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INTRODUCCION

El ribosama, camplejo sistema de 54 proteinas y 3 &cidos ribo-
nucleicos, con peso de 2,8x106uam (para el E. coli), constituye un
organulo celular fundamental en el proceso de la biosintesis de protei
nas. Es uno de los sistemas mds estudiados en bioquimica, biofisica y

biologia molecular; su interés radica en su funcidén biolégica.

En las sucesivas etapas de su accidn, el ribosama presenta una
gran pluralidad de funciones, lo que requiere diferentes sitios acti-
vos con estructuras altamente especificas, asi camo cambios conforma-
cionales también altamente especificos (1 y 2). Evidentemente, la
canplejidad de estructura del ribosama se corresponde con la canple-
jidad de su funcién. Numerosos trabajos actuales tratan de establecer
la correlacifn estructura-funcidn de este sistema, teniendo en cuenta
que la diversidad de funciones debe ser el resultado de multiples inte-
racciones entre sus macramoléculas camponentes, y no una mera adicién
de sus propiedades (3 y 4). La técnica espectroscépica de resonancia
paramagnética electrdnica es muy adecuada para este tipo de estudios
(5-8), pero s6lo muy recientemente se ha camenzado a aplicar al estudio
del ribosama (9-11).

Camo se verd mis adelante, la aplicacién de esta técnica requiere la
introduccién de un marcador de spin en el ribosama. Para que la inter-
pretacién de resultados pueda ser clara y con significacién bioldgica,
se ha de cumplir que el marcaje sea lo mis especifico posible, y que el
marcador no altere la estructura del sistema hasta el punto de hacerlo

inactivo.

En este trabajo hemos tratado de encontrar unas condiciones de
marcaje que cumplan los requisitos anteriores. Seguidamente hemos ana-
lizado la informacidn que nos suministra el marcador sobre la estructura
estdtica del ribosama, y sobre los cambios que esta estructura experimen-
ta bajo el efecto de diferentes agentes. De manera camplementaria, hemos
empleado la misma t&cnica para estudiar el efecto del ribosama sobre la
estructura del tRNA.



2, MARCAJE DE SPIN Y ESPECTROSCOPTA DE RESONANCIA PARAMAGNETTCA ELECTRONTICA

La espectroscopfa de resonancia paramagnética electrénica (RPE) ,
también llamada de resonancia de spin electrénico (RSE), sSlamente es
aplicable al estudio de sustancias que poseen uno o varios electrones
no apareados. No obstante, Onishi y Mc Comnel (12) han desarrollado el
método llamado de marcaje de spin, que permite extender la técnica a
moléculas no paramagnéticas. El método consiste en fijar, de manera cova-

lente o no,un marcador de spin, molécula con un electrén no apareado.

El espectro de RPE de la mol&cula marcada depende estrechamente
del entorno geamétrico, magnético y eléctrico del marcador, dando asi una
informacién muy sensible y especifica de la estructura molecular en una
regién bien localizada ; pequefias variaciones conformacionales en esta

regién se traducirdn, normalmente, en apreciables variaciones del espectro.

La técnica de marcaje de spin ha encontrado numerosas aplicaciones
en biologia molecular (5,6,13 y 14). La mayoria de los marcadores de spin
utilizados son derivados de ciclos nitroxidicos con cuatro sustituyentes
metilo que hacen mis estable el radical nitroxidico (fig. 1). La parte
denaminada R define la especificidad del marcador de spin. En nuestro caso,
R ser§ el radical maleimida, para el marcaje de las proteinas ribos@micas,

y bramoacetamida y carbodiimida, para el marcaje del tRNA.

R
(\/Lii
N N
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Fig.l.-Estructura general de los marcadores de spin.



En la t&cnica de RPE se provoca el desdoblamiento del nivel ener-
gético, degenerado, dél electréSn libre en dos subniveles, mediante la —-—
aplicacién de un intenso campo magnético externo (15 y 16). Se trata --
del efecto Zeeman de una particula con spin igual a 1/2.

