-

gunda queda:

= .
asl, = —e {11.5.8}
[as], B +JBZ-2a
donde
a = 2n [R]([a]-[2s],)
B = ([r]-[ns],+n, [Ro]ﬂ(nl)
Y .
c
AS], = . {11.5.9}
[s), D + YD¢-2C
donde

¢ = 2n,[R ]1([a ]-[as],)
D= ([a]-[as],+n,[R ] +KDZ)

Este sistema de dos ecuaciones, una vez resuelto, nos per-
mite conocer los valores de [As], y [AS], a partir de va-

lores dados de [a_ ], [R ], n,, n,, K

27 Kpy ¥ Ky,
Puede comprobarse ficilmente que, para el —egundo
equilibrio, si KDZ>>[A°], nz[R;], la ecuacién {II.5.9}

queda

[AS] . Ry [ROJ [AO:l

y 1a contribucién a la anchura de la lfnea de A correspon-

diente a este equilibrio es:
n, [R.] o

(1/1, )'=
2p KDz 2




es decir, es independiente de la concentracién inicial de
[r,] v depende s6lo de la de [R,]+ lo cual se observa en

nuestras medidas.

La ecuacifbn que describe el exceso de anchura

total observado es, para nuestro sistema, en una buena

aproximacién:
[Ro] nz [Ro]
Aw = A, + ———— A {1I1.5.10}
[Xol 1 KDZ 2

que puede expresarse

A
(=) = ﬁfT K, K'—KD2+EA01%% {I1.5.11}

Una representacién grifica de los valores de
(1/8w;) obtenidos para distintos valores de [A_.] consta
de dos partes bien diferenciadas. A pequefios valores de
EAo], (1/Aw) crece desde cero con una pehdiente (1/[RO]A,),
mientras que a mayores valores de [Ao], (1/Aw) permanece
constante con un valor (X,, /[R ]]n,4,). Por tanto, si el
intervalo de concentraciones de EAO] én que nos movemos es
el correspondiente a esta segunda parte, s6lo podremos ob-
tener un valor para la relacién (KDz/nzAz). Si, por el
contrario, es posible ingstrumentalmente hacer alguna me-
dida en la primera parte, a partir de ella puede obtenerse
un valor para A,. En todo caso, y dado que para estar si-

tuados en la seqgqunda regién, ha de cumplirse que

BiKpg << [A,]ny8,

es posible obtener un limite m&ximo para 4, que seré:
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n A'

By<< [Aom]‘( Kz 2)

D2

siendo [Aom] la minima concentracifn de EA;} medida. La
aplicacién de la expresi6n {II.5.11} exige tambié&n que
Kp,>>A s lo que supone la existencia de un 1lfmite minimo
para K,,, que es KDZ>>EA0H]' donde EAO"] es la concentra-
cibén méxima utilizada de EAoMJ' Asfmismo nZERo]<<KDZ' con
lo que se obtiene tambié&n un limite superior para n,, que
es n,<<Ky,/[R .. siendo [R ,] la concentraci6n m&xima
utilizada de [R_].

En el caso de que la concentracién de sitios del
segundo tipo sea tan grande que nz[R°]>>A°, KDZ’ todo el
antibi6ético estarfa ligado y la anchura Aw serfa indepen-

diente tanto de [Ao] como de [Ro]} lo que no ocurre.

Para el tratamiento del caso general, sin res-
tricciones, de la existencia de dos equilibrios de inte-
raccién simult&neos entre una molé&cula pequefia y una ma-
cromolécula se ha confeccionado un programa de cé&lculo
para ordenador que se describe en el capitulo siguiente.
Todo lo descrito es igualmente aplicable para el paréme-
tro (1/T1) sin m8s que cambiar en las correspondientes ex-
presiones (1/T2P) por (l/Tlp)' siendo en este caso A* el
factor de relajaci6én longitudinal que viene dado por 1la
expresién {I.3.16} de I.3. Asfmismo, también es aplicable
al par8metro Av=Aw/2m (véase {I.3.19} de I.4.), es decir,
a los corrimientos de frecuencia observados al cambiar
las concentraciones relativas de [AO] Yy [ROJ, siempre que

nos encontramos en la regién de intercambio ré&pido.



‘'TI.5.2.- Programa de c4lculo.

Se ha escrito un programa de cédlculo en FORTRAN 1V
para el tratamiento de datos de relajacibén o de frecuencia
de las sefiales de RMN de una molécula pequena, A, en pre-
sencia de una macromolécula, R, para distintas concentra-
ciones relativas de &stas, suponiendo un modelo de interac-
cibn en el que existen dos constantes de afinidad, K, vy
Kz’ asi como n, yn, sitios de cada uno de los dos tipos,

respectivamente.

Los valores de Kl' Kz' Ry, Ny, Al )'4 A2 se ajustan
por minimos cuadrados, partiendo de un conjunto de valores
iniciales. Estos se corrigen iterativamente hasta que las
correcciones calculadas no producen ya cambios significa-
tivos en los datos calculados que se comparan con los ob-

servados.

- El programa admite como entrada una serie de fi-
chas, correspondientes a N experimentos, conteniendo las
concentraciones iniciales de A, Egoi] y de R, [30‘], en
donde i va desde 1 a N. También han de darse los excesos

de anchura medidos, Aw,.,, para cada protén j de A (j=1,n)

ij
en cada experimento i. Asimismo se dan como entrada los

valores iniciales de las incégnitas K‘, K2, Ny, Ny, to-
das ellas comunes para todos los nx N puntos y los Alj Y
Azj correspondientes a cada prot6én. En el programa, se

permite la opcibn de dejar fijas algunas de estas incég-
nitas y no considerarlas, por tanto, como tales, asi co-

mo identificar algunas de ellas, como, por ejemplo, hacer

iguales todas las Alj'
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Con los valores iniciales de Kl' Kz, n,, n,, [Aoi]
y [Rol] se resuelven las ecuaciones {1I.5.8} y {II.5.9}
para obtener [AS]‘i Yy CAS]Zi, se calculan PMli Y PMZI Y,

utilizando los excesos de anchura, A Y A2j correspondien-

1]

tes a cada protén, se calculan chilc, mediante {II.5.7},

que puede escribirse como

calec _
Awij = leiaij + P"ZiAZJ {11.5.12}

la suma de cuadrados de residuos es:

2
¢ = i pa (aw§)3-aws3h)

i=1 j=1

Se supone, entonces gque, para entornos pequenos, el cambio
de una incégnita, Xy produce cambios lineales en las an-

churas calculadas,
9Aw

cal
a(aw§3h) —5——1 A%, {II.5.13}
El problema es, pues, encontrar los cambios, Ax', que hay
gue introducir en las incf6gnitas para que las anchuras

observada y calculada coincidan, es decir

3dw
z:,-s——l-Ax = (awg)s-aulh) (11.5.14}

Esta condicién puede expresarse matricialmente

como

Dc 4 =B

donde DC es la matrfz de derivadas parciales que se obtie-

nen por derivacién de {II.5.12} junto con {II.5.8} y



{I1.5.9}. A el vector de correcciones y B el vector de re-
siduos. El procedimiento estandar de mfnimos cuadrados pa-

ra resolver A, consiste en formar las ecuaciones normales

+

pct pc A = pct B {1I1.5.15}

en donde DC DC es una matrfz real simé&trica con determi-
nante no nulo. El sistema de ecuaciones {II.5.15} posee
la solucién A=0 s6lo si DC'B=0, es decir, si todos los
residuos son nulos. Si A#0, es necesario corregir el con-
junto de parémetros y repetir el proceso. En la préctica,
la situacibén A=0 es inalcanzable debido a los errores de
medida con que vienen afectados los Aw'j, con lo que el
proceso de ajuste se interrumpe cuando la suma de los
cuadrados de los residuos permanece constante en dos ci-

clos consecutivos.

Como salida, el programa proporciona los valores
de las inc6gnitas, sus errores estandar, los vectores de
error, es decir, aquellas combinaciones de incégnitas que
conducen a errores mdximo o mfnimo y que es una expresién
de las correlaciones existentes entre incégnitas, asf como
una tabla que incluye las anchuras observada y calculada,
las desviaciones y la matriz de derivadas parciales

(awij/ax‘).

El funcionamiento del programa se ha verificado
utilizando un caso simulado, y los resultados se resumen
en la Tabla 3€. Con los valores de las inc6gnitas de la

primera columna, y para distintas concentraciones de [AOJ



Yy (36}, comprendidas, respectivamente, en los intervalos

6 _10.1076

1.1073 -10.1073 y 1.10" se calcularon los corres-
pondientes valores de Aw. Estos se redondearon a la pri-
mera cifra decimal de Hz, por lo que su error de medida
puede considerarse como 10,05 Hz, y se adoptaron como va-
lores experimentales. Partiendo de unos valores iniciales
cualesquiera, el programa fue refiné&ndolos y en un limi-
tado nfimero de iteraciones proporcioné los valores y e-
rrores de las incb6gnitas que se recogen en la Tabla 36.

En principio, se mantuvieron fijas las inc6gnitas corres-
pondientes al primer equilibrio (columna 1) y, posterior-
mente, se fueron dejando algunas de ellas libres, obte-
niéndose una solucién satisfactoria s6lo cuando se mantie-
nen fijas K‘ yn, o bien K1 Yy Al’ La independencia del
sistema frente a Kl era de preveer, pues voluntariamente
se ha fijado como limite mfnimo de la concentracién de A,
1.10-3<<2,5.105. La bondad de los valores obtenidos para

las inc6gnitas depende mucho también, como puede verse en

las columnas 5 y 6, de la precisién de las medidas.



TABLA 36

Verificacién del programa RIBO para la deter
minacién de constantes de asociacién, n@mero
de sitios y factores de relajacién en equi-

librios de interaccién antibiético-ribosoma.

gzlg:zsin Valores obtenidos en el proceso iterativo
oSgnitas 1 2 3 4 5 6

5
2,5.10° fija fija fija fija fija fija

34 34,3%,2 33,7t0,2 34,110,3 364 2742 2148
1 fija fija 1,01%0,03 -9%23 fija fija
n, 1800 1790+7 1808+1 1794+11 1900+100 22601160 2600900
200 fija 21241 fija 611 400260 600*200
200 fija  212%1 fija 611  400%60 600+200
90 90,040,2 90,1%0,2 90,0%0,2 857 87+2 9349
60 60,0%0,2 <0,1%0,2 60,1%0,2 5715 58+1 59+6
g (Hz) 0,03 0,03 0,03 9,2 0,3 1.
exp (Hz) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,5 1.

Desviacidn estandard resultante del ajuste.

Error evaluado en la medida de anchuras.
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II.5.3.- Medidas experimentales.

Como se ha visto en el capftulo anterior, la me-
dida de los incrementos de anchura que sufren las sefiales
de los protones de las moléculas de un antibifético en pre-
sencia de concentraciones variables de ribosomas, o més
generalmente, para distintas relaciones de concentraciones
antibibético/ribosoma, puede proporcionar informacién acer-
ca de los equilibrios de interaccién entre ellos. Con este
prop8sito, se han obtenido espectros de RMN de protén, pa-
ra los antibiéticos puromicina y gougerotina, para distin-
tas concentraciones antibiftico/ribosoma. Se realizaron
tres tipos de series de medidas: 1) manteniendo constante
la concentracién de antibi6tico y variando la de ribosoma;
2) manteniendo constante la de ribosoma y variando la de
antibi6tico y 3) manteniendo constante de relacién A/R y
variando por dilucibn sus respcctivas concentraciones abso-
lutas. En el primer caso, el intervalo de la concentracién
de ribosomas se varié entre 1.10"7 Yy 1.10'5 M. El primer
limite viene determinado por la deteccién de un exceso de
anchura mehot que el error experimental de medida de 1la

anchura de la lfnea en ausencia de ribosomas.

A concentraciones mayores que el segundo limite,
las sefiales se ensanchan en un grado que el error experi-
mental en la anchura medida se hace muy grande. En el.se-
gundo caso, la concentracién de antibiftico se varié en-

2

tre 1.107°3 y 3.10 © M. El primer limite viene fijado por

la sensibilidad de nuestro espectrémetro en un tiempo ra-



zonable (12 horas). El segundo viene determinado por la
solubilidad del antibibtico al pH correspondiente al buffer
en el que son activos los ribosomas (v&ase I.4.). Asf, por
ejemplo, en el caso de la puromicina s6lo pudo llegarse a

una concentracién mé&xima de 9,0.10-3 M.

Las anchuras determinadas son las correspondien-
tes a las medidas a la mitad de la altura de cada sefnal.
En todo lo que sigue se identifica la anchura a mitad de
altura (Hz) con (1/wT2). Ello no es rigurosamente correcto,
ya que a la anchura de la sefial contribuye también en al-
guna medida la debida a la inhomogeneidad del campo. Sin
embargo, para las anchuras observadas, la contribucién de

ésta dltima puede razonablemente considerarse despreciable.

Las anchuras de las senales del antibiético di-
suelto en el buffer pH 8,0, se midieron directamente sobre
el espectro expandido a una escala de 7,5 Hz/cm, con lo
que el error experimental en su determinacién puede eva-
luarse en %0,2 Hz. Al afiadir ribosomas, las sefiales co-
rrespondientes a los distintos protones se ensanchan. En
la puromicina, las sefiales proténicas a alto campo de la
sefial de H-O0-D quedan oscurecidas por la de esta filtima
y por la correspondiente al tris-hidroximetil-amino-metano.
A bajo campo de la sefial de H-O-D pueden observarse y me-
dirse las sefiales correspondientes a H1l', la de los pro-
tones H_ ¥y H_. del anillo bencénico del resto O-Me-

tirosimil y la de los protones H2 y H8 del resto N-di-Me-

adenil. Las dos primeras, est&n desdobladas por acoplamien-
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to espin-espin, y las dos filtimas muestran un desplazamien-
to quimico relativo muy pequeno. En la gougerotina, pueden
detectarse las senales del -NH-CH3 terminal y las de los
protones H5 y H6 de la citidina, consistentes éstas Glti-

mas en sendos dobletes por acoplamiento mutuo.

Al ensancharse, debido a la presencia de los ri-
bosomas, las propias senales o sus compohentes, solapan,
lo que complica la medida de la anchura. Por ello, para
su determinacién se ha empleado un método de ajuste por
minimos cuadrados del contorno espectral. Mediante este mé-
todo, que se describe en detalle en (45), y en el que se
utiliza el programa de c&lculo denominado NMROV, se ajusta
por mfinimos cuadrados un contorno espectral digitizado
para proporcionar la posicién y anchura de las lineas que

contribuyen a dicho contorno.

En dicho programa hemos introducido algunas modi-
ficaciones pafa el mejor tratamiento del caso que nos ocu-

pa, y que pueden resumirse en los siguientes puntos:

1) Posibilidad de que las distintas sefiales puedan
mostrar distintas anchuras.

2) Posibilidad de que distintas sefiales mantengan una
separacién fija, ya sea ésta debida a aéoplamientos o a
desplazamientos quimicos.

3) Posibilidad de que distintas lfineas sean ajusta-
das con una misma anchura.

4) Posibilidad de que determinadas sefhales mantengan

una relacién de intensidades dada.



Como ejemplo, vamos a describir la realizacién de
una medida, cuyos resultados se ilustran en la figura 13.
En la parte inferior est& representado el espectro de la
puromicina (7,7.10'3 M en disolucién amortiguadora pH 8,0)
en la zona § 5-9 ppm a partir de DSS. En la parte interme-
dia, se representa el espectro correspondicnte a concentra-

ciones de A 7,7.1073 M y R 1,8.10°6

M, en donde puede ob-
servarse un ensanchamiento general de las distintas sena-
les, que, por simple inspeccifn, parece ser selectivo. Es
muy importante hacer notar cfmo la anchura de la senal del
grupo metilo del acetato, presente como constituyente del
"buffer", no se afecta en absoluto por la presencia de ri-
bosomas. En la parte superior, se repres::nta el espectro
calculado mediante el programa NMROV. Como entrada, se
proporcionaron, ademds del contorno a ajustar, las posicio-
nes de las distintas sefiales y unas anchuras evaluadas por
inspeccibn. Se mantuvieron fijos los desdoblamientos de
H1', H5" y H6", medidos en el espectro a). El c4lculo en-
tra en un proceso iterativo en el que van vari&ndose los
paré&metros iniciales hasta obtener un ajuste Sptimo entre
los contornos observado y calculado. Las anchuras Yy exce-
sos sobre las de a) se expresan en la figura, para cada
protén. En la figura 14 se ilustra el caso anflogo para el
antibiético gougerotina. En a) se muestra el espectro de
dicho antibi6tico a concentracién 8,6.10 > M, pH 8,0, 26°C)
y en b) el espectro del antibi8tico en presencia de ribo-

6

somas en concentracién 7,2.10 ° M. En e) se representa el
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Figura 13. Espectro de las senales a baijo campo del HOD, de puromicina,
en ausencia (a) v en presencia (b) de ribosomas. Contorno

calculado mediante el programa NMROV (c).
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AFigura 14. Espectro de las sefales a bajo campo del HOD, de gouge-
rotina en ausencia (a) v en pnresencia (b) ue ribosomas.
Contorno calculado mediante el programa NMROV (c).



contorno correspondiente a este Gltimo espectro, calculado

mediante el programa NMROV.

Debido al solapamiento de las lfineas, a medida

que se aumenta la concentracién de ribosomas y los espec-
tros se ensanchan en mayor grado, los errores en la deter-
minacién de anchuras aumentan. Estos errores pueden evaluar-
se en general, como un 15% del valor de la anchura. En las
Tablas 37 y 38, se dan para distintas relaciones antibié-
tico/ribosoma y para los distintos protones de los anti-
bibticos puromicina y gougerotina, los excesos de anchura

sobre los del antibiético en ausencia de ribosomas.

En la figura 15, se representan los excesos de
anchura obtenidos para las distintas sefiales de la puromi-
cina en funcién de la concentracién de ribosomas. A pesar
de los errores experimentales, puede observarse que la de-
pendencia de los excesos respecto a la concentracién de
ribosomas, muestra una tendencia lineal, y que la pendien-
te para los distintos protones es distinta. En la figura
17, se representan el producto (1/Aw)Ro frente a la con-
centracién de A . En ella puede observarse que las pendien-
tes de las correspondientes rectas de regresién son peque-
nas y que ellas no pasan por el origen. En las figuras 16
y 18, se ilustran representaciones andlogas para los pro-
tones de la gougerotina. Estos hechos experimentales, como
se discutib en II.5.1, conducen a concluir que, superﬁuesto
al equilibrio de interaccién del antibiético con el centro

peptidil-transferasa, existe otro equilibrio de interaccién



de constante de afinidad mucho m&s pequena que es el que

produce las variaciones observadas en los espectros de RMN.

Con objeto de comprobar si, en todo caso, este
comportamiento observado era caracterfstico de los inhibi-
dores del centro peptidil transferasa, se midieron los ex-
cesos de anchura para el nucle6sido adenosina, cuyos resul-

tados se dan en la Tabla 39.

TABLA 37

Incrementos de anchura de las senales del espec-

tro proténico (Awsw®PS-y!ibre

» Hz) de puromici-
na (Ao) en presencia de ribosomas (Ro), respec-

to a las correspondientes anchuras del antibi6tico

).20% ®].10° m2 H8 H H H1'

3,1 0,31 0,1 0,6 0,5 1,0 0,5
1,7 0,91 2,3 4,4 2,2 2,3 -

4,7 0,91 1,3 2,2 1,8 1,9 1,4
6,8 0,91 1,0 1,6 1,3 1,5 1,0
9,3 0,91 0,9 1,8 1,3 1,9 1,2

1,3 2,2 4,2 7,4 2,7 4,3 5,4
2,1 2,2 3,2 5,7 4,5 5,5 5,0
3,2 2,2 2,9 5,1 3,8 5,3 5,2

4,2 2,2 2,7 5,4 4,4 5,1 3,3




TASLA 338

Incrementos de anchura de las sefiales del espec-

tro proténico (Awswobs-wlibre

 Hz) de gougeroti-
na (Ao) en presencia de ribosomas (RO), respecto a

las correspondientes anchuras del antibiético.

[a].10° [R] .10° NCH, H6 H5
8,3 1,7 0,1 - 0,6 0,4
8,0 3,4 0,2 1,8 1,5
7,7 4,9 0,4 2,7 2,7
7,5 6,2 0,8 4,1 4,0
7,2 7,5 1,0 4,8 3,4
2,9 3,0 0,4 4,0 2,1
2,2 9,1 1,8 6,5 5,7
3,3 9,1 1,8 5,4 3,9
6,5 9,1 1,6 6,0 3,8

13,0 9,1 1,5 6,4 4,4

26,0 9,1 1,3 5,2 3,7

TABLA 39

Anchuras observadas para algunos protones de la
adenosina en presencia (WR) y ausencia (Wo) de
ribosomas (1,1.10-2 M de adenosina, 7,4.10"6 M de
ribosomas, disolucifén amortiguadora tris, pH 8,0)

Anchura (Hz) Exceso de
Wo WR anchura
Hg 1’4 6'2 418
HZ 1'4‘ 5,3 2'8
Hl' 1'3 5,8 “’3,5

Ac 1,2 1,2

o
-
o
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Figura 15. Variacibn de los excesos de anchura, de algunos

-protones de puromicina con la concentracién de
ribosomas.
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Figura 16. Variacifén de los excesos de anchura de algunos protones
de gougerctina con la concentracién de ribosomas.
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Figura 17. Variacién de (|Rgy| /AW) con la concentracién de anti-
bi6tico, para algunos protcnes de puromicina.




*eur3loxasbnob op
sauojoxd sounbie eieu ‘OOIIQTYTIUR DP UQTORIJUIOUOD BT UO0D (MV/|%4|) °op ugroeTIes °8T eandrg

wev T
~-m—r.o.m N..o_”.QN - 01:0°1 - .

GH | | | % |
O : O- MHH mu” -0
| -0'L
o B WS
~ : O | mmNHMlllllﬂMXVI: u
| Wc.p
€HO-N -0
O O —QO -O-O0— gq
@ 0 0L O ] 1

VNILOY39N09



Como puede observarse, mientras la sefial del grupo acetato,
componente de la disolucién amortiguadora no varfa, las de
los protones de la adenosina sufren un incremento de an-
churas que ademds, es selectivo. Los desplazamientos qui-
micos, por el contrario, no sufren ningGn corrimiento. En
definitiva, la adenosina muestra un comportamiento an&logo
en su interaccién con los ribosomas al que muestra la puro-
micina, cuando, sin embargo, es bien conocido (46) que la
adenosina no presenta propiedades inhibidoras del centro

peptidil-transferasa.

I1.5.4.- Variacién con la temperatura.
En un sistema compuesto por antibiético y ribosoma,

en concentraciones dadas, disueltos en D,0, al variar la

2
temperatura se alteran distintas magnitudes, que contri-
buyen a la anchura de las sefiales del espectro proténico
del antibibtico. Estas son: el tiempo de correlacién de la
molécula de antibibtico libre y el del ribosoma, la visco-
sidad del medio que contribuye a la magnitud anterior, la

fraccién de antibibtico ligado y las cinéticas de formacién

y disociacién del complejo.

Como se vio en el capftulo I.3.2., la observacién
de la variacién de la anchura de las sefiales con la tempe-
ratura puede servir de iIndice cualitativo, en principio,
para determinar el tipo de intercambio "r&pido" o "lento"
a que estd sujeto el sistema en estudio. En nuestro caso,
los excesos de anchura observados disminuyen al aumentar

la temperatura, lo que es indicativo de que estamos situa-
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dos en la regidn de intercambio répido, es decir, (l/TM)
en {I.3.15} es muy grande, por lo que el exceso de arnchura

viene dado por
(1/T,,) = B, (1/T,,)

Para constantes de asociacién relativamente gran-

des K 210% M™!

, la variacién en PM' en un intervalo res-
tringido de temperaturas (25°C-45°C) es muy pequefia y pue-
de despreciarse, por lo que la variacién en los excesos
de anchura han de reflejar los que sufra (1/T2M). Como se
vio en I.3.2., esta magnitud es funcién del tiempo de co-
rrelacién del complejo, T.r que a su vez puede expresarse
en funcifén de la temperatura por una ecuacibén de activa-

#

cibn, en la que AG’ es la energfa libre de activacién co-

rrespondiente al proceso de difusién rotacional del com-
plejo. En nuestro caso, sin embargo, KSlO2 M-', y la frac-
cién molar del complejo puede variar sustancialmente con

la temperatura, por lo que el estudio de la variacibén del
tiempo de relajacibén con la temperatura para una sola rela-
cién de concentraciones no permite la evaluacidn de la

energfia de activacifn a que anteriormente hemos aludido.

En la Tabla 40, se dan las medidas resultantes
para las anchuras de algunas sefiales protfnicas de la gou-
gerotina (2,6.10"2 M) en presencia de ribosomas (9,1.10°2
M) a distintas temperaturas comprendidas entre 26° y 45°C.

Como puede observarse, los excesos de anchura disminuyen

al aumentar la temperatura, lo que indica cualitativamente
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que el sistema estd situado en la regién de equilibrio ré&-
pido. Ello es consistente con la existencia de un equili-

brio de asociacibén de baja afinidad.

TABLA 40

Excesos de anchura (Aw=wR-w°, Hz) de las se-
Nales correspondientes a los protones H5, H6

Y NCH3 de gougerotina en funcién de la tempe

2 6

ratura, ([a ]=2,6.10"" My [R ]=9,1.107° M).

T (°K) He H5 NCH3
303 5,0 3,8 1,6
308 4,6 3,3 1,6
312 3,6 2,4 1,1
316 2,6 1,9 0,9

II.5.5.- Efecto de iones paramagnéticos.

La presencia de pequefas concentraciones de iones
paramagn©ticos puede introducir en este tipo de medidas
una seria fuente de error, debido a 1la extraordinaria efi-
ciencia de estos iones para promover la relajacién nuclear.
Ello es consecuencia de que el momento magnético electr6-
nico es MI03 veces mayor que el del protén, por lo que los
campos locales fluctuantes debidos a los iones paramagné-
ticos son mucho mayores que los debidos a moléculas dia-

magnéticas conteniendo dipolos magnéticos nucleares.
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“n estudios andlogos al realizado aqui, se extre-
man las precauciones experimentales para evitar la presen-
cia de estos iones, para lo cual se trata el material de vi-
drio a utilizar con una disolucidn de &cido nitrico diluido,
y la disolucibn sobre la que se realizan las medidas contie-
ne siempre el agente complejinte EDTA en concentraciones del
orden de 10-h M. Desgraciadamente, en nuestro caso, esta
previsién no es aplicable, debido a que los ribosomas van
suspendidos en una disolucién que es '\:10"2 M en Mgz+, io-
nes que £on necesarios para evitar la disociacién de los

ribosomas.

El espectro de RMN de la disolucién amortiguadora
que se utiliza como medio para la realizaci6n de las medi-
das, muestra tres senales de resonancia: la del CH, del
ién acetato, la de los protones, Hog§2~C del tris- y la
del HOD, con una anchura que viene dada fundamentalmente
por la homogeneidad del campo magnético. Si a esta disolu-
cibén se anade EDTA, en una concentracién de 5.10-3 M, las
sefiales anteriores no sufren ninguna variacién en su an-
chura. Ello indica que de existir iones paramagné&ticos en
la disolucién amortiguadora, su concentracibn es tan pe-
quena que su contribucién a la relajacién de los protones

correspondientes a las distintas seflales es despreciable.

Podria suponerse, sin embargo, que los iones pa-
ramagnéticos fuesen introducidos en la disolucién por los
propios ribosomas y que al establecerse el equilibrio co-

rrespondiente a &sta quedase una cierta concentracibn de



estos iones en disolucibén. Con objeto de confirmar o des-
hechar esta hip6tesis, se realizaron espectros de puromi-
cina en presencia de los iones paramagnéticos mds comunes.
En general, los desplazamientos quimicos de los protones
no sufren modificaciones apreciables salvo en el caso de
Ni2+ Y Co2+ en los que las sehales se desdoblan debido al
efecto de las interacciones de contacto entre los iones
paramagnéticos y los grupos de la puromicina que act@an
como ligandos. Las anchuras de las senales protfnicas de
la puromicina y las de los componentes del "buffer" si se
afectan sensiblemente, aumentando al aumentar la concen-
tracibén de los iones implicados. Para cada uno de los io-

nes paramagnéticos Mn2+, Cu2+, Fe2+ Yy Ni2+

se realizaron
cuatro medidas a distintas concentraciones. Como nuestro
interés estd centrado en obtener un fndice cualitativo del
ensanchamiento selectivo que sufre cada uno de los proto-
nes, los excesos de anchura se refirieron a los que sufre
el protén H2, para cada i6n paramagnético. Los excesos re-
lativos que figuran en la Tabla 41 son las medias pesadas
correspondientes a las cuatro medidas, utilizando como
factor de peso el exceso de anchura del protén H2 en cada

caso. En dicha Tabla se incliyen tambié&n los excesos rela-

tivos correspondientes a la adicién de ribosomas.

Como puede deducirse de la consideracién de los
nGmeros de la Tabla 41, ninguno de los iones paramagnéticos
inclufdos en ella muestra una correlacién en sus efectos

con los producidos por la adicién de ribosomas. El1 i6n an+



afecta grandemente a la anchura de Hmeta y a las del ACO
y Tris del "buffer", no produciendo, en cambio,
el ensanchamiento en la sefial de H8 que producen los ribo-

2+, el cuecl

somas. Tampoco sucede esto Gltimo con el i6n Cu
produce, ademis un gran ensanchamiento en la sefial del
"Tris", que s6lo es ligeramente afectada por los ribosomas.
El i6n Fe2+ origina un ensanchamiento muy homogé&neo tanto
de las sefiales del antibiético como de las del ACO y "Tris"
del "buffer". El1 ién Ni2+ afecta mayoritariamente a esta
Gltima sefial, y por idénticas razones, pueden descartarse

el Coz+, Fe3+ Yy Cr3+ como responsables de reproducir los
ensanchamientos relativos observados con la adicién de ri-

bosomas.

Como conclusifn de lo discutido en esta seccién,
puede afirmarse que el ensanchamiento observado en las se-
nales protbénicas de la puromicina al anadir ribosomas no
se debe a la presencia de ninguno de los iones paramagné-
ticos examinados, m4s comunes, que pudieran haber sido in-
troducidos en la disolucién por ios ribosomas. Los ensan-
chamientos observados se deben, pues, a los propios riboso-
mas, lo que no excluye que la interaccifn secundaria ob-
servada de la puromicina con los ribosomas se produzca a

través de un centro paramagnético ligado a é&stos.

I1.5.6.- Efecto de la viscosidad.
La viscosidad afecta al tiempo de correlacién en
cualquier modelo de movimiento de difusifén rotacional. A

su vez, el tiempo de correlacién interviene en la expresién



TABLA 41

Comparacién de los excesos de anchuras de algunas
sefiales (relativos al de HZ2) de puromicina produ~
cidos por adicibn de ribosomas con los producidos
por adicién de distintos iones paramagnéticos.

H1 1,4
H) vo 1,3 1,2 1,0 1,1
H ova 1,6 2,5 1,6 1,0
H2 1 1 1 1,0
HS 1,9 0,8 1,0 0,7
ACO ™ 0,0 2,0 0,0 0,7
Tris 0,4 1,6 1,7 0,6
N(CH3)2 - 0,3 0,3 o0,8
OCH, - 0,3 0,2 0,8

de los tiempos de relajacién de spin nuclear 'I'l Yy Tz. Es
de esperar que un cambio en la viscosidad del medio afec-
te a la anchura de las seifiales (1/nT2) y &éste es tal que
para un incremento de la viscosidad se produce un aumento

de la anchura.

Una dispersifén de ribosomas en agua muestra una
mayor viscosidad que el agua pura. Asi, las medidas rea-
lizadas en un viscosimetro Ostwald para una disolucién

6,1.10-6M en ribosomas, a 26°C, dieron una viscosidad re-



lativa de n/n°=1,14. La m&xima concentracién de ribosomas

6

utilizada fue de 9,1.10 °M, lo que corresponde a una vis-

cosidad de n=1,06 c.p. (26°C).

- La variacién de anchuras de las sefiales de anti-
bi6tico en presencia de concentraciones crecientes de ri-
bosoma podrfa pues, en principio, atribuirse al incremento
de viécosidad de las disoluciones. Que ello no es asf se
demostré midiendo la variacién de las anchuras del anti-
bi6tico en medios (aguat+glicerina) de distinta viscosidad
relativa (1,0 a 1,7). Los resultados de esas medidas para
puromicina se dan en la Tabla 42. Como puede observarse,
las variaciones de anchura obtenidas son muy pequefias
(del orden de 0,6 Hz en todo el intervalo). Las repercu-
siones en las anchuras de las sefiales del antibiético que
puedan tener los incrementos de viscosidad producidos por
la disolucién de ribosomas, que se encuentran comprendi-
dos dentro de un intervalo mucho mis pequefio, (N=0,9-11

c.p.), son inferiores al error experimental.

Al variar la temperatura, cambia también la vis-
cosidad. Al objeto de interpretar correctamente el efecto
de la temperatura sobre la interaccién antibiético-ribosoma
es importante conocer el efecto sobre las anchuras del
cambio concurrente de la viscosidad. Para ello, se rea-
lizaron medidas de anchuras para una disolucién de viscosi-
dad n=1,30 c.p. (26°C) a distintas temperaturas. Los resul-
tados se dan en la Tabla 43. Como puede observarse, las

variaciones medidas son pequenfias y, en todo caso, son



asimilables a las obtenidas al variar la temperatura en

ese intervalo para una disolucién del antibi6tico en agua.