Se puede observar la transicién entre esos niveles camunicando
energia mediante una microonda de frecuencia adecuada (con su campo mag-
nético perperdicular al campo externo), con lo que se cbservard una —-—
banda de absorcién. En la practica, la frecuencia de radiacién se man- -
tiene constante y se varia la intensidad del campo externo para dar con

las cordiciones de resonancia (fig. 2 ).

Por razones técnicas de deteccién, los aparatos de RPE no dan direc-
tamente la banda de absorcién sino su primera derivada (fig. 2). Se puede
considerar que la anchura media de la banda de absorcién es igual a la --
distancia en abscisas entre el miximo y el minimo de la primera derivada.

En el caso de derivados nitroxidicos se puede considerar que el -—-
electrén no apareado se encuentra localizado, predaninantemente, en el —-
orbital p del a&tamo de nitrégeno (fig. 1). El acoplamiento entre los mo-
mentos de spin del electrén desapareado y el niicleo de N (I=1) origina el
desdoblamiento de cada subnivel energético del electrén en tres igualmente
espaciados (fig. 2). Existen sSlamente tres transiciones entre estos seis
niveles que cumplen las reglas de seleccifn: mg= t1, my= O. Camo conse-
cuencia, el espectro resultante tiene tres bandas igualmente espaciadas —-
(fig. 2).

El hamiltoniano de spin del radical NO puede expresarse en la forma:
H =/sﬁ;§ + h3aT
donde h es la cte. de Planck, A el magnetdn de Bohr para el electrdn libre,
H el campo externo, y g y A son los dos tensores correspordientes al efecto
Zeeman y a la estructura hiperfina resultante del acoplamiento spin-spin,
respectivamente. El espectro queda fijado por los camponentes de g y A que
son caracteristicos del grupo marcador. El parémetro g indica, para una --

frecuencia de irradiacién dada, el valor de H al que se prodﬁce la absor-
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Fig. 2.- Origen del espectro de PRE.
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cién; A indica la separaci6n entre las bandas. Ambos factores g y A depen-
den ligeramente de los grupos R y R', y de la polaridad del medio.

En razén de la asimetria del grupo NO, los tensores g y A son aniso-
trépicos y, por ello, el desdoblamiento de niveles es funcidn de la orien-

tacién del grupo NO respecto del campo externo.

Eligiendo adecuadamente los ejes, el hamiltoniano puede descamponerse

del siguiente modo:

-

’K=/"(ng}ocsx+ﬁygyy§y*ﬁzgzz
+Irl(gxp‘:'cngx*'_S’yz'\yy_fy*'—S’z Azz

En dicha descamposicién los camponentes en X nos daridn el espectro que se

(28]

z) *

=

2)

obtiene cuando H tiene la direccién x,y anilogamente con z e y. Consecuen-
temente el espectro RPE de un marcador nitroxidico es anisotrSpico; es de-
cir, la posicién de las tres bandas es funcién de la orientacién del marca-

dor (fig. 3 a-c).

Por otra parte, la resonancia de spin electrénico tiene un tiempo de
relajacién del orden de 10_75; por lo tanto, si la molécula rota muy rapi-
damente (tiempo de correlacién de rotacién por difusién browniana del or-
den de10™1ls), las orientaciones moleculares particulares no serén resuel-
tas y el espectro responderd a un intermedio de las propiedades magneticas

(fig. 3d) caracterizadas por los pardmetros isotrdpicos

1
AO_E(A)Q(-'-AYY.'-AZZ)
1
9o =3 Uy +gyy+gzz)

Sin embargo, si el movimiento molecular es suficientemente lento (7> 10_75
para difusi6n browniana), el espectrdmetro puede resolver cada orientacidn
y el espectro resultante es idéntico al de una coleccién de marcadores -—-—

orientados al azar, pero fijos (espectro de polvo) (fig. 3e).