TABLA 42

Anchuras de las sefiales de algunos protones
2O de
M, pH 2,5 26°C)

de la puromicina en disoluciones en D
distinta viscosidad (1,2.10 2

Glice- w(Hz)

rina =
¢ nlcp) H2 HS Hyrrofmeta HL' ACO
0 0,87 1,3 1,5 1,6 1,6 1,5 1,1
5 0,99 1,2 1,2 ’ ’ ' 1,1
10 1,13 1,5 1,8 .4 ' 2,2 1,5
15 1,30 1,2 1,5 2,1 ’ 1, ’
20 i,5¢ 1,5 1,8 2,4 2,2 2,1 1,5

TABLA 43

Anchuras de las senales de algunos pro-
tones de la puromicina en disolucién
1,2.10"%M en (85% D,0, 15% Glicerina,
N,6° 1,30) a distintas temperaturas.

w(Hz)

T n

(-] 1]
(°C) (cp) B2 H8 H _ H __HL' ACO

26 1,30 1,3 1,5 1,6 1,6 1,5 1,1
35 1,15 o0,? 1,4 1,5 1,4 1,2 0,6
40 1,06 1,5 1,4 1,4 1,5 1,4 0,9
45 o,98 0,9 1,3 1,5 1,4 1,2 0,8




-180-

I1.5.7.- Interaccién puromicina-t-RMA,
Se han medido los excesos de anchura de las sefia-

les H2, H§, H1', H de la puromicina que resul-

orto b4 Hmeta
tan al afiadir a una disolucién del antibi6ético libre, en
una concentracidn de 4,5.1Q'3 M, &cido nucleico de trans-
ferencia, t-RNA, obtenido de levadura de panaderifa, en con-

4 b M. E1 t-RNA utilizado

centraciones de 1,0.10 "' My 2,0.10"
en estos experimentos nos ha sido cedido gentilmente por el
Dr. E. Gallego, del Instituto de Quimica Fisica "Rocasolano”.
En la Tabla 43a se dan los excesos de anchura absolutos,

oo sz han obtenido asi como los excesos de anchura relati-
vos al protén H2, que se comparan ccn los obtenidos para la
adici6én de ribosomas. Como puede comprobarse, existe una

marca.a analecgia entre ambos sistemas.

TABLA 43a

Excesos de anchura de las senales del espectro
3M) en

presencia de t-RNA. Comparacién de los excesos
relativos a H2 con los obtenidos para ribosomas

proténico de puromicina ([A°]=4,5.10-

Excesos de anchura (Hz) Excesos de anchura
[t-RNA]o relativos a H2
1,0.10°%M 2,0.10° "M tRNA  Ribosomas
Hi' 2,7 5,3 1,3 1,4
H 2,4 4,9 1,2 1,3
H°r§° 34 6.4 1.6 1.6
pgete 2,1 3,9 1 1
HS 2,8 5,6 1,4 1,9
ACO 0,1 0,6 0,1 0,0
TRIS 1,0 2,3 0,8 0,4




II.5.8.- Resultados.

El programa descrito en una seccién anterior se
aplic6 a las medidas experimentales obtenidas para excesos
de anchuras de senales protSnicas de puromicina y gougero-
tina, en presencia de ribosomas. Como ya se habfa adelan-
tado, estas medidas experimentales no dependen de los pa-
rénetros kl y n, correspondientes al equilibrio de interac-
cién de los antibi6éticos con el centro peptidil-transferasa

del ribosoma.

Los excesos de anchura experimentales se ajustaron
pues a los parémetros correspondientes al segundo equili-
brio kz' n, y Az’ Como se vio en la seccién 1I.5.1. estos
pardmetros no son independientes y es preciso proceder al
ajuste fijando de antemano alguno de ellos. En la Tabla 44
se da el valor de la desviacién standard obtenida en cada
ajuste al fijar k2 yn, a sucesivos mdltiplos de 10. Puede
observarse, por ejemplo, que los valores de kz y n, tienen
un limite superior bien definido, pero que entre esos valo-

res Y los correspondientes a n,=1 y k2=1, la calidad del

2
ajuste es practicamente equivalente. La magnitud que estéd

bien determinada es el producto nzAzkz, cuyos valores para

los distintos protones de puromicina y gougerotina se dan

en la Tabla 45. El1 valor de k2 en puromicina parece estar

1

centrado hacia k2=150 M ', mientras que en gougerotina es

1

de un orden menor kzglo M '. Asfmismo, parece haber un peque-

fio mfnimo para ambos antibifticos en las proximidades de
nzglOOO, sl bien cualquier valor de n

2
Yy 103 proporciona practicamente el mismo ajuste. Para rcom-

comprendido entre 1

per la correlacibén de n, y A, es necesario tener informacibn

de otra fuente acerca de sus valores individuales.



TABLA 44

Desviacifn estandar de los excesos de an-
chura observados (Hz) resultantes del ajus-
te mediante el programa descrito en I1I.5.2

Puromicina

n,/k, 109 10! 102 103
10° 0,70 0,68 0,60 1,08
10' 0,70 0,68 0,60 1,07
102 90,70 0,68 0,60 1,04
103 0,70 0,68 0,59 0,68
10* 0,70 0,71 0,91 1,43.

Gougerotina

n,/k, 10° 10" 102 103
10° 0,61 0,59 0,99 1,80
10' 0,61 0,58 0,96 1,72
10> 0,61 0,58 0,92 1,65
10> 0,61 0,57 0,70 0,94
10" 0,61 0,65 1,09 1,38




TABLA 45

Valores del producto kznzA2

a los distintos protones medidos para puromi-

correspondientes

cina y gougerotina, resultantes del ajuste -
realizado con el programa RIBO de los exce-
sos de anchura observados al anadir ribosomas

Puromicina

nyk, A, , Uk,=150) A, ‘k2:i§9;
HS 4,0.10° 2,7.10" 27
H2 2,2.10° 1,5.10" 15
Hora 3,3.10° 2,2.10" 22
H (o 2,5.10° 1,7.10" 17
H1' 3,0.108 2,0.10" 20
Gougerotina

n,k,A, A, (k,=10) 4, (k, :igi)
H6 7,8.10° 7,8.10" 78
H5 5,8.10° 5,8.10" 58
NCH 1,9.10° 1,9.10" 19




III. INTERPRETACION DE RESULTADOS Y
DISCUSION
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IITI.1. Estructura y conformacidn molecular de puromicina

La estructura cristalina del cdihidrocloruro de
puromicina ha sido obtenida recientemente por Sundaralin-
gam y Arocra (49). 21 mismo grupo ha realizado un estuio
(50) de lus conformeciones vosibles de esta molécula por
métodos mené&nicos de energia potencial en el que se han
tenido en cuenta interacciones torsionales, electrost&—
ticas y de van der Waals. El espectro de RMN del 1H del
dihidrocloruro de puromicina, a 60 y 100 MHz ha sido
descrito #n (30) y (31), en don 2 se obtienen algunas
caracteristicas conformacionales. El propbsito de la pre-
sente discusifn es el de utilizar convergentemente toda
la informacifn procedente de nuestro estudio de los es-

pectros de lH Y 13

C con el cbjeto de describir la con-
forma: i6n molecular preferida de la purcmicina en diso-
lucibén y comparar nuestras conclusiones con las obtenidas

en estudios precedentes.

La conformacib6n molecular que presenta el dihidro
cloruro de puromicina en estado cristalino, segdn se de-
duce de su estudio por difraccién de Rayos X, se ilustra
en la figura 19, en donde se ha senalado la nomenclatura
de los &ngulos diedros utilizados en la descripcién de
su conformacién. Las rotaciones en torno a los enlaces
C3'-N3', C2"-C1", C2"~C3" y C3"-C4" se designan con los
simbolos ¢, Y, X1 Y Xo respectivamente. El1 valor del
dngulo de torsidén ¢=0° corresponde a la conformacién en

la que los enlaces C2'-C3' y N3'-Cl" esté&n eclipsados;



para Y=0° el enlace NB;-Cl" eclipsa al enlace C2"-C3";
x1=0° corresponde a ia conformacién en la gue C17-C2"
eclipsa a C4"-C3" y X,=0° a aquella en que C2"-C3" y C4%-
C5" estén eclipsados. El &ngulo de torsibn glicosfdico,
X, se define de forma que X=0° cuando el enlace C8-N9
eclipsa ai enlace 0-Cl' del anillo de ribosa. El signo de
la rotacién se define como positivo, cuando mirando en la
direcci6n del enlace para el que se considera la rotacién,
el enlacé m§s alejado gira en el sentido de las agujas del
reloj respecto al enlace mi&s cercano. |

Lé conformaci6n dada en la figura 19, vie-
ne definida por ios Siguientes valores dé los é&ngulos de

torsi6n: X=18°, $=110°, y=257°, X,=74° y X,=732

Los resultados de los c8lculos de energfa po-
tencial torsional revelan que el nimero de conformaciones
favorables energéticamente para la puromicina, son muy
limitadas y que la mayor flexibilidad a la rotaci6én es
la mostrada por el enlace C2"-C3" del resto aminodcido.
Los rasgos conformacionales para esta parte de la molé-
cula son similares a los encontrados en los amino&cidos
aromdticos libres o a los de &stos incorporados en protei-
nas, lo que indica que la conformacidn del nuclefsido no

ejerce sobre ella un efecto significativo.

En nuestra discusifén consideraremos por separado
las distintas partes de la molécula de puromicina, dete-
niéndonos con m4s detalle en los rasgos conformacionales

cuyo estudio es m&s accesible por la técnica de RMN.



Figura 19. Dos nosibles conformaciones de la purcmicina: parte
superior, x]=60°; parte inferior, x]=180°.
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III.1.1.- Conformacién del anillo de furanosa.

Recientemente, Altona y Sundaralingam (51) han
propuesto una descripcién de la conformacién del anillo
de ribosa basada en el concepto de pseudorotacién, intro-
ducido en 1947 por Kilpatrick, Pitzer y Spitze; (52), para
discutir la conformacién del ciclopentano. La descripcibn
propuesta por Altona y Sundaralingam es mucho m&s apropia-
da que la utilizada con anterioridad, pues, aparte de ser
mids simple, es mds rigurosa y lleva implfcito el concepto
de la existencia de un contfnuo de conformaciones dentro

de un mismo pozo de potencial.

Un anillo pentagonal, como lo es el de furanosa,
presenta dos modos de vibracién en una direcci6n perpen-
dicular al plano medio de la molé&cula. Para definir una
conformacifn plegada (cualquier deformacién del anillo en
la que éste no sea plano) bastan, pues, dos coordenadas.
Altona y Sundaralingam eligieron dos, el &ngulo m&ximo
de torsién (em) y el &ngulo de fase de pseudorotacién (P),
que se relacionan con los cinco &ngulos de torsifén del

anillo por la expresibn:

ej =8 cos (P+]4) {111.1.1}

en donde j=0-4 y §6=144°., Para j=0 la ecuacibn anterior
se reduce a:

eo =6 cos P {111.1.2}

Cualquiera de las infinitas conformaciones del circuito

pseudorotacional (figura 20) puede pues describirse me-
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Figura 20. Arriba: Circuito pseudorrotacional del anillo de furanosa

en puromicina. gentro: confbrmeros tipo N y_S. Abajo:
Variacidén de AG  con el &ngulo de pseudorrotacidn.
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ciante los correspondientes valores em y P. Conocidos é&stos
y aplicando las ecuaciones {III.1.1} y {III.1.2}, pueden
calcularse las torsiones ej, determinando asf la conforma-
c.¥ . articular o que corresponden. Inversamente conocida
ésta, y una vez determinados los &ngulos de torsién, pue-
den encontrarse 6 y P. Con este objeto, es Gtil la expre-
sién, deducida de {III.l.1}

(8,+6,)=(8,+8,)

tg P = 290(sen 36+sen 72)

Como ejemplo, a la conformacién de sobre en la
que los cuatro carbonos se encuentran en un plano y el
oxfigeno estd desplazado por encima del anillo (°E), 1e
corresponde un valor de P=90°. Para el valor P=0° se eli-
ge la conformacién caracteristica por una torsifn m&xima
positiva del &ngulo de torsién C1'-C2'-C3'-C4', confor-

3

T2 o C2'exo -C3'endo simétrica en

anteriores descripciones del anillo de ribosa.

macién denominada

La utilidad del concepto de pseudorotacién en la
descripcibn de la conformacién de ciclos pentagonales,
reside en el hecho de que el problema vibracional (fuera
del plano) puede separarse en términos de estas dos coor-
denadas, resultando, por un lado, una verdadera vibracién
en torno al valor de minima e—ergia de em y, por otro,
una "pseudorotacién" o rotacién libre del &ngulo de fase.
De este modo, la interconversifn conformacional no tiene
lugar por una modificacién de er, es decir, pasando a tra-

v&s de la conformacién plana (que presenta la m&xima ener-
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gia en ciclos saturados), sinc por una modificacién del
dngulo de fase, P. En el ciclopentano, la barrera a la
pseudorotacidén es muy pequefia. Para ciclos con heteroito-
mes -7irue3a) y con sustituyentes, aparecen barreras a la
pseudorotacibén que, no obstante, suelen ser pequefias y
permiten seguir utilizando el tratamiento. Asi, de la
comparacifén de datos de Rayos X de 63 derivados de nucleb-
sidos y nucleb6tidos de purina y pirimidina, Altona y Sun-
daralingan concluyen que el anillo de ribosa de estas
moléculas normalmente ocupa s6lo dos intervalos relati-
vamente pequefios del circuito pseudorotacional: los de
tipo N (parte NORTE del circuito) con valores de P=2-14°
y los de tipo S (BUR) con valores de P=139-174° (valores
para B-rib6sidos de purina). Ello implica la existencia
de dos barreras de potencial (que se oponen a la pseudo-
rotacibén) a valores de P=90° y P=270°. En la figura 20

se ilustran las conformaciones con P=0° (tipo N) y P=180°
(tipo S) y un diagrama de la energia potencial en funcién

de P.

En disolucidén, los datos experimentales existentes
indican que el anillo de furanosa no presenta una fnica
estructura rigida, sino que refleja la existencia de un
equilibrio diné&mico r&pido entre, al menos, dos confor-
maciones plegadas, una del tipo N y otra del tipo S. El
problema que se nos presenta es, pues, el de determinar
a partir de los acoplamient~s medidos en el espectro

S

N
Jyigrr Jpu30 ¥ J34y, ., los valores de Py, © . Pgy 8
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que caracterizan las conformaciones N y S preferidas, asi
como la constante de equilibrio K(xN/xS) correspondiente
a la interconversién confofmacional (N T 89). LOS,valores
de los primeros cuatro pérametros eStéﬂ éorreiacionados
(NJI.2.=S iy ¥ NJ3,,’.=SJ1.2. ) a través de la ecuacibn
de Karplus que se ufiliza para relacionar las constantes
de acoplamiento vecinales con los &ngulds diedros, ¢Pj"
entre los correspéndientes enlaces CHi‘ y CHJ,, por lo

que es posible obtener valores individuales para los 5

parimetros.

Siguiendo las aproximaciones y métodos descritos

por Altona y Sundaralingam (51) , se han obtenido para

puromicina y su dihidrocloruro los valores de Pyr No '

m
S
SI

cuyos coeficientes se han obtenido a partir de un andlisis

P Bm y K (XN/XS). La ecudcién de Karplus utilizada,

estadfstico de anillos de ribosa, bas&ndose en la indepen-
dencia de J2.3.y (Jl'2'+'J§'h') respecto a la posicién del

equilibrio N¥S, es la dada por dichos autores:
= 2 -
J = 10,5 cos ¢HH 1,2 cos ¢HH
Asfimismo, la relacién entre los &ngulos diedros ¢ij y los
de torsién del anillo ej es la dada en la tabla III de la
referencia (51). Las constantes J‘.Z.B,y'JB,,.l se han co-

rregido por el efecto de la sustituci6én del -OH en C3'

por el grupo aminoacil de acuerdo con la expresién
Jcorr= JObS(l-mAE)

en donde AE es la diferencia de electronegatividad entre



el 0 yel N (0,5) (53) y m se ha tomado como 0,1. En la
tabla 43 se dan los valores de las constantes de acopla-
miento observadas y corregidas y los valores de K(X,/Xg)

y AG para puromicina a pH=2,5, 10,5 y 12,5. En la tabla

N S
N’ em' 1:.Sy 6

junto con los de algunos &ngulos de torsién, ej, dngulos

47 se dan los valores obtenidos para P n

diedros entre enlaces CH, ¢ij' y constantes de acoplamien-

to calculadas para las formas N y S, todos ellos paré-

metros intermedios en el célculo de K, Pyr Nem, PS Y Sem.

Como puede verse en la tabla 45, el anillo de
furanosa en puromicina se presenta preferentemente en la
confofmacién de tipo N, a diferencia de lo que sucede en
la adenosina y en los tres adenosin-mono-fosfatos (2'-AMP,
3'-AMP y 5'-AMP) en los que el equilibrio est& desplazado

hacia 1la forma S.