(c)

T

pecuefio h+1 (d)

grande (e)

Fig. 3.- Espectros RPE de un marcador nitro-
xfdico en funcién de la orientacidn

(a - ¢) y la movilidad (d y e).
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En el rango 10-11<T & 10-7s, el espectro cambia gradualmente de
un modo al otro y la forma de las bandas puede relacionarse exactamente
con las velocidades de rotacién. Para radicales nitroxidicos con mo-
vilidad alta (T<107%s) el tiempo de correlacién T puede cbtenerse —-
facilmente mediante la expresién

!
T=0,57 AHO[\/hO/hl + \/h/hy —Z}ns (17 y 18)
siendo AH, la anchura media en gaus de la barda central,y h; ,h, y h_j,
las alturas de las tres bandas en unidades arbitrarias (fig. 3d). Para

movilidad baja (T> 5x10~9s) esta expresién no es aplicable, y para ——
obtener el valor de T se debe recurrir a la simulacidén tedSrica del es-

pectro o a célculos empiricos aproximados (19 y 20).

Evidentemente los parametros fisicos camo la temperatura y la vis-
cosidad, que afectan al movimiento molecular, afectardn también a la —-—
forma del espectro y al valor de C .

La utilidad de los marcadores de tipo nitroxidico,en el estudio de
macramoléculas, radica en que el parfmetro T es muy sensible a las varia

ciones conformacionales en las proximidades del marcador.
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3. METODOS Y RESULTADOS

3.1. PREPARACION DE RIBOSOMAS, ENZIMAS Y FACTORES

Utilizamos la cepa Escherichia coli MRE600, deficiente en

RNasa I. Las bacterias han sido recogidas a los 3/4 de la fase loga-
ritmica de crecimiento y provienen de la campafiia Grain Processing -
Corp. (Muscatine, Iowa, USA).

El aislamiento de los ribosamas 70S se efectda por centri-

fugacitn diferencial, segin un método adaptado de Iwasaki et al. (21).

La tabla 1 recoge las cantidades obtenidas en una de las -
preparaciones realizadas.

Tabla 1
Preparacién a partir de 75q de bacterias E. coli MRE600

- Ribosamas antes de la purificacién ........... 1,10g

Ribosamas purificados ........ccciieiiiaannn. 0,40g

- Proteinas del sobrenadante S-150 (factores T,
G y aminoacil-sintetasas) ......cceecvvniancns 1,70g

- Proteinas de la fraccidn de los factores de
Iniciacitn  vevieiiiiieatiitiititetctnieanens 0,20g

Se comprueba la pureza de las preparaciones de ribosamas -
mediante ultracentrifugacién con Sptica Schlieren. Una preparacidn se
considera suficientemente pura cuando la superficie del pico 50S no -
representa mds del 10% del area total de todos los picos.

La integridad de los ribosamas 70S se camprueba determinan-
do su constante de sedimentacién, mediante ultra-centrifugacién ana-

1itica con sistema de deteccién en la modalidad de absorcidn

Un tercer control de las preparaciones de riboscmas 70S -
es el de su actividad biolé6gica, que pueda caracterizarse mediante la
sintesis in vitro de polifenilalanina dirigida por un mRNA  arti-
ficial, el poliU (22).
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3.2. MARCAJE DE SPIN DEL RIBOSQMA 70S

La N-etilmaleimida, o N-etil-2,5-pirrolidiona, es una imida
sustituida que reacciona con los grupos sulfidrilo (SH) de los residuos
de cisteina de las proteinas (23). La reaccién consiste en la formacién

de un enlace ticeter estable seqgin el esquema siguiente:

R-S
R-SH + _— . -
0= 0 0 o
N N

1 ]
CaHs CoHs

La reaccifn de la NEM con las proteinas es especifica de los
residuos de cistelIna. Ciertos autores sefialan la eventualidad de reaccidn
con el nicleo de imidazol de los residuos de histidina o con el grupo
amino de los residuos de lisina. Sin embargo, parece que estas reacciones
no se observan sino para concentraciones muy elevadas de N-etilmaleimida
y que, generalmente, la reaccién con los grupos sulfidrilo es predaminan-
te. La NEM no reacciona con el RNA (24).

Utilizando diversas técnicas, ha sido estimado por diferentes
autores (25-27) que el ribosama 70S contiene de 41 a 44 grupos SH, de los
cuales 15 a 17 se encuentran situados sobre la subunidad 30S (25) y de -
26 a 27 sobre la subunidad 50S (27). Entre estos grupos SH solamante un
pequefio n@mero, variable con las condiciones experimentales, es accesible
a los reactivcs en el ribosana nativo: 7 u 8 en la subunidad 30S y 6 & 7

en la 50%.

En este trabajo se han marcado los grupos SH del ribosama 70S
usando una serie de derivados nitroxidicos de la N-etilmaleimida (fig.4)

que designaremos con el té&rmino general NONEM.
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Fig. 4.~ Marcadores NONEM

La reaccién de marcaje se realizé a 22 *19C, generalmente
en los tampones C(20 mM en tris-HCl pH 7,4, 100 mM en NH4Cl y 10
mM en Mg (AcO),) oD (50m M en tris-HC1 pH 7,4, 140 mM en NH4Cl
y 20 mM en Mg (AcO),).

Para deterner la reaccién de marcaje y separar el exceso
de marcador, la mezcla de reaccién se pasa, a temperatura ambiente,
por una columna (20x0,7cm) de Sephadex G-25 fino (28). Las fracciones
conteniendo los ribosamas eran concentradas hasta un volumen de —
0,1-0,2ml por ultrafiltracién en una c&lula Amicon (modelo 3} usando
marbranas Diaflo PM10; la concentracién final de ribosamas era del or-
den de 107°M.

A. Grado de incorporacién del marcador

La tabla 2 presenta el grado de incorporacidn del marcador
NOMEN I (fig.4) al ribosama, en diferentes cordiciones. La estimacién
ha sido hecha por dos t&cnicas diferentes: RPE y marcaje radioactivo.




17

Tabla 2

Marcaje de ribosamas 70S de E. coli con NONEM I en
tampén C, pH 7,4, a 22°C
(min.)

[voreEn] (a) Tiempo de NONEM incorp./ribos.
{£Ibos] reaccién RPE (D) T4omq(CT
40 1 0,5
40 2 0,6 0,6
40 4 1,0
40 5 1,1 1,2
40 8 1,2
40 16 1,6 1,5
40 32 1,9 1,8
40 60 2,2 2,0
240 2 1,5 1,7
500 185 13,0 29
(a) [ribosamas] = (12 * 1)x10~®M

(b) Error inferior al 20%
(c) Pramedio de cuatro experimentos. Error < 20%

En el primer caso el nmero de marcadores por ribosama se ob-
tiene camo cociente de la concentracién de marcadores de spin presentes
en la muestra de ribosamas (determinada por doble integracisn del espec-
tro RPE) y la concentracién de ribosamas, cbtenida a partir de la absor-
cién UV a 260rm.

En el sequndo caso, el pramedio de mol&culas de marcador incor—
poradas por ribosama, se obtiene camo diferencia entre el nfimero de molé-
culas de l4c-Nm incorporadas a ribosamas intactos y a ribosamas premar -
cados con NONEM I. Se obtiene una buena concordancia entre los dos mé&todos.
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Fig. 5.- Cinética de incorporacién del mar-
cador de spin NONEM I al ribosama
70S.
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El valor obtenido para marcaje de 3h concuerda con los resul-
tados de Bakardjieva y Crichton (27).

En la figura 5 se han representado los valores de la tabla 2
correspordientes a un exceso de marcador de 40 veces,en funcién del --
tiempo, para mostrar la camplejidad de la cinética de marcaje del ribo-
soma con NONEM I.

B. Identificacién de las proteinas marcadas

Se aislaron las proteinas ribosfmicas (29) a partir de ribo-
somas intactos, ribosomas débilmente marcados (1,6 NONEM/ribosama) y -
ribosamas fuertemente marcados (13 NONEM/rib.) con el marcador NONEM I
(fig. 4). A partir de 300UAjgg (20mg) de ribosamas se obtienen unos 4mg
de protefnas.