La conformacién en estado cristadlino et también
la N, lo que conduce a la conclusifn de que los efectos
que la determinan son fundamentalmente intramoleculares
y que &stos predominan sobre los de solvatacién (disolu-
cibén) y los de empaquetamiento cristalino (s6lido). No
es fécil senalar alguna interaccién concreta que deter-
mine la adopcién preferente de esta conformacién. Sin
embargo, la que aparece como mi&s razonable es la interac-
cién de van-der-Waals entre el protén en Cl' y el susti-

tuyente en C3°'.

La interaccién 1,3-diaxial en ciclohexano para

-OH y -NH, es respectivamente,vo,7’ y 1,8 Kcal/mol (53). Una
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TABLA 45

Constantes de equilibrio K(xN/xS) de inter-
conversifén NZ S para puromicina y valores

de los acoplamientos utilizados en el cédlculo

pH 2,5 pH 10,5 pH 12,0

0,18 M 1,4.10°24  ~5.1273M
K (x, /%) (26°C) 3,3 2,4 1,6
AG(cal/mol) -715 -530 -340
X 0,77 0,71 0,64
x 0,23 0,29 0,36
305, @§oN, B2 2,5(2,5) 3,1(3,1)  3,8(3,8)

3703, 35730, Hz  6,0(5,8) 6,0(5,8) 5,8(5,6)

3305 (33550, Hz  8,0(7,6)  7,5(7,1)  6,8(6,4)




TABLA 47

Par&metros pseudoro tacionales y otros

datos geométricos para puromicina.

Forma N Forma S
P 21° (3°)2 160°
o, 330 (40°)p 36°
Jyip (Hz) 0,4 ' 9,7
J3uy (Hz) 9,7 0,4
d11g1 104° 154°
dg131 37° - 370
T 161° - 96°
84 31° - 34°
0, - 32° 20°
6, - 18° 350

a Valores deducidos de la estructura
de Rayos X.
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diferencia anfloga en el anillo de tetrahidrofurano podria
explicar cualitativamente la diferencia en la conformacién
preferida del anillo de furanosa en puromicina (tipo N) y en

la adenosina, 2'-AMP, 3'-AMP y 5'-AMP (tipo S).

Es también significativo el hecho de que a medida
que nos desplazamos a pH alto, el equilibrio NZS va des-
plaz&ndose hacia la forma S, si bien este desplazamiento
es relativamente pequefio. Ello indica la existencia de
factores de atraccién o repulsifn electrostdticos que con-
tribuyen también a determinar la conformacién del anillo

de furanosa.

Los valores encontrados para los par&metros pseu-
dorotacionales en disolucién, difieren de los determina-
dos en el cristal. Los determinados por RMN han de consi-
derarse con precaucifn, debido a las aproximaciones del
método, principalmente a la eleccién de los coeficientes
de la ecuacibn de Karplus. De todos modos, sf parece exis-
tir un desplazamiento del &ngulo de fase de pseudorota-
cién, P, hacia valores mayores que los encontrados en el
cristal, lo que supone un desplazamiento desde la forma
C3'endo-C2'exo (cristal) (P=0) hacia la C3'endo-C4'exo
(P=36°) en disoluci6én. Asimismo se observa significativa-
mente una reduccibén del &ngulo m&ximo de torsién, em,
desde 40° (cristal) a 33° (disolucién) lo que significa
un mayor grado de plegamiento que el normal (38°) en el
cristal y un relativo aplanamiento (33°) de dicho anillo

en disolucién. Para la estructura de mfinima energfa de



tipo S se obtienen valores muy similares a los obtenidos

para moléculas an&logas.

Eé,'por Gltimo, digno de destacar que la confor-
macién del anillo de furancsaen puromicina no sufre varia-
ciones significativas ni con la temperatura, ni con la
concentracién, ni inclusolcon el cambio de disolvente
(Dzo -+ DMSOi, como lo demuestra la constancia de JPZ' ’
Jé,3, )4 J3UN respecto a dichas variables. En 2l primer
caso (temperatura), ello indica que la diferencia de ener-
gia libre encontrada entre las conformaciones de tipo N
Y S son m&s bien debidas al término entrépico. En los
otros casos, se confirma la dependencia de la conformacidn
de efectos intramoleculares que predominan sobre los de
asociaciones moleculares (concentracién) y solvataci6n u

otro efecto del medio.

III.1.2.- Conformaci6n del grupo exocfclico ~CH,OH.
Los estudics por difraccifén de Rayos X de un gran
nGmero de nuclefsidos y nucleétidos en estado cristalino,
muestran que las conformacioﬁes preferidas del grupo exb-

ciclico -CH,OH respecto a la rotacidén en torno al enlace

2
C4'-C5' son las tres "alternadas" y, de entre ellas, la
denominada gg (figura 21). En disolucién, e§t5 bien esta-
blecida la existencia de una rotacién rpida en torno a
dicho enlace, de forma que las constantes de acoplamiento
medidas, Jﬁ'SW )4 Jﬁ'Sﬂa han de interpretarse como un pro-

medio de los valores que ellas presentan en los conflme-

ros individuales.
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No se dispone estrictamente de las constantes de
acoplamiento de los conffmeros I, II, III. Sin embargo,
existe una gran cantidad de informacién acerca de los va-
lores de estas constantes en una gran variedad de compues-
tos que cubren distintos intervalos dentro del rango en el
que puede desplazarse el equilibrio, asf como valores de
compuestos modelo cfclicos que pueden asimilarse con al-

guna de las conformaciones indicadas.

Los valores de estas cOnstanﬁes qgue se dan en la
figura se han tomado de (54) y cumplen con todas las de-
pendencias respecto a 4ngulos diedros y electronegativi-
dad y orientacién de sustituyentes determinadas empirica-

mente. Aceptando pues, que

Tyrg5ra = %918 * X119110 * *r191118
w5 = X ¥ 91 ¥ ¥

es posible calcular las fracciones molares correspondientes
a los tres rotdmeros, a partir de las constantes observadas
Jﬁ'S'l )'4 Jﬁ'S'h , una vez que las senales observadas H5'l

y H5'h se'asignen a los protones H5'a y H5'b., En estudios
andlogos para nuclefsidos y nucleétidos (55) esa asigna-
cién no puede hacerse inequivocamente. En el caso de la
puromicina, sin embargo, sf es posible hacerlo. Se ver§

en una seccifn posterior gue estos protones est&n apanta-
llados por el anillo bencénico del resto O-Me~tirosinil,

lc que conduce a la conclusién de que la conformacién pre-~

ferida en disolucifn es la que corresponde a la estructura
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de Rayos X (figura 19). La magnitud de este apantallamiento,
respecto a la del aminonuclefsido es de 0,50 ppm (Hh) y 0,39
(H1) . La posicién de los protones H5'a y H5'b respecto al
anillo bencénico es tal que es de esperar un mayor apan-
tallamiento para el primero, suponiendo, como luego se com-
probar&, que la conformacidén preferida es la gg. Ello con-
duce a asignar la sefial H1l (Jh'SW = 2,3) a H5'b, y la se-
nal Hh (Jh'541= 4,0) a H5'a. Con esta asignacién y las
ecuaciones antefiores puede hallarse que para la puromicina
(dicatién) las fracciones molares correspondientes a las

distintas conformaciones son xI=0,74, xII=O,23 Yy xIr[=0,03.

Igualmente, para la puromicina neutra (Jh'5%a= 2,72
Y J§'5%>= 4,2) se halla xI=0,69, xII=°’24 Yy xIII=0,07. Para

el dicatibn a 90°C GE'S% =2,5y Jpreip= 4,5), las frac-

5
ciones molares tienden a igualarse, xI=0,67, xII=O,28 Y

X171 =0,05, como es de esperar.

La conclusién de que la puromicina, en sus dis-
tintos estados de ionizacifn, muestra una acusada prefe-
rencia por la conformaci6én gg, concuerda con lo obtenido
para la generalidad de nuclebsidos y nucleftidos y con
la conformacibén que el dihidrocloruro adopta en el cris-
tal. La mayor poblacién de gt respecto a tg, en las con-
formaciones minoritarias es un hecho en linea con la in-
fluencia de la configuracifn del sustituyente en C3', de-
terminada en derivados de glucosa, as{ como con las con-
clusiones que podrian derivarse de considerar la interac-

cibén de van der Waals entre 9n5' y los &tomos del resto
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OMe-tirosimil, en la conformacién preferida en torno a
Ca—CB.
Es interesante destacar que el pequefio desplaza-
miento del equilibrio que tiene lugar al pasar del dica-
ti6n a la forma neutra, por el que la poblacién de gg se
reduce, es un hecho que confirma la correlacién que ha sido
sugerida por Hruska (56) entre la conformacién del carbinol
exociclico y la del anillo de furanosza. Segfin ella, la forma

S desestabiliza la conformacifén gg, hecho que tiene lugar

para la molécula de puromicina.

III.1.3.~- Conformacién en torno al enlace glicosidico.
En recientes estudios (57 y 58) sobre la conformacitn

de nuclebsides y nucleStidos de adenina por RMN y difrac-
cién de Rayos X, se ha llegado a una serie de conclusio-
nes respecto al punto concreto de la conformacién de la
base en torno al enlace N9-Cl', descrita por el &ngulo de
torsién x. (Figura 19). Seg@n ellas, la conformacifn pre-
ferida por todos estos compuestos es la anti (x 0°-120°),
estando limitado el intervalo de variacién de este &ngulo
a zonas bien delimitadas dependiendo de la conformacién
del anillo de furancsa (X 0-30° para conformaciones de tipo
N y x 30-50° para las de tipo S). En disolucién, no se
excluye la posibilidad de la existencia de un equilibrio
de interconversifn entre las formas gin y las formas anti.
Andlogas conclusiones se deducen de la aplicacién de mé-

todos mec&nicos de energfa potencial (59) a las moléculas
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de adenosina, y 5'-AMP. La posicifén anti es la favorecida
en estas molé&culas (X 50° para conformaciones tipo S y

X 10° para las de tipo N). La conformacibén sin es s6lo pre-
ferida para derivados sustitufidos en C8 con grupos volumi-
nosos. Este problema ha sido tambié&n abordado por la medida
del efecto Overhauser nuclear (NOE) (60) y por la medida

de tiempos de relajacién de protén en adenosina y 5'~AMP
con H8 substitufdo por deuterio (61). Las conclusiones,

en este caso, son que estas moléculas se muestran flexi-
bles en su rotacifn en torno al enlace glicosfdico y nin-

guna de las conformaciones sin o anti dan cuenta de los

hechos experimentales, por lo que hay que admitir la exis-

tencia de un equilibrio conformacional entre ambas formas.

Este eduilibrio no parece ser independiente de
la existencia de otros rasgos conformacionales y, asf,
est8 establecida (62) la existencia de una correlacién
por la que la forma sin provoca una disminucién de la po-
blacibn relativa de la conformacién gg (en torno a C4'-
C5'), con el consiguiente aumento de alguna de las for-

mas gt o tg.

Uno de los pardmetros que m&s informacifén puede
proporcionar a este respecto, si bien su utilizacién no
ha sido afin suficientemente explotada es el tiempo de re-
lajacién T, de los protones H2 y H8. Como puede verse en

la Tabla 16 (capftulo II.2), los T, medidos para estos

1
protones en el dicatifn de puromicina, difieren muy no-

tablemente (TI(H2)=2,62 sy TI(H8)=0,78 s). Si se supone



que el mecanismo de relajacién imperante es el de acopla-
miento dipolo-dipolo intramolecular y se realizan c8lculos
de T, para la conformacién de Rayos X y la correspondiente
con la base en posicifn sin (utilizando un tiempo de corre-

lacién obtenido a partir de los T, de 13C), se observa que

1
cualitativamente, la diferencia experimental entre los T,
de H2 y H8 se explica s6lo con la primera de ellas. Este
es, a nuestro juicio, una de las pruebas experimentales

mis rotundas para certificar que la puromicina (dicatién)

muestra una preferencia en ‘disolucién por la conformacién

anti.

Al aumentar el pH y disociarse de la base el
protén en N1, los valores de los tiempos de relajacién
de H2 y H8 se hacen mi&s iguales, lo que podrfa interpre-
tarse, en principio, como un desplazamiento del equili-
brio sin #anti hacia la primera de las formas. Los des-
plazamientos quimicos de los protones de la ribosa H2',
H3', H4', H5'a y H5'b sufren pequefias modificaciones en
uno y otro sentido al producirse la disociacién. S$in em-
bargo, los corrimientos observados son pequeiios respecto
a los que habrfa que esperar (59) para un cambio sustan-
cial en el equilibrio sin #anti y no se producen, ademds,
en el mismo sentido. Lo mismo ocurre con los desplazamien-
tos qufimicos de ‘3C. Por otro lado, la posicién del equi-
librio de los rotémeros gg, gt y tg no se modifica sus-
tancialmente. Lo que s8f puede deducirse f&cilmente de los

datos de variaci6én con la concentracién, y de la diferen-
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cia de los corrimientos por protonacién a distintas concen-
traciones, es la existencia de una asociacién intermolecu-
lar por apilamiento (Stacking) por encima del pK corres-
pondiente a la desprotonaci6n de la base, procesb que,

por debajo de dicho pK, estaba impedido por repulsién elec-
trostdtica entre las bases. Este hecho, que lleva consigo
la proximidad entre los protones H2 de distintas molé&cu-
las, es, a nuestro juicio, la causa del incremento de re-
lajacién que sufre este prot6n al cambiar el estado de
ionizacién de la base. En medidas de tiempo de relajacién
a distintas temperaturas del 5'-AMP a pH fisiol6gico, se
ha llegado, muy recientemente (63) a la conclusién de que
la relajacién de H2 es fundamentalmente de naturaleza in-

termolecular.

Por otro lado, utilizando la dependencia estable-
cida (64) entre la constante de acoplamiento vecinal 3J13OJH
con el &ngulo diedro, que se discute ccn m&s detalle en
IIT.2.2., a partir del valor observado para %%8-Hl' de 4Hz
pueden calcularse valores de ¢ (4ngulo diedro entre los pla-
nos C8NC1l' y NC1'H1' de *20° y %140°, que conducen a los si-
guientes valores de x = 220°, 260°, 20° y 100°, los dos pri-
meros en el intervalo sin y los dos Gltimos en el intervalo
anti. Es digno de destacar que uno de los valores calculados
de X en el intervalo anti (X=20°) coincide précticamente

con el valor que este &ngulo presenta en el cristal.
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En conclusi6n, la posicién de la base en puromi-
cina es preferentemente anti, y la posicién del equilibrio
sin Zanti no sufre alteraciones notables al cambiar el es-

tado de ionizacién de sus diferentes grupos.

III1.1.4.- Conformacién en torno al enlace C3'-N3'
(torsién ¢).

El ex8men del mapa conformacional (¢,y) resultan-
te de los estudios de energfa potencial (50), muestra que
las conformaciones que son energéticamente posibles estdn
confinadas a una sola regifn de dicha superficie y que el
minimo de energia potencial aparece a (¢,y) = (110°,290°).
Dicho mfnimo no es muy profundo y la lfnea de nivel a
0,5 Kcal se extiende a la regibén comprendida entre ¢ =i10°%
2302 (el %ngulo ¢ = 120° corresponde a la orientacién en
la que el enlace N-H se sitda en posicifén antiperiplanar
respecto al enlace C3'-H3'). El &ngulo ¢ en la conforma-

cién de Rayos X muestra un valor de 110°.

Por otro lado, del estudio de la estructura de
Rayos X de distintos 3'-nuclebtidos, se deduce que, para
aquellos compuestos que muestran una conformacifn del
anillo de ribosa €3'-endo, el &ngulo ¢, andlogo al que
consideramos (identificando el enlace P=0 con el C=0) es

de 97°%21.

Bystrov y col. (6@) han propuesto, sobre la base
de los datos experimentales existentes, una ecuacién de

Karplus aplicable al fragmento peptidico -NH-CH-. Esta
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ecuacibn es:

3 _ 2,
JNHCH = 9,4 cos"6~1,1 cos 0 +0,4

en donde 6 es el &ngulo diedro entre los enlaces CH y NH.

El valor medido para esa constante en DMSO (en

D,0 el NH intercambia por deuterio) es de 6,8 Hz. Resol-
viendo la ecuacién anterior se encuentran para cos 9 va-
lores de 0,888 y -0,771 correspondientes a &ngulos
0(0<6<180°) de 28° y 141°. Los valores del &ngulo de tor-
sién ¢ correspondientes a estos fltimos son de (218°,262°)
y de (81°,159°). De estos cuatro &ngulos posibles, el més
cercano al que presentan los distintos 3'-nucle6tidos en
Rayos X y la propia puromicina, asf como al valor deriva-

do del estudio de energfa potencial es el de ¢=81°.

Es claro que no se puede adscribir demasiada
significaci6h al valor del 4ngulo ¢ asf calculado, debido
a las aproximaciohes utilizadas, asf como al hecho de ha-

ber sido medida la constante 3J en DMSO y no en D,0.

NHCH
Sin embargo, los restantes par&metros que pueden medirse
en los dos disolventes indican que no existen cambios no-
tables en la conformacién de puromicina al cambiar de di-
solvente. El valor de la constante medida es, ademds, re-
flejo de la media pesada correspondiente al equilibrio de
la conformacién de ribosa NZ S. Muy probablemente el va-
lor de ¢ para la conformacién de minima energfa no sea el
mismo para la forma N que para la S, siendo adem&s razona-

ble el hecho de que para esta filtima el valor de ¢ sea

menor (interaccifén de van der Waals entre N1' y H1'), lo



que contribuirfa a explicar la diferencia encontrada para
dicha torsién en el cristal y en disolucifn. Aun teniendo
en cuenta el efecto del equilibrio N# S, un desplazamiento
del valor de ¢ en la forma N hacia valores menores de 110°

sigue siendo necesario para satisfacer la ecuacién anterior.

III.1.5.- Conformacién del resto O-Me-tirosimil.

La estructura cristalina de la puromicina (49)
muestra que, en ella, el resto OMetirosimil presenta una
conformacién caracterizada por los valores de 257°, 74°
y 73° para los &ngulos de torsién vy, X‘ Yy Xz, respectiva-
mente. El grupo peptido -NH-CO- es plano y el enlace -NH
estd en posici6n trans respecto al CO, como es regla gene-
ral en amino&cidos y péétidos. En el estudio de la energia
potencial (50), a partir de los mapas conformacionales
W,X,) y (V,9) se obtiene para ¥ un s6lo mfnimo de energfa
potencial, con un valor de este &ngulo comprendido en el
intervalo (240-300°). Cuando se tiene en cuenta la influen-
cia de los &tomos de la parte nucleosfdica; el mfnimo glo-
bal en el mapa (w,xl) aparece a valores de (250°,50°), si
bien existen, ademis, otros dos mfnimos para el mismo va-
lor aproximado de Yy y valores de X1 de ~180° y 300°. En
conclusién los dos tipos de estudio coinciden en senalar
como la conformacién m&s estable del resto aminoacil es
aquella en que y y X4 adoptan los valores (estandarizados
con referencia a las conformaciones alternadas) de 240° y

60°, respectivamente.



En disolucién, existen principalmente, dos tipos
de argumentos, basédos en datos de RMN, para obtener in-
formacibén acerca de la conformacién del resto aminoacil.
Uno de ellos, es el desplazamiento quimico a alto campo
que sufren los protones H4'-H5'a y H5'b de lapuromicina
respecto a su amino nucleésido. Los correspondientes co-
rrimientos de los protones del resto ribosil se dan en

la Tabla 48,

TABLA "8

Desplazamientos quimicos (ppm) relativos de
los protones del resto ribosil (puromicina a-*

minonuclebsido de puromicina) (2,7.10 2M, pH 7,1)

88=(6p, =S minonucledsido)
H1' -0,06
H2' +0,11
H4' -0,27
HS'a(HS}, )  -0,50
H5’b(H5& ) -0,39

El hecho de que los protones H4', H5'a y H5'b muestren un
corrimiento sustancial hacia alto campo, mientras que los
protones H2' y H1l' sufran una variacifén menor y de distinto
signo en el caso del primero, es prueba de que el anillo

aromdtico del resto OMe-tirosimil est& situado hacia la



parte C3'-C4'~0 del anillo de ribosa (¢ 180-360°) y en una
posicifn tal que los protones H4', H5'a y H5'b queden por
encima o por debajo del plano definido por el anillo aromé&-

tico y no en las proximidades de dicho plano.

La segunda pieza de informacién Gtil en la descrip-
cién conformacional del resto aminoacilo, son las constan-

tes de acoplamiento Jth yJd E1 hecho de que una de

aBl”’
ellas (Ja6h=9’5 Hz) alcance un valor cercano al esperado
para una orientacién antiperiplanar de los protones Ha Yy
HBh' indica, en principio, de modo cualitativo que las con-
formaciones con un &ngulo de torsién XI=300° han de estar
poco pobladas. Este hecho, junto con el anteriormente des-
crito referente a los desplazamientos quimicos, reduce
dristicamente el rango de posibles valores de (w,x,).

Ciertamente, s6lo los valores cercanos a (240°,60°) cum-

plen con las dos condiciones.

De acuerdo con esta conclusién, las senales pro-
ténicas denominadas HBh Yy HB‘ han de asignarse, respecti-
vamente, a los protones HB Y HB‘ (véase Fig. 22). Utili-
zando los valores de JaB Yy JaB' para los tres conférmeros
m&s estables Laiternadaé) correspondientes a una rotaciétn
en torno Ca-CB, dados por Pachler (665, es posible obtener
las poblaciones de cada uno de ellos, mediante las siguien-

tes expresiones:

. _ obs_ _

Pr (JaB Jg)/(Jt Jg)
. - obs_ -
Prrr = 1 7 fr T i
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en donde Jt Yy Jg son los valores modelo para las constan-

tes vecinales trans y gauche que son de 13,62 y 2,56 Hz,

respectivamente. En la Tabla 47 se dan los valores de las
constantes medidas a temperatura ambiente y a la de 92°C,

para pH 1,5 y 10,5, y los valores de P’ P17 calcu-

Y Prrr
lados con las anteriores expresiones.

TABLA 49

Poblaciones de las conformaciones I, II y III

a distintas condiciones de pH y temperatura.

pH=1.5 pH=10.5
T=26°C T=92°C T=26°C T=92°C

.8 9,4 8,8 9,2 8,3
ag! 6,4 6,3 6,2 6,0
Py 0,62 0,56 0,60 0,52
Pry 0,35 0,34 0,33 0,31
Prrr 0,03 0,10 0,07 0,07

Como puede verse, la poblacién de la conformacifén III
(a‘=300°), es muy minoritaria en todos los casos, mientras
que las de I(a1=60°) Yy II(X1=180°) son grandes, resultando
favorecida la I en consonancia con los resultados de la
estructura de Rayos X. Las pequefias variaciones observadas
para distintos pH, esté&n inclufdas dentro de los errores

de las constantes. Sin embargo, ia variacién de las pobla-
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ciones con la temperatura es significativa y sigue la ten-
dencia de que se igualen las poblaciones, lo gue es conse-
cuente con lo que habrfa que esperar. En DMSO, s6lo es po-
sible medir la suma de JaB y JaB" lo que permite unicamente
evaluar los valores de (pI+pII) y de Prrr’ resultando ser
de 0,76 y 0,24, respectivamente, 1o que supone un notable

incremento de la poblacién de la conformacién con X,=300°

1

en este disolvente respecto a la que se obtiene en D,O.

2
De acuerdo con el modelo de Johnson y Borey (éﬁ)
para el cdlculo del apantallamiento producido por las co-
rrientes de anillo del benceno y utilizando los datos geo-
métricos de la conformacidn de puromicina, se han evaluado
estos efectos para los protones H4', H5'a y H5'b, resultan-
do ser de: -0,44, -0,13 y -0,11, respectivamente. Estos va-
lores no reproducen ciertamente los observados (Tabla 45),
pero si indican cualitativamente el sentido del corrimiento
de los desplazamientos qufmicos. Adem&s de la simplicidad
del modelo, hay que tener en cuenta que dentro de la con-
formacién de Rayos X, pequefias modificaciones del &ngulo
de torsibn X2 puede tener efectos notables sobre los co-
rrimientos calculados para estos protones. En la conforma-
cibn "extendida" (¥=180°), los éorrimientos debidos al ani-

llo bencé&nico son despreciables.
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III.2. Estructura y‘conformacién molecular de gougerotina

Para la molécula de gougerotina no existen, hasta
el momento, estudios de Rayos X del cristal ni estudios con-
formacionales por métodos mec&nicos de energfa potencial.
Ello limita en algupa medida el alcaﬁce de la discusién que,
sobre la estructura y cbhfokmacién de gougerotina, se rea-
liza en este capitulo con base en los datos obtenidos de
sus espectros de RMN. Es posible, sin embargo, obtener in-
formacién acerca de algunos aspectos conformacionales de

esta melécula, los cuales se discuten separadamente.

En la fig. 23, se ha representado una de las posi-
bles conformaciones de la gougerotina, en donde se ilustra
la nomenclatura de los distintos &ngulos de torsién utili-
zados en la discusién. Las rotaciones en torno a los enla-
ces N-C2", C2"-C3", C2"-Cl1l", N-C4' y C1'~N se designan con
los simbolos ¢,, Xy v, ¢2 Y X, respectivamente, El valor
de ¢I=0 corresponde al &ngulo en que el enlace NH eclipsa
al C2"-C1l"; para y=0, los enlaces N-C2" y Cl"=0 est&n eclip-
sados; x1=0 corresponde al rotimero en el que el enlace
C3"-0 eclipsa al C2"~C1"; ¢2=0 cuando los enlaces C3'-~C4'

y N-C1l" estin eclipsados y, por dltimo, por analogfa con
la citidina, x=0 para la conformacién en que el enlace
N1-C6 de la base eclipsa al C1'-0 del azficar. El signo de
la rotacién se define como positivo, cuando mirando en la
direccién del enlace para el que se considera la rotacién,
el enlace m&s alejado gira en el sentido de las agujas del

reloj.



Figura 23. Una conformacién posible de gougerotina.
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I1I.2.1.- Conformacidn del anillo de piranosa.

La estructura de la gougerotina ha sido estabie-
cida en una serie de trabajos, por H. Iwasaki y por J.J.
Fox y col. (68,69,70) por mé&todos quimicos y espectrosct-
picos. En el Gltimo trabajo (70) se demuestra gue la con-
figuracidn del azficar es gluco y no galacto, como se habia
establecido en un trabajo anterior (69). Para ello, Fox y
col. se basan en los espectros de RMN e IR de un producto

de degradacibén de la gougerotina.

El an8lisis del espectro proténico del anillo de
azficar de la gougerotina, llevado a cabo por nosotros,
muestra claramente que todas las constantes de acoplamiento
vecinales son del orden de 9 Hz, lo que implica una relacién
axial-axial para todos los protones del anillo. Ello de-
termina que la conformaciln del anillo es la silla hCI (la
representada en la fig. 23) y resuelve automfticamente el
problema de la configuracién del &tomo de carbono C4', para
el que el sustituyente amino acil queda en posicibén ecuato-
rial, confirmando que la configuracién del anillo es gluco.
Esta determinacién es mucho m&s directa que la realizada
por Fox y col., ya que las conclusiones estructurales y con-
formacionales se obtienen del espectro de la propia sustan-

cia y no de un producto de degradacién.

La conformacién del azficar no sufre variacién nin-
guna con la temperatura, con la concentracién, con el pH

ni con el cambio de disolvente (Dzo + DMSO) .
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I1T7.2.2.- Conformacién en torno al enlace glicosfdico.
La conformaci®n en torno al enlace glicosfdico,

definida por el &ngulo de torsifn X, en citidina y, en ge-
neral, en B-nuclefsidos de pirimidina, ha sido objeto de
un gran n@mero de estudios, tanto tefricos (métodos semi-
empiricos de CM y métodos mecé&nicos de energia potencial)
como experimentales (IR, CD, ORD, NMR, difraccifén de Rayos
X, etc.) (para una revisibn, véase (71)). Parece existir
un acuerdo general en que las conformaciones en el inter-
valo anti (X -30°,150°) son preferidas respecto a las del
intervalo sin (X 150°, 330°), debido principalmente a las
interacciones estéricas desfavorables que se establecen en
este Gltimo caso entre el oxfigeno del grupo 2-ceto de la
base y los sustituyentes del anillo de furanosa. Ello se
confirma en estado cristalino, en el que un gran nfmero de
B-nuclebSsidos de pirimidina muestran un &ngulo X compren-
dido entre 0°-80°. La conformacifn del anillo de azfcar,
influye sobre el valor de X, obteniéndose para la conforma-
cibén C2'-endo valores de X comprendidos entre 40-80° y

para la C3'-endo valores de X entre 0-40°.

En el caso de la gougerotina, el anillo de az%oar
es de piranosa v no de furanosa como en los nuclefsidos, lo
que puede introducir en principio, algunas modificaciones
respecto a la conformacién en torno al enlace glicosfdico.
El desplazamiento quimico del protén H6, que es uno de los
par@metros que mis podrian afectarse por un cambio del &n-
gulo X, es muy similar, sin embargo, al observado en la ci-

tidina. Los paré&metros que m&s informacifn pueden proporcio-
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nay a este efecto, som las cemstantes vecinales °J 13c-1y
entre los carbanos C2 y C6 de la base y el protSn R1' del
azdcar. Para estas censtantes se han medido valores de 4,0
Y 4,5 Hz, respectivamente. Su recigntes estudios (72 y 64)
se ha puesto de manifiesto la existencia de una relacidn
de tipe Karplus, anfloga a la que tiene lugar para protones,
para el agoplamiento vecinal Y3c-'u, pemienx y col. (64),
han obtenide empfyicumente upa curva dg dependencia del
valor de "-”;@%J“ con e; fngulo de torsién para nucledsidos
de pirimidina, utilizando el acoplamiento entre el nficleo
*3c2 de 1a base y el protén anomérico H1'.

Para el valor observado de 1%3c2- en gougero-

Ty
tina se obtienen valores de ¢ (&ngulo diedro entre los
planos C2-N-Cl' y NC1'H1') de %20° y 1140°, que correspon-
den a los siguientes valores del &ngulo de torsién glicosf-~
dico X=40°,80°,200° y 280°, los dos primeros en el inter-
valo anti y los dos filtimos en el intervalo sin. Si supo-
nemos que existe la misma relacidn entre la constante

3 y €l 4&ngulo de torsifn ¢' (&ngulo diedro entre

N3¢6-u1"
los planos C6-N-Cl' y N-C1'-H1l'), a partir del valor expe-
rimental de 4,5 Hz obtendrfamos valores de ¢' de f10° y
1150° que corresponden a valores de X de 250°, 230°, 30° y
90°. Las soluciones correspondientes a las parejas (¢,¢"')
de (20°,-150°) y (-20°,150°), proporcionan mejores solucio-
nes que las otras dos posibles, determinando &ngulos medios

X de 35° y 85°, respectivamente. Ambas soluciones se en-

cuentran en el intervalo anti. Con s6lo los datos de RMN
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no es posible elegir entre estas dos soluciones. La aplica-
cién de este método estd, por otra parte, restringido al

caso de que exista una conformacién finica o muy favorecida,
no siendo aplicable si existe un equilibrio dinaﬁico entre

varias conformaciones.

II1.2.3.~ Conformacién en torno a los &ngulos ¢1 Yy ¢2.
Como puede verse en la fig. 23, ¢1 Y ¢2 son &ngu-

los de torsifn en torno a enlaces -N-Ca- de restos amino-
acil comparables a los definidos (73) en estudios de pép-
tidos. Para la determinacién de la conformacién en torno a
estos enlaces, segfin se vio en el capitulo III.1l.4., son
de utilidad las constantes de acoplamiento vecinales entre
el protén N-H y el correspondiente protén Ca-H' Desgracia-
damente, esta constante no puede medirse en disolucién de
D,0, debido a que el protén N-H intercambia con deuterio.
En DMSO, sif puede medirse esta constante que, segfin se
discutié en 1I.2.5., alcanza los valores de 7,8 y 8,2 Hz

para los restos serinil y aminoglucosil respectivamente.

A partir de estos valores y utilizando la ecua-
cién, andloga a la de Karplus para el protén, propuesta
por Brystov y col. (66) se encuentran para cos 6‘ valores
de 0,971 y -0,854 que corresponden a valores de é‘ de 14°
y 149°, respectivamente. E1 &ngulo e, es el &dngulo diedro
entre los planos H-N-C2" y H2"-C2"-N (O°<9‘<180°). Los
cuatro posibles valores de ¢l correspondientes a estos va-
lores de 61 son, ¢1=106°, 134°, 269° y 331°, Un valor de

¢'=120° corresponde a la conformacifén en la que el enlace

N-H eclipsa al enlace C2"~-H2". Los valores obtenidos de
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106° y 134° son desviaciones de }14° respecto a dicha con-
formacidén. Asimismo, un valor de ¢‘=300° corresponde a la
conformacién en la que el enlace N-H se sitia en una posi-
cibn anti-periplanar respecto a C2"-H2" y los valores de
¢1=269° y 331° son desviaciones de t31° respecto a dicha
conformacibén. De la consideracifn de modelos moleculares
puede deducirse que en las conformaciones en las que ¢1
vale 106° 6 134° existen desfavorables interacciones esté-
ricas entre el 0 del grupo carboxilo del resto sarcosilo
y el 0 del carboxilo del resto serinil, asf como con al-
guno de los &tomos sustituyentes del C3", que hacen que
estas conformaciones sean menos probables que las otras
dos. Estas consideraciones se aplican para un valor de
y=300°, pero otras anflogas rigen para cuando Y~120°, que
es otra de las conformaciones que puede considerarse como
probable. Con base en este tipo de consideraciones, no es
posible distinguir entre la mayor o menor probabilidad de
las conformaciones definidas por ¢1=269° y 331°, conclu-
y&ndose que la conformacién de gougerotina en torno al
enlace -N-C2"- est& en el intervalo en que C2"-H2" y N-H
estdn en una posicién antiperiplanar y que el &ngulo ¢
puede adoptar un valor de 269° o bien de 331°, siendo tam-
bién aceptable que exista un equilibrio din&mico entre es-

tas dos conformaciones.