Las protefnas ribos@micas fueron marcadas con 14C-NEM bajo
cordiciones desnaturalizantes (6M en urea), con lo que se espera que
todos los grupos SH reactivos serdn alquilados, y a continuacién fue-
ron sanmetidos a electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida,
segfin el método de Wittmann (30 y 31).

la camparacidn, para cada proteina, entre la radiocactividad
encontrada en ribosaomas con marcador de spin y ribosamas intactos, -
permite calcular el grado de incorporacién de NONEM a esa proteina.
Ia tabla 3 recoge los valores medios de las dos electroforesis.
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Tabla 3

Grado de incorporacién del marcador de spin NONEN I a las diferentes
protefnas del ribosama de E. coli segiin los resultados de electroforesis.

grupos radiocactividad (cpm) razén de marcaje | NONEM/Proteina
SH proteina (b) (c) (d)

(a) =8 pl p2 pl/p0  p2/p0 pl p2
1 S1 528 682 18 1,30 0,03 1,0
1 S4 1513 1820 844 1,20 0,56 0,4
1 S8 756 890 953 1,18 1,26
2 S11 1832 1442 1000 0,79 0,55 0,5

3-4 S12 2397 1785 458 0,74 0,19 0,5 1,6
1 S13 1350 1146 1360 0,85 1,01
2 s17 1660 1139 236 0,69 0,14 0,3 0,9
1 S18 828 431 251 0,52 0,30 0,5 0,7
1 s21 980 633 84 0,65 0,09 0,35 10,9
3 L2 2933 3324 3804 1,13 1,30
1 L5 1020 1223 1102 1,20 1,08

1+1  L6+Ll11 4093 3676 2231 0,9 0,55 1,3
1 L10 1393 1276 322 0,92 0,23 0,8
2 L14 2572 2185 1300 0,8 0,51 1,0
0 L15 1455 1154 1260 0,79 0,87
1 L17 2302 2210 1766 0,9 0,77 0,5
1 L27 1039 665 173 0,64 0,17 0,35 0,8

(a) Namero de grupos SH seg(in la bibliografia. Debe hacerse notar que al-
gunas proteinas tienen grupos reactivos frente a la NEM distintos de SH.

(b) Los valores estén referidos a lmg de mezcla de protefnas depositadas
sobre el gel y han sido corregidos por la retencién de material en el gel.
SSlamente se presentan las proteinas con mds de 400cpm.
pPO: proteinas de ribosamas sin tratar con NONEM I.
pl: proteinas de ribosamas con 1,6 NONEM I.
p2: proteinas de ribosamas con 13 NONEM I.

(c) Fraccién de grupos SH todavia accesibles a la 14C-NEM en los riboso-
mas marcados con NONEM I. S6lamente consideramos significativos los valo—
res inferiores a 0,75.

(d) En las proteinas S12, L14 y L17, se ha considerado que el marcador
de spin puede estar distribuido entre 2 grupos de la proteina, y en las
proteinas L6+L11l se ha supuesto que tres grupos independientes son modi-
ficados por el marcador.
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La rédioactividad especifica de las protefnas preparadas a
partir de ribosamas intactos era de 3,0x105dpn/rng lo que corresponde a
unos 23 grupos SH por ribosama marcados con 14cNFM. As{ pues, la ra-
dicactividad de las proteinas separadas del gel, en valor medio, es de
1450 cpn por grupc SH marcado con l4c-NmM. Este valor justifica el que
en algunos casos se haya de considerar que hay mids de un grupo SH —-—
marcado; y las desviaciones respecto de este valor las interpretamos -
cano debidas al hecho de que no todas las proteinas se recuperan en el
liquido de centelleo al 100%.

Los resultados de la tabla 3 demuestran que, para marcaje -
poco intenso, mis del 80% del marcador de spin se encuentra en la subu-
nidad 30S scobre las proteinas S18, S12, S21 y S17; lo que confirma una
vez mis que la subunidad 505 es mis campacta y sus SH son menos reacti-
vos (32).

Los grupos SH reactivos de las proteinas citadas se encuen-
tran, muy probablemente, en un entorno semejante, y es interesante no-
tar que la mayoria de estas proteinas estin localizadas en la cabeza de
la subunidad 30S (33 y 34), camo se ve en la figqura 6. Ademis, en el -
ribosama 70S, la cabeza de la subunidad 30S se encuentra en contacto con
la regidén de la subunidad 50S donde se encuentra la proteina L27, que
es otra de las proteinas intensamente marcadas. Parece ser, por tanto,
que los SH més sensibles a la alquilacién se encuentran en la misma re-
gitn del ribosama.