Utilizando el valor de %H-CA'H4'=7’8 Hz, se encuen-
tran para cos 62 valores de 0,876 y -0,812, que correspon-
den a valores de ez de 29° y 144°, El &ngulo 92 es el &n-~

gulo diedro entre los enlaces H-N-C4' y N-C4'-H%! (0°<6,<180°) .
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Los cuatro posibles valores de ¢2 correspondien: as a estos
valores de 92 son ¢2=84°,156°,270° y 330°. Los dos primeros
corresponden al rango antiperiplanar de los enlaces C4'-H4'
y NH, y los dos filtimos al rango sinperiplanar. D31 ex&men
de modelos moleculares, puede claramente inferirse¢ que las
conformaciones en el rango antiperiplanar son md&s favorables
que las del rango sinperiplanar, debido a la existencia, en
este Gltimo caso, de desfavorables interacciones estéricas
entre el O del grupo carboxilo del resto D-serinil con los
&tomos H3' y H5', Asimiaho,ven la conformacién definida por
¢2=156°, el mismo &tomo de O del grupo carboxilo del resto
D-serinil presenta interacciones desfavorables con los Ato-
mos del grupo -CONH2 unido a C5', por lo qu« concluimos que
la conformacifn m&s probable en torno al enlace -N-C4'- es
la definida por el &ngulo ¢2=84°. Es digno de destacar Jue

para la puromicina se obtuvo un resultado an&logo.

I11.2.4.~- Conformacién en torno al &ngulo de torsi¢n Xi‘
Las tres conformaciones alternadas que puede adop-
tar el grupo hidroximetilo del resto D-serinil en la gouce-
rotina, se ilustran mids abajo y vienen definidas por los

valores del &ngulo X, de 60°, 180° y 300°. Como en casos

1
andlogos, la determinacifn de las poblaciones correspon-
dientes a estas tres conformaciones, exige disponer de los
valores observados de 3JH2"HB y 3JH2"HB" asf como de los va-

lores correspondientes a cada una de las tres conformaciones

(I), (II) y (III). Recientemente, Feeney (74) ha propuesto

un conjunto de valores para estos acoplamientos ded-.cidos de

compuestos modelo en los que aparecen bloqueadas las <orrcs-

pondientes conformaciones (I), (II) y (III). Esas constantes
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Figura 24. Rotdme.>s alternados en torno al enlace C2''-C3' en gougerotina

son aplicables al caso en que el sustituyente en C8 es un
dtomo de carbono. En el caso de la serina, dichos valores
han de corregirse por el efecto del sustituyente -OH, prin-
cipalmente en los casos en gque el enlace C3"-0 adopte una
orientacidén antiperiplanar respecto al enlace C2"-H2".
Disminuyendo, en esos casos, los valores dados por Feeney
en un 30% se consigue que JHZ”HB (I) sea menor que JHZ”B

en (II) de acuerdo con reglas empfricas bien establecidas.
De este modo, el conjunto de constantes de acoplamiento

modelo que se adopta es el dado en la figura 24.

El valor medido para la suma (JH2“8+JH2"B') es de
10,9 Hz. Aunque su determinacifn no es tan segura como la
de la suma, es posible evaluar los valores individuales
de JHZ”B Yy JHZ“B" que resultan ser de 8,4 y 2,5 Hz, si

bien su asignacifn concreta no puede determinarse. Acep-
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tando la asignacién JH2”8=8'4 Yy JH2"3'=2'5’ se obtienen
fracciones molares de xI=0,49, xII=O,58 Y xIIfh0,07, y si
se acepta la inversa se obtiene xI=0,34, xII=0,00 Y X0~ 0,66.
Esta dltima eleccifén parece mé&s razonable por no obtenerse
fracciones molares negativas, si bien estas pueden estar
afectadas de un error de 10,10 debido a la incertidumbre

en los valores modelo de los acoplamientos. En conclusién,
una de las dos conformaciones (II) o (III), m&s probable-
mente la primera, no estd poblada. Por otro lado, no pa-
rece confirmarse la existencia de enlace de hidr&6geno entre
el -OH y el -CO del resto serinil, sugaerida en (75), pues
ello conducirfa a una poblacién muy mayoritaria para la

conformacién (I).

I1II.2.5.~- Otros rasgos conformacionales,

La conformacién en torno al &ngulo de torsién ¥
es particularmente importante, porque define la posicién
relativa del resto sarcosilo respecto al anillo de pira-
nosa. Desgraciadamente, no disponemos de ningQin paré&metro
magnético que pueda proporcionar informacién directa res-
pecto a la conformacifn en torno a dicho &ngulo. Sin em-
bargo, en los trabajos de Scheraga (73) sonbre el c&lculo
por métodos mec&nicos de la conformacién de polipéptidos
se concluye que para péptidos pequenos (dipé&ptidos), los
valores mé&s probables del &ngulo de torsién ¥y son de 120°
y de 300? El valor de 120° corresponde a la conformacién
en la que el enlace CO est& eclipsado con el enlace CaH,
y el de 300° a aquella en la que estos enlaces estén en

posicibn anti-periplanar. Esta filtima es la representada
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en la fig. 23, y resulta ser ligeramente favorable a la
anterior, por lo que se ha mantenido fija en la discusién
precedénte. Conviene, sin embargo, tener en cuenta, la po-
sibilidad de que la mol&cula se encuentre en la conformacién

con yY=120°.

De la conformacién del grupo CH,-NH-CH,~CO- perte-
neciente al resto sarcosilo, tampoco es posible obtener in-
formacién precisa con base en los espectros de RMN. El valor

I3C

obtenido para NTI’ donde T, es el tiempo de relajacién

1
y N el nfmero de &tomos de hidr8geno directamente unidos

al anterior, para el grupo CH,- terminal es un orden mayor

3
que el de los restantes carbonos de la molécula, lo que
indica un grado mucho mayor de movilidad para ese grupo
que para los restantes. Ello es consecuente con que la
cadena del grupo sarcosilo muestre una libertad muy grande

de movimientos, estando pobladas por igual todas las posi-

bles conformaciones alternadas.



I1I.3. Interaccién de puromicina y gougerotina con riboso-

mas de E. Colil por espectroscopfa de RMN

II1.3.1.- Interaccibn de purcmicina y gougerotina con
el centro peptidil-transferasa.
Las constantes de asociacién de los antibibticos
puromicina v gougerotina con ribosomas de E. Coli, han
sido medidas utilizando antibif6ticos marcados por el mé-
todo de uvltracentrifugacidn, por Fernindez Munoz (47) y
Barbacid y Vazquez (48), respectivamente. Los valores resul-

4 1

tantes a una temperatura de 0°C fueron: KA=1,4.10 M ' para

puromicina y KA=6,7.1O5 M} para gougerotina.

La aplicacibn de la técnica de RMN a la medida de
estas interacciones requiere la utilizacibén de concentra-
ciones de antibibftico de uno a tres 6rdenes de magnitud ma-
yores que las empleadas en las determinaciones aludidas més
arriba. Ello es un requisito impuesto por la sensibilidad
relativamente pequefia del método. La utilizacién de estas
concentraciones relativamente grandes (Ao~10-2-10-3 M) pre-
senta serias desventajas. En primer lugar, las medidas no
se realizan en el intervalo 6ptimo de concentraciones re-
comendable para la extraccién de valores precisos para los
pardmetros termodindmicos del equilibrio de interaccién. En
segundo lugar, a esas concentraciones pueden ponerse de ma-
nifiesto otros equilibrios de interaccién de menor afini-
dad, que afecten a los paréietros espectrales que se uti-
lizan para extraer la informacién del primer equilibrio,
oscureciendo los efectos de éste e impidiendo por tanto,

su estudio.



Ignorando la posible existencia de estos equili-
brios secundarios, que en principio no pueden preveerse,
la situacifén y las posibilidades del estudio de la interac-
ci6én de puromicina y gougerotina con el centro peptidil-
transferasa ribosSmico por la té&cnica de RMN, se presen-
taban de acuerdo con lo que se describe a continuacién. El
exceso de anchura de las lineas del antibibtico debido a la
interaccifén viene expresado ({II1.5.1} y {I.3.15}) por el
producto de la fraccién molar de antibibtico unido y el
factor de relajacifn transversal. Para los valores de K,

A

(310 M-') qgue caracterizan estos equilibrios de interaccién,

la fraccifn molar de antibiético unido es P =Ro/1-\°('.\.'10-2

M
como mdximo), luego para obtenar un exceso de anchura me-
dible (10 seg"), el valor del factor de relajacién habria
de ser, como minimo, de 103 seg'l. El exceso de anchura
viene dado por una expresién complicada ({I.3.15}) en la

que intervienen la cinética de relajacifén transversal del
antibibético ligado, (1/T2H)' la cinética de disociacién del
complejo (1/1M) y la diferencia entre las frecuencias de re-
sonancia de las sefiales del antibiético libre y ligado,

Awy. Segln se vio en el capftulo I, la expresibén {I.3.15}
puede simplificarse con resultados diferentes dependiendo
éstos de los valores relativos de los tres parémetros. Es

Gtil, por tanto, hacer una evaluacién del orden de magnitud

gque pueden alcanzar &stos Gltimos.

La contribucién intramolecular (mecanismo de re-

lajacién dipolar) a (1/T2M) para un nficleo de una molécula



rigidamente unida al ribosoma, puede evaluarse a partir de
{1.2.20}, tomando como tiempo de correlacibn el calculado

para el ribosoma mediante la ecuacién de Stokes-Einstein:

Te = 4ﬂna3/3KT

que proporciona el tiempo de correlacibn de difusibn iso-
trb6pica rotacional para una esfera rifgida de radio a, que
se mueve en un medio de viscosidad n. Se obtiene asf un

'rc=3,3.10-6 seg y, para los protones Hm (cuyas distan-

eta
cias a otros protones esté&n mejor definidas), se obtiene

un valor de (1/T )=6,9.103 seg-l. Si se supone, por otra

2M
parte, que la velocidad de formacién del complejo est& con-

trolada por difusibén, puede evaluarse, teniendo en cuenta

-1

%107 M 'seg™! (76). Para las

4

el tamano del ribosoma, que K+l

constantes de asociacién medidas, KAzlo M", resulta, pues,

que la constante cinética de disociacifén del complejo es

3 seg-‘. El valor del término Aw, para protones no

K_,<10
involucrados en enlaces de hidr6geno, es m&ximo cuando en
el complejo existe una interaccib6n por apilamiento entre
bases nucleosfdicas o entre restos aromiticos, en cuyos

casos alcanza un valor tfipico de 3.102 seg"

(0,5 ppm a

90 MHz). Es razonable, en primera aproximacién, despreciar
la contribuci6én de este término en la expresién {I.3.15}
frente a las evaluaciones realizadas para (1/T2M) Yy
K_‘(El/TM), que resultan ser del mismo orden aproximado. La
variacién de los excesos de anchura con la temperatura mos-
trarfa inequivocamente la predominancia de uno u otro tér-

mino, pues, si &stos aumentan, el factor de relajacibn estd

dominado por la cinética de intercambio (intercambio lento,
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K_1<<(1/T2M)) Yy, si disminuyen, el factor de relajacién
estd dominado por la relaiacién del antibiético ligado (in-
tercambio répido, (1/T2M)<<K_1). Si se hubieran cumplido
las suposicicnes que se han introducidon hasta aqui, a par-
tir del estudio por RMN de la interacci6n de antibidbticos
con el centro peptidil-transferasa, hubiera sido posible
obtener informacidn acerca de la constante de asociacién

4

(si K,%10 M~ 1) ast como del valor de (1/T (en el caso

i

ZM}
de intercambio répido, siempre que (1/T2M)2103 seg '), o
bien del valor de la constante cinética de disociacibén del
complejo (en el caso de intercambio lento, siempre que

3

K_,?lo seg-l).

A continuacién vamos a considerar cual serfa la
situacién en caso de que fallara o se modificara alguna
de las hip&tesis aceptadas. Si la ligadura del antibibtico
al ribosoma es rigida, es posible que la relajacién no sea
s6lo intramolecular, sino que al estar algunos de sus pro-
tones suficientemente préximos a otros protones del ribo-
soma, sea e¢fectiva la relajacién por interaccibn dipolar

intermolecular. Ello significarfa que el valor de (1/T
3

2n)
serfa mayor que 10 seg-], lo que no alterarfa los anterio-
res razonamientos m&s que para aumentar la posibilidad de
que el equilibrio se situase en la zona de intercambio
lento. Si, por el contrario, la ligadura del antibiético

no es completamente rigida, sino que alguna de las partes

de la molécula conserva alg@in grado de libertad de rotacién

interna, la efectividad de la interaccién dipolar que ori-



gina la relajacién se reduce y, por tanto, (1/T2M) puede
ser menor que 103 seg'l. Con ello, se aumenta la posibili-
dad de que el equilibrio de interaccién se sitfie en el in-
tervalo de intercambio rédpido y se reduce la de observar

excesos de anchura que puedan medirse experimentalmente.

Si la cinética de formacién del complejo es més
lenta que la determinada por la difusién, debido a la exis-
tencia de alguna barrera de activacién adicional, K-l' la
cinética de disociacién ha de ser consecuentemente menor
del limite obtenido anteriormente. Con ello, se aumenta la
posibilidad de que el equilibrio de interaccién se sitde
en el intervalo de intercambio lento y se reduce la de ob-
servar excesos de anchura medibles. Este es, a nuestro jui-
cio, una de las m&s serias circunstancias que puede hacer
peligrar la posibilidad de estudiar la interaccién de an-
tibibéticos con el centro peptidil-transferasa por la téc-
nica de RMN. En el caso improbable de que la diferencia
de la frecuencia de resonancia del sitio libre y del 1li-
gado sea mucho mayor que la relajacién en este Gltimo y
que la constante de disociacién, es decir, Aw>>(1/T2M),

K.y, el factor de relajaci6én serfa K-t' con lo que estarfamos
en el intervalo de intercambio lento, rigiendo las mismas
limitaciones que se han visto m&s arriba, y si.Aw%(l/TZM),
K_;. dispondriamos de un término adicional de relajacibn

que aumentarfa las posibilidades de detectar excesos de an-
churas medibles. En el caso de la gougerotina, para la que

6 M 4 M-l, ya

KANIO  861lo podrfa confirmarse que K. .>> 10



que |A°|>>(1/KA) ({11.5.4}). Igualmente y, dado que en este
caso K_‘<<10‘ seg°‘, aumentarfan las posibilidades de que
el equilibrio se situase en el intervalo de intercambio
lento y se reducirfan las de observar excesos de anchura
medibles., Este era, pues, el panorama completo del estudio
de la interaccifn de puromicina y gougerotina con el centro

peptidil-transferasa ribosfmico, en ausencia de otras in-

teracciones secundarias.

Los resultados experimeﬁtaléé del estudio de la
interaccifn antibiético-ribosoma que se describen en el
capftulo II.5.7 y, concretamente, su anilisis mediante el
programa RIBO, muestran claramente que lo que se esti de-
tectando por la t&cnica de RMN son equilibrios de asocia-
cién de afinidad relativamente baja, obteniéndose para pu-
romicina, KAclo3 M-‘ y para gougerotina, KAO.O2 M-l, gue
no concuerdan con las obtenidas por otros métodos para el
equilibrio de interaccifn de puromicina y gougerotina con
el centro peptidil-transferasa ribosémico, aun teniendo en
cuenta que las determinaciones se han realizado a distintas
temperaturas. Ello ya podia deducirse, de modo cualitativo,
de la consideracién de las figuras 17 y 18, pues, para las
constantes de interaccifn con el centro peptidil-transfe-
rasa habrfan de haberse obtenido rectas que pasaran por el
origen o, para el caso de la puromicina, de al menos una
pendiente mucho mayor. Por otra parte, los valores rela-
tivos de las constantes de afinidad para puromicina y gou-
gerotina que se deducen de los resultados medidos, son

contrarios a los determinados para la interaccifén con el
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centro peptidil-transferasa. En consecuencia, puede con-
cluirse que para las condiciones de nuestro estudio y, es-
pecialmente, debido a la concentracién relativamente grande
de ligando que es preciso emplear, los antibiéticos puro-
micina y gougerotina se unen, ademds de al centro peptidil
transferasa, a otro u otros centros del ribosoma con una
constante de m&s baja afinidad. Los efectos de este equili-
brio sobre los parfimetros espectrales oscurecen los debidos
al de interaccién con el centro peptidil-transferasa, im-
pidiendo obtener informacién directa acerca de &ste. A par-
tir del hecho resehado en (II.5.7) de que los resultados
obtenidos pueden analizarse s6lo en funcifén de los paré-
metros n,, k2 Yy AZ correspondientes al equilibrio de inte-
raccién secundario y no dependen de los del de interaccién
con el centro peptidil-transferasa, es posible, sin embargo,
establecer un lfmite m&ximo para el factor de relajacién,
A?=ﬂAI, correspondiente a este Giltimo. En efecto, de acuerdo

con {11.5.11}, A§‘«9,0.103 seg'l

para la puromicina y
A’f«1,4.103 seg“1 para la gougerotina. En el caso probable
de que este equilibrio se sitfie en el intervalo de inter-
cambio lento, el factor de relajacibén se identifica con 1la
constante cinética de disociacién, es decir, A?=k_,. Los
valores de 9,0.103 )'4 1,4.103 seg" son, pues, los valores
m&ximos que pueden adoptar las constantes de disociacién
del complejo para el caso de puromicina y gougerotina. Un
valor por encima de los anteriores afectarfa a la anchura

de las sefales para la disolucibén de minima concentracién

en A . Los valores midximos asf obtenidos para k_, son con-
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sistentes con las caracteristicas descritas m&s arriba del
equilibrio de interaccién de puromicina y gougerotina con

el centro peptidil-transferasa ribosémico.

III1.3.2.- Interaccibén secundaria de puromicina y gou-
gerotina con ribosomas.

En la seccibén anterior se ha conclufdo que la in-
teraccifn que se detecta por RMN entre puromicina o gouge-
rotiba con ribosomas de E. Coli, no es la que tiene lugar
con el centro peptidil-transferasa ribosémico, cuyo estudio
era uno de lqs objetivos del presente trabajo. Es convenien-
te, sin embargo, para el planteamiento de futuros trabajos
sobre el tema, intentar caracterizar en lo posible la in-

teraccién secundaria detectada, de menor afinidad.

Los experimentos realizados con los sistemas adeno-
sina-ribosomas y puromicina-tRNA, en los que se obtienen
excesos de anchura an&logos a los del sistema puromicina-
ribosomas, permiten confirmar la conclusién expuesta en
el pirrafo anterior, asf como establecer cualitativamente
gque la interaccibn secundaria observada puede quedar in-
clufda dentro del marco de las interacciones nucleésido-
nuclebStido. En la revisién de Ts'o(71) se discuten con
algln detalle estas interacciones, tanto al nivel de moné-
mero-monémero como al de monSmero-polimero. Especialmente
interesante, por las analogfas que presentan con nuestro
problema, es el caso de la interaccibn, clasificada como
especifica, de adenosina con poli-U. En el estudio por RMN

de IH de este sistema (78), se observan ensanchamientos



anilogos a los observados en nuestros sistemas de las se-
fiales de H8 y H2 del resto adenil de la adenosina al afiadir
poli-U. El tratamiento que hacen estos autores no es cuan-

titativo y no permite extender las comparaciones.

Como se vio en la seccién de resultados, el paré&-
metro correspondiente a estas interacciones que esté bien
determinado, es el producto (nzszz), en donde n, es el
nmero de sitios de ligadura que presenta el ribosoma, k2
es la constante de ligadura del antibiético a uno de esos
sitios y AZ es el factor de relajacién. La constante de
asociacifén presenta un limite superior bien definido, que
2 y-1

es de 103 M.I para puromicina y de 10 para gougerotina.

Asimismo, puede considerarse razonable la existencia de un

l. En efecto,

lfmite inferior para ese paré&metro, kzzl M
si ky adoptan valores menores que dicho lfmite, el valor

de Az, para valores razonables de n,, serfa mucho mayor

que el calculado en la seccibn anterior a partir de {I.2.20}.
La variacién con la temperatura de los excesos de anchura
(II.5.4) indica que el equilibrio estd situado en la re-
gién de intercambio idpido, lo que resulta razonable, ya

1 6

que, si k2<102 M ', puede evaluarse que k_1m105-10 !

seg ',
que es mucho mayor que el valor evaluado para (1/T2)7§;7.103
seg-'. El valor de k2 podria haberse obtenido con mayor
precisién si se hubieran utilizado concentraciones de an-
tibi6tico uno o dos 6rdenes de magnitud mayores que las

empleadas, las cuales se escogieron en funcibn del primer

equilibrio. Sin embargo, ello no es posible porque, a poco



que se aumenten las concentraciones empleadas, se alcanza
el limite de solubilidad de estos antibiéticos, al pH en
que se estudia el sistema. A los efectos de continuar la

discusién, adoptaremos los valores de k2=150 M.1

(puromi-
cina) y k2=10 M"l (gougerotina) gque son los que proporcio-

nan un mejor ajuste de los datos experimentales.

En esas circunstancias, se obtienen, para el pro-
ducto nzAz, valores del Qrden de 10“ Hz para ambos anti-
bi6ticos. A partir del ajuste de datos experimentales, se
obtienen también limites superiores para los valores del

b (puromicina) y n2<105

nfmero de sitios de ligadura, n,<10
(gougerotina) . Es razonable suponer, sin embargo, que el
nGmero de estos sitios ha de ser mucho menor. En efecto,
teniendo en cuenta el peso molecular de los &cidos ribo-
nucléicos ribosémicos, 55, 16S y 23S, puede evaluarse que
ei nmero total de nucle6tidos del ribosoma cegfin los es-
tudios de Van Holde y Hill (13), es de ~5200. Si se supone
que éstos estd&n uniformemente distribufdos en el volfimen

de una esfera equivalente al calculado a partir de las
dimensiones del ribosoma, el nfimero de nucleftidos en la
superficie es del orden de 900. Es muy probable que grandes
zonas de la superficie estén cubiertas por las proteinas
ribos6fmicas ocluyendo a gran nfimero de los nucle6tidos

que se encuentran en ella. Por otra parte, es de considerar
el propio tamafio del antibiético, que al ocupar un &rea

media aproximadamente igual o mayor que la de un nucleb-

tido, harfa improbable que los nucle6tidos vecinos se cons-



tituyesen también en centros de ligadura. Con todo ello,
el n@mero mé&ximo de centros de ligadura no sea probable-

mente mayor que 102.

El factor de relajacién, Az’ que para el intervalo
de intercambio ripido se identifica con (1/wT2M),se ha eva-
luado en la seccién anterior, para el caso de ligadura ri-
gida, en 2,2.103 Hz (contribucibn intramolecular). A la
vista de los valores obtenidos para las constantes de inte-
raccibén y de las energfas libres correspondientes (AG =
= -3,0 Kcal/mol para puromicina y AG = -1,4 Kcal/mol para
gougerotina) , que no son muy superiores a la energfa tér-
mica de traslacién o rotacibn, no es probable que la unién
sea rigida, sino que, por el contrario, la molécula de an-
tibi6tico ligada conserve alguno de sus grados de libertad
de rotacién. Ello reduce la posibilidad de que exista re-
lajacibén intermolecular y establece el valor anterior como
el limite méximo que puede alcanzar el factor de relajacibn.
Para el caso concreto de que el antibi6tico unido conserve
s6lo un grado de libertad de rotacién (en torno al eje de
unién entre el ligando y la superficie del ribosoma) vy,
si el tiempo de correlacién de rotacién interna, Tgr €S
mucho menor que el del ribosoma, el tratamiento de Wallach
(79) y su revisibén por Marshall, Schmidt y Sykes (77),
predice que la velocidad de relajacifén transversal se re-
duce, respecto a la de ligadura rifgida en un factor de
(1/4) . SegGn ello, si el factor de relajacifn queda limi-
tado a valores comprendidos entre 2,2.103 Yy 0,55.103 Hz,

para que el producto n2k2 alcance un valor de 2,2.10“ Hz
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(protones H de la puromicina), el valor de n, ha de

meta
estar comprendido entre 10<n2<40, gue es un resultado ra-
zonable y de acuerdo con nuestras anteriores hip6tesis. Si,
por el contrario, la unifn del antibiltico al ribosoma en
el complejo presenta una flexibilidad mayor, el factor de

relajacién es, consecuentemente, menor y, por tanto, n,

podria ser mayor que el valor sefialado mé&s arriba.

Desgraciadamente, con los datos actuales no es po-
sible profundizar m&s de lo realizado hasta ahora en la
caracterizacién de esta interaccifén secundaria antibi6tico-
ribosoma, reconociendo, incluso, que algunas de las hip6-
tesis de partida empleadas son especulativas. Tampoco es
posible decidir acerca de la naturaleza de esta interaccién
secundaria, es decir, si es una interaccibn entre las ba-
ses del antibibtico y las de los nuclebtidos del -RNA, bien
por apilamiento (intercalacién) o por enlace de hidr6geno
o, por otro lado, por formacibén de un complejo metdlico
con el Mgz+, quien a su vez se encuentra ligado al fosfato
nucleotfdico. Decidir sonre estas cuestiones requeriria
la realizacién de un trabajo especiaimente enfocado é ello
Y qﬁe alcanzarfia una envergadufa anfloga al descrito en 1la
preSente Memoria. Tal trabajo podria, sin embargo, ser de
utilidad éues, ademds de contribuir a la caracterizacién
de esta interaccibn secundaria con el prop6sito de neutra-
lizarla, tendria interé&s por si mismo, pues contribuirfia a
obtener alguna informacifén sobre la distribucifén de nuclel-

tidos en la superficie del ribosoma.
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ITI.3.3.~ Perspectivas futuras del estudio de la inte-
raccién de antibib6ticos con el centro pepti-
dil-transferasa ribosémico, por espectrosco-
pia de RMN.

Como se ha visto, el mayor inconveniente que pre-
senta el estudio por RMN de la interaccién de antibiéticos
con el centro peptidil-transferasa ribosémico, interaccién
responsable de su actividad como inhibidores 4d biosintesis
de proteinas, es la existencia de una interaccién secundaria
(para puromicina y gougerotina) que oscurece los efectos
que sobre los observables espectrales pueda tener la pri-

mera interaccién.

Naturalmente, una primera solucifén serfa la de
realizar una prueba entre todos aquellos antibiéticos que
interaccionan con el centro peptidil-transferasa para se-
leccionar a los que no presentan la interaccién secundaria
y limitar a ellos el estudio. Tal solucibén no es muy sa-
tisfactoria, debido a la pérdida de generalidad que ella

entrana.

Aceptando, pues, la existencia concurrente de una
interaccién secundaria, el problema puede discutirse mejor
con referencia a la expresién {II.5.10}, que reproducimos

aqui:

Aw = IRO.l A + nZ RO] Az

EN I Xp2
Esta expresibén proporciona, en buena aproximacién, el va-

lor del exceso de anchura, Aw, de las senales de antibié-

tico, en una concentracién inicial de A, en presencia de



ribosomas en una concentracién de R, en funcibén de é&stas

y del ndmero de sitios, n,, la constante de disociacidn,
Kpar del complejo secundario, y los factores de relajacién,
A1 y Az, correspondientes, respectivamente, al primer y se-

gundo equilibrio de interaccién.

El primer y el segundo té&rmino del segundo miem-
bro son las contribuciones al exceso de anchura de uno y
otro equilibrio. El objetivo es, pues, el de buscar las
condiciones en las que prevalezca el primer término sobre

el segundo.

Resulta inmediatamente aparente la necesidad de
trabajar a concentraciones de Ao lo mds baja posible, al
menos hasta el lfmite AO&KDI, que fija la validez de la
expresién {1I,5.10}. Esta necesidad ha sido agotada con la
instrumentacién de que disponemos. Utilizando conjuntamente
un instrumento con im&n superconductor que trabajase a 270
MHz, para protén con tubos muestra de 10 mm. de di&metro
serfa posible teoricamente disminuir en 20 veces la con-
centracién mfnima de A, utilizada por nosotros, llegando
a concentraciones del orden de 6.10'5 M. Ello equivale,
naturalmente, a ponderar en 20 veces mis la influencia del
primer equilibrio sobre el exceso de anchura observado.

Una representacibn grédfica de (1/Aw) frente a Ao({II.S.ll})
mostraria una curva compuesta fundamentalmente de dos tramos
rectos, cuyas pendientes e intersecciones con el eje X de-

dinirfan los par&metros de ambos equilibrios.

De la consideracién de la expresién {II1.5,10} es



posible tambi&n deducir que, a los efectos que se prosiguen,
no es de utilidad aumentar la concentracién de ribosoma, Ro'
a menos que el nGmero de sitios de ligadura, n,, sea tan
grande como para que el producto an° no sea despreciable
frente a Ky, vy contribuya a aumentar el denominador del
segundo término. El factor de relajacibn, Af(2wA,), en el
caso de intercambio lento, se identifica con K_,, la cons-
tante de disociacién del complejo primario. Conviene, por
tanto, realizar las medidas a temperaturas maybres de

26°C, para las cuales K_, es consecuentemente mayor. La
supervivencia de los ribosomas no aconseja, sin embargo,
elevar la temperatura por encima de 40-45°C. Como ya hemos
indicado, es este factor, A§=k_‘, el elemento critico que
va a determinar la posibilidad del estudio por RMN de la
interaccién entre antibiéticos y el centro peptidil-trans-
ferasa ribosémico, pues a poco que se reduzca la constante
de formacibén del complejo respecto a la determinada por di-
fusién, la cinética de disociacién se har& tan pequeifia,

que su efecto sobre la anchura de las sefiales del anti-

biético libre ser& despreciable.

Centrindonos sobre las posibilidades de disminuir
el efecto del segundo término, es fundamenﬁal, en princi-
pio, caracterizar mejor la interaccibén secundaria para
poder actuar en consecuencia sobre los paréimetros n,, Ky,
y Az. Para determinar la naturaleza de esta interaccién
secundaria, serfa preciso estudiar paralelamente la in-

teraccién de los antibiéticos con homo-oligonucleétidos
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o polinuclebtidos, como por ejemplo, poli-U, poli-C, poli-G
y poli-A, lo que proporcionarfa informacién acerca de la
naturaleza y especificidad de la interaccién. Asfimismo,
habrfa de considerarse la posibilidad de que la interaccién
con el ribosoma fuese con los grupos fosfatos a través de
cationes met&licos, para lo que serfa dtil el estudio de

2+. Una vez caracterizada

sistemas antibiético~ribosoma-Mn
esta interaccién secundaria y, mediante el uso de estos sis-
temas modelo, habrfan de explaorarse las condiciones que die-
sen lugar a una disminucidén efectiva de n, o Koz. Una de
ellas podria ser, por ejemplo, la adecuada seleccién de un

competidor que saturase los n, sitios de ligadura secundaria.

El factor de relajacién, Az' para el caso de in-
tercambio ridpido en el que se encuentra la interaCCiaasae-
cundaria, se identifica con (1/"T2M)' la relajacién en ;1
sitio unido, que disminuye con la temperatura, por lo que
¢onviene trabajar a temperaturas mayores de 26°C, con las

limitaciones expuestas anteriormente.

El estudio de la interaccisn de estos éhtibiéticos
con la unidad mayor ribos6mica, la denominada 508, en la
que radica el centro peptidil~tfaus£et&§a, presentarfa
algunas ventajas, si bienh no del todo decis{vas. Por una
parte, es muy probable que persista la interacciédn secunda-
ria (caracterizada hasta el momento como una interaccién
con el RNA). La reduccidn en Az(sl/nTZM), como consecuen-
cia del menor volfimen de la partfcula, no serfa, por otra

parte, lo suficientemente grande como para disminuir sig-
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nificativamente la prevalencia del segundo té&rmino de

{11.5.10} sobre el primero.

El estudio de la interaccién de estos antibiéticos
con la protefna o protefnas de la subunidad mayor, respon-
sables de la actividad peptidil-transferasa, s{ serfa
perfectamente adecuado para su estudio por espectroscopfa

de RMN.



IV. RESUMEN Y CONCLUSIONES
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El trabajo que se describe en esta Memoria fue rea-
lizado con los siguientes prop6sitos: en primer lugar, des-
cribir detalladamente la conformacién en disolucién de los
antibibticos puromicina y gougerotina, con el objetivo
final de inferir los requisitos estructurales que el sitio
aceptor (o los subsitios correspondientes) del centro pep-
tidil-transferasa impone sobre sus ligandos; en segundo
lugar, explorar las posibilidades de la espectroscopfa de
RMN en el estudio de la interaccifén de estos antibibticos
con el centro peptidil-transferasa ribosémico y obtener 1la
pertinente informacifn estructural, termodin&mica, ciné-

tica y microdinémica.

Con estos fines, se han obtenido y analizado los
espectros de resonancia magnética de ‘H de muestras co-
merciales de puromicina y gougerotina en disolucién de
D,0. Como resultado de estos anfilisis, se han obtenido
los valores de los desplazamientos quimicos y constantes
de acoplamiento y se han asignado estos pardmetros a pro-
tones concretos de estas mol&culas. Se ha realizado asi-
mismo un estudio completo de la variacibén de los espectros
protbénicos de estos antibibticos con la temperatura, con
la concentracibn y con el pH. El estudio de la variacién
de los paré@metros espectrales respecto a las dos primeras
se ha realizado para cada uno de los estados de ionizacién
(dicatidn, catién y molécula neutra) en que pueden encon-
trarse estas moléculas, dependiendo del pH. Se han medido
también los tiempos de relajacién longitudinal, T‘, de los

protones de estas moléculas.



Se han obtenido asimismo los espectros de 13C con
irradiacién de lH de puromicina y gougerotina en dos de sus
estados de ionizacién, asf como los correspondientes espec-
tros acoplados de 130, lo que ha permitido determinar la
multiplicidad de cada senal, respecto a los acoplamientos
directos 13C-IH, y algunos desdoblamientos debidos a pro-
tones geminales y vecinales. Estos datos, junto con los
tiempos de relajacién longitudinal, T,, de los nficleos de
13C en el espectro desacoplado han permitido realizar una

asignacifn de las sefiales observadas.

Se ha realizado un trabajo de revisifén y puesta
al dfa acerca del estudio por espectroscopfa de RMN de
interacciones entre mol&culas pequefias y biomacromolé&culas.
En &1 se describen las bases tefricas por las que, a par-
tir de los excesos de anchura de las sefiales de la molé&-
cula pequena debidos al intercambio quimico entre el sitio
ligado y el sitio libre, es posible obtener informacién
acerca de la constante de disociacién del complejo o de la
relajacién en el sitio de ligadura, segfin que el intercam-
bio sea lento o répido, respectivamente, para la escala de

tiempos involucrada en la técnica de RMM.

Se ha planteado el caso particular de la depen-
dencia de los excesos de anchura de las sefiales de reso-
nancia respecto a las concentraciones iniciales de antibié-
tico y ribosoma para el supuesto de la existencia conjunta
de dos equilibrios de interaccién: uno de alta afinidad

con un solo sitio de ligadura y otro de baja afinidad con
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un nfimero variable de sitios, que se consideran equivalen-
tes e independientes. Para el tratamiento de los datos ex-
perimentales de relajacién o de frecuencia, se ha escrito
un programa de cdlculo, en FORTRAN IV, por el que es po-
sible obtener en casos favorables, por un proceso iterativo,
los valores 6ptimos de los par&metros que caracterizan am-
bos equilibrios (constantes de equilibrio y nGmero de si-
tios de ligadura), asf como los factores de relajacién para
cada una de las sefhales del antibi6tico que se introduce

en el ajuste.

Se han medido los excesos de anchura de 5 sehales

prot8nicas de puromicina (H1', H meta’ H2 Y H8) y de

orto’ H
3 sefiales prot6nicas de gougerotina (H5, H6 y —NCHB) en
presencia de concentraciones variables de ribosomas de E.
Coli, que se obtuvieron de acuerdo con lo descrito en el
capftulo referente a materiales y métodos. Las medidas de
los excesos de anchura se llevaron a cabo por un método
numérico de ajuste por minimos cuadrados del contorno es-
pectral, que ha sido puesto a punto por nosotros y en el

que se han introducido algunas innovaciones (relaciones

entre inc8gnitas) que facilitan el tratamiento de los datos.

El programa de c&lculo descrito md&s arriba se ha
aplicado a las medidas experimentales de excesos de an-
chura de sefiales prot6nicas de puromicina y gougerotina,
en presencia de ribosomas. Para el rango de concentraciones
utilizado, no es posible obtener informacién de los par4-

metros del equilibrio de alta afinidad, apareciendo, ademés,
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correlaciones entre los correspondientes a la interaccifn
de baja afinidad. Consecuentemente, se han explorado los
resultados a que conduce el programa, cuando se fijan los

valores de alguna de las inc6gnitas.

Se ha investigado el efecto de la temperatura sobre
los excesos de anchura resultantes de la interaccién, al
objeto de definir el rango dindmico del intercambio quimico
en que estd situado. Asfmismo, para definir si los excesos
de anchura observados eran debidos a una interaccién con
los ribosomas o a algfin efecto de &stos sobre la disolucién
se ha estudiado la variacifn de las anchuras de los anti-
bi6ticos con la viscosidad y con la presencia, en distintas
concentraciones, de los iones paramagnéticos mds comunes.
Por Gltimo, con el objeto de caracterizar la interaccién
secundaria se han estudiado los sistemas adenosina-ribosomas

y puromicina-tRNA.

Como resultado de estos estudios se han obtenido

las siguientes conclusiones:

1l.- La conformacién que preferentemente adopta la molécula
de puromicina en disoluci6n de D,0 es la misma, salvo
pequefias modificaciones en algunos &ngulos de torsifn,
que la que dicha molécula adopta en el estado cris-
talino (fiqura 19, parte superior). Esta conformacién
preferida se encuentra en ré&pido equilibrio diné&mico
de interconversién con otras conformaciones menos fa-

vorecidas.
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El anillo de furanosa de puromicina no presenta en

disolucif6n una finica estructura rigida, sino que se

encuentra en rédpido equilibrio de interconversién entre,

al menos, dos conformaciones plegadas, una del tipo N
y otra del tipo S, caracterizadas por los pardmetros
pseudorotacionales (PN=21°, N6m=33°) Yy (PS=160°, Sem=
=36°) . La constante del equilibrio de interconversién
para la forma neutra, es K(26°C)=(xN/xS)=2,4, y las
fracciones molares, xN=O,71 y xs=0,29. Estas pobla-
ciones conformacionales del anillo de furanosa no
sufren variaciones significativas con la temperatura,
con la concentracién ni con el cambio de disolvente
(Dzo-'-DZSO-d6)° El equilibrio N&S se desplaza ligera-
mente, sin embargo, hacia la forma S a medida que se

aumenta el pH.

Las poblaciones conformacionales de los rotdmeros en
torno al enlace exociclico C4'-C5', para la molécula
neutra de puromicina, son xgg=0,69, xgt=0,24 Yy xtg=
=0,07 (figura 21). A diferencia de otros compuestos
andlogos (adenosina, 3'-AMP o 5'-AMP), la presencia
del resto OMe-tirosinil permite asignar inequivoca-
mente los protones HSQ Yy HSQ , 1lo que a ‘su vez per-
mite distinguir entre las conformaciones gt y tg. Las
poblaciones conformacionales asf determinadas, no su-
fren variaciones significativas con la concentracién
ni con el pH, si bien al aumentar la temperatura ellos

tienden a igualarse.



Los valores de los tiempos de relajacién, Tye de H8 y
H2 y los de la constante de acoplamiento 3J1308_””|
conducen a concluir que en la puromicina, en su forma
de dicatién, la conformacibén en torno al enlace glico-
sidico es preferentemente anti, si bien no se excluye
la presencia de una cierta poblacién en la conforma-
ci6én sin, en equilibrio con la anterior. Las pequeiias
variaciones observadas en los desplazamientos quimicos

de lH )4 13

C, asi como en la posicibén de equilibrio de
los roté&meros gg, gt y tg, con el cambio en los esta-
dos de ionizacién de la molécula, indican que el equi-
librio sin?anti no sufre con este cambio alteraciones
notables. Las variaciones observadas para los tiempos

de relajaci6n, T,, de H8 y H2, para la malé&cula neutra

son debidas a efectos intermoleculares.

A partir del valor obtenido para la constante de aco-

; 3
plamiento vecinal %%PCH3‘

gse obtienen cuatro posibles valores para el &ngulo de

(en disoluciéx de DMSO-d6)

torsién, ¢1, en torno al enlace que une el resto ami-
noacil con la parte nucleosfdica. Los cédlculos de
energia potencial senalan como el m&s favorable el
valor de ¢=81°, que ha de considerarse como una media
ponderada de los valores que adopta dicho &ngulo en

las conformaciones N y S del anillo de furanosa.

El apantallamiento relativo que muestran los protones
H4', HSQ Yy HSQ permite elegir el valor del &ngulo de

torsibén Y=240° (estandarizado) como el mi&s probable,
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ya que, para esa conformacién, se obtiene el-efecto-
m&ximo de la corriente de anillo del resto aromitico
del grupo O-Me-tirosinil sobre el desplazamiento qui-
mico de dichos protones. Ello permite, a su vez, una
asignacién inequivoca de los protones HB y HB" Esta
asignacién, junto con los valores de las constantes

3 3 -
JaB Yy JaB" determinan las pobla

de acoplamiento,
ciones relativas de las tres conformaciones alternadas

respecto al &ngulo de torsién X que, para la forma

1'
neutra de la puromicina, a 26°C, resultan ser: xI=O,60,
x71=0,33 ¥ inI=°'°7 (figura 22) . Estas poblaciones no
cambian significativamente con la concentracién ni con
el pH, ¥y s lo hacen con la temperatura, tendiendo a

igualarse, y con el cambio de disolvente, creciendo,

en DMSO-d., la poblacién relativa de Xrrye

El grupo N-diMe del resto N-di-Me-adenil de la puromi-
cina en su forma de dicatién, presenta una rotacién
impedida en torno al enlace exocfclico C6-N6, cuyos
pardmetros de activacién son, a 26°C, AG*=14,8 Kcal/mol,
AH*=13,5 Kcal/mol y AS#=-4,4 v.e., deducidos de la va-
riacién de la anchura de la sefial correspondiente con
la temperatura. Tanto para el dicatién como para la
molécula neutra, los cambios observados en los espec-
tros al aumentar esta dltima variable pueden raciona-
lizarse con base en el desplazamiento de poblaciones

conformacionales en torno al &ngulo de torsién Xl.

pPara la mol&cula neutra se observan coeficientes de
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temperatura mayores para H2, Hl1' y -N(CH3)2, compati-
bles con la existencia de asociacién intermolecular
por "apilamiento" de las bases, lo que se confirma
también por los valores que alcanzan, para esos proto-
nes, los coeficientes de variacibén de los desplaza-

mientos quimicos con la concentracién.

Los pKs de la puromicina y los desplazamientos qufimi-
cos de 1H Yy ‘3C debidos a cambios en el estado de io-
nizacibén de los dos grupos b&sicos de estas moléculas
son los dados en las Tablas 14 y 30. E1 pK m&s bajo
(4,4 a una concentracién 6,6.10'3M), corresponde a la
protonacifén de la base en N1 y el mis alto (6,1) a la
del grupo amino del resto OMe-tirosinil. La existencia
de un tercer pK a 12,5 parece cierta y debe correspon-
der al equilibrio de disociacifén del protén peptidico
o bien al del grupo hidroxilo en C2'. Los valores de
los dos pK mis bajos dependen de la concentracién y

su dependencia es compatible con la existencia de una
asociacibfn intermolecular en la que estén involucrados

ambos grupos ionizables.

La conformacién que preferentemente adopta la molé-
cula de gougerotina en disolucién, principalmente en
lo que se refiere al anillo de piranosa y a los &ngu-
los de torsifn sefalados, es la representada en la

figura 23.

El anillo de piranosa de gougerotina adopta exclusiva-

mente la conformacién de silla hC" como puede dedu-
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cirse de los valores que, para las constantes de aco-
plamiento vecinales de dicho anillo, se han obtenido
por anflisis completo de su espectro proténico. Ello
supone la automdtica conformacién de la configuracién
del &4tomo de carbono C4', sin recurrir a una degrada-
cién quimica del producto.

A partir de los valores medidos para los acoplamientos

3 3
J Y “Jq3
3eponpe C6-H1"

para el &ngulo de torsibn glicosfdico de la gougero-

se obtienen dos posibles valores

tina, X, que son 35° y 85°. Ambas soluciones se en-
cuentran en el intervalo correspondiente a la confor-

macién anti.

NH-CH
solucibn de DMSO-d6 determinan cuatro valores posi-

Las constantes de acoplamiento 3J medidas en di-

bles para cada &ngulo de torsifn, ¢1 Yy ¢2, en la gou-
gerotina. En el primer caso, teniendo en cuenta las
interacciones estéricas existentes para cada confor-
macién, conclufmos que el &ngulo de torsién ¢, (rota-
cién en torno al enlace -N-Ca— del resto serinil) se
encuentra en el intervalo en que los enlaces -NH y
-CH, est&n en una orientacién antiperiplanar (¢‘=300°),
desviidndose respecto a &sta en un valor de *+31°. De
modo andlogo, se determina que el &ngulo de torsién
¢2 (rotacién en torno al enlace que une el grupo

peptidil al aminoglucbsido) es de 84°.

La poblacién de roté&meros de la gougerotina del grupo

hidroximetil del resto serinil en torno al enlace
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Cy~Cg €S, probablemente, la siguiente: xI=0,34, Xp1=
=0,00 y Xyyr =0,66 (figura 24) si bien también podria
admitirse la alternativa siguiente: xI=0,49, xII=0'58
Yy ¥prp=-0,07 (las fracciones molares estén afectadas

por un error de +0,10).

Los par8metros magnéticos proténicos de la gougerotina,
en sus distintos estados de ionizacién, no sufren
variaciones significativas con la temperatura ni con
la concentracién, lo que sugiere la ausencia de des-
plazamientos notables de poblaciones conformacionales,

asf como la no existencia de interacciones moleculares.

Los pKs de la gougerotina y los desplazamientos quf-
micos de 'H y 130 debidos a cambios en el estado de
ionizacién de los dos grupos b&sicos de la molécula
son los dados en las Tablas 25 y 34. El1 pK mé&s bajo
(4,3) corresponde a la protonacién del resto citosilo,
que tiene lugar en el &tomo de nitr6geno N3 de dicho
ciclo. El1 pK m&s alto (7,5) corresponde a la proto-

nacidén del &tomo de N del resto sarcosilo.

En las condiciones experimentales en que se han reali-
zado nuestras medidas, el estudio por RMN de la inte-
raccién entre puromicina (o gougerotina) con ribosomas
de E. Coli, pone de manifiesto la existencia de una
interaccibn cuyas constantes de equilibrio de asocia-
cién son KA‘103 M! para puromicina y KAslo2 M™! para

gougerotina, que no coinciden ni en su magnitud ni en

su valor relativo con las constantes medidas por otros



17.-

18.-

19.-

métodos para la iiiteraccién de estos antibibticos con

el centro peptidil-transferasa ribosémico.

Los efectos de esta interaccif6n secundaria entre pu-
romicina (o gougerotina) con ribosomas de E. Coli so-
bre los paré&metros espectrales que se utilizan como
sondas, oscurecen los debidos a la interaccién con el
centro peptidil-transferasa ribosémico, para la que
unicamente es posible determinar lfmites m&ximos para
la constante de disociacién de los correspondientes
complejos, que resultan ser: k_159,0.103 seg-1 (para
puromicina) y k_1$1,4.103 seg-1 (para gougerotina).
La interaccifén secundaria, detectada por nuestros es-
tudios por espectroscopfa de RMN, es una interaccién
real de los antibiéticos con los ribosomas y los efec-
tos observados no son debidos a alteraciones de la

viséosidad del medio o a la introduccién en la disolu-

cién de iones paramagnéticos por parte de los ribosomas.

Los experimentos realizados con los sistemas adenosi-
na-ribosomas y puromicina-tRNA, permiten caracterizar
la interaccifén secundaria como una interaccién del
tipo nucleésido-nucleétido, por lo que se concluye

que la interaccifén tiene lugar entre los antibi6ticos
y el RNA ribos6mico. Los valores obtenidos para los
productos nzszzpara cada protén y para cada antibid-
tico son los dados en la Tabla 45. A partir de algunas
consideraciones en torno al valor de la relajacién

nuclear en el sitio unido y de la distribucién de
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nucle6tidos en la superficie del ribosoma, se propone

para el nimero de sitios de ligadura de la interaccién

secundaria un valor de l<n2<100.

Para intentar con éxito el estudio de la interaccién

entre antibifticos y el centro peptidil-transferasa

ribosémico, habrfa que abordar y dar solucién a los

siguientes problemas:

a)

b)

c)

d)

Reducir al m&ximo la concentracién de antibi6-
tico, lo que podria conseguirse utilizando cam-
pos mayores (imanes superconductores) y tubos

de mayor difmetro.

Realizar las medidas a temperaturas por encima

de la de la sonda (26°C), siempre que ello sea
compatible con la supervivencia funcional de

los ribosomas.

Caracterizar en detalle la interaccibén secunda-
ria con el objetivo de disponer de los medios
para blogquearla.

Medir la constante cinética de formacién del
complejo entre el antibiético y el centro pepti-
dil-transferasa ribos6mico, con lo que podrfa dis-
ponerse de una evaluacién fiable de la constante
de disociacién, lo que, a su vez, permitirfa pre-
decir si sus efectos sobre los pardmetros mag-

néticos podrian ser susceptibles de ser medidos.
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