En las dos cordiciones de marcaje analizadas hemos encontra-
do, camo era de esperar, numerosas coincidencias con los datos de la -
bibliograffa para marcaje con NEM,y también algunas diferencias, que
deben ser atribuidas al hecho de que la analogia entre NEM y NONEM no
es campleta:.. De hecho la presencia del niicleo de tetrametil-pirroli-
dinil afiade a la molécula un grupco voluminoso, bastante hidrofébico.



22

¥,

Fig. 6.- Topografia de las proteinas del ribosama 70S
marcadas con NONEM I, para una intensidad de
marcaje de 1,6 moléculas de marcador por ri-

bosama.
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C. Integridad y actividad de los ribosamas marcados

Para analizar el efecto que el tratamiento de marcaje de spin
tiene sobre la integridad y la actividad biolSgica del ribosama, se -
han camparado las propiedades de sedimentacién de ribosamas marcados
Yy sin marcar, asi camo su capacidad de sintesis de polifenilalanina -

in vitro (tabla 4).
Tabla 4

Integridad y actividad de ribosamas 70S marcados

NONEM I por proporcién actividad relativa

ribosama de 708 (%) en la sintesis de

(a) (b) polifenilalanina
0 92 100
of{c) 91 100
0,6 95
1,2 91,5 90
1,6 . 92 88
2,1 74
13 91 31

(a) Valores obtenidos a partir de la tabla 2.
(b) El resto corresponde a las subunidades libres.
(c) Ribosamas sametidos al tratamiento de marcaje.

Es de destacar que para marcajes poco intensos con NONEM I el
ribosama 70S conserva en gran parte su capacidad de sintesis de poli-
péptidos. Esto nos hace pensar que los SH de las proteinas S18, S12,
521, S17 y L27 no deben tener un papel preponderadamente en la activi-
dad del ribosama.

Para marcaje intenso, la actividad se ve reducida apreciable-
mente; pero los resultados de Schlieren muestran que la estructura --
global del ribosama 70S no es alterada hasta el punto de producirse la

disosicacifn de las subunidades. Asimismo, se han encontradq variacio-
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nes en el valor de la constante de sedimentacidn que no consideramos sig-
nificativas. Estas observaciones coinciden con los resultados de Tritton
(11).

Los resultados de la tabla 4, en canbinacién con los de la ta-
bla 3, muestran también que las moléculas del marcador de spin no estén -
localizadas tan s6lo sobre las particulas 70S inactivas. Asi, ribosamas -
con un promedio de 1,6 marcadores conservan un 88% de la actividad mixima,
y en esta preparacién hay al menos una protefna (S18) que esti marcada en
un 48% de los ribosamas. Puede, por tanto, suponerse que una fraccién --
apreciable de NONEM-ribosamas es todavia activa.

3.3 ESPECTRO DE RPE DEL RIBOSCMA 70S

Los espectros RPE han sido registrados mediante un espectro-
metro Bruker 4145, acoplando a un miniordenador Nicolet 1180, de 16K de
memoria, provisto de un sistema de almacén de datos sobre disco. El1 orde-
nador permite el control de operacién del aparato, pudierdo realizarse -
acumulacién de espectros a fin de aumentar la razén sefial-ruido. Asi mis-
mo el ordenador permite ciertas operaciones con los espectros camo el cam—
bio de escalas, obtencién de espectros de diferencia, integracién del &rea
de las bandas, etc. Este mismo ordenador, junto con el programa EPRCAL ~—
suministrado por la firma Nicolet, ha sido utilizado para realizar la simu-
lacién del espectro del ribosama.

Teniendo en cuenta que la separacifn mixima de picos en un ——
marcador nitroxidico es del orden de 70gaus, se ha tomado para el barrido
del espectro un intervalo de 100G. Cano la frecuencia de la microonda es de
9,7GHz (banda X), el espectro aparece hacia los 3400G (g= 2,0023).

las restantes variables experimentales se ajustardn de modo que
se obtuviera la mejor relacidn sefial-ruido, pero sin deformar las bandas
del espectro; es decir:

- potencia de la microonda: lo mayor posible sin llegar a la
saturacién (generalmente se usé 20mW),
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- amplitud de modulacién del campo magnetico; lo mayor posible,
pero inferior a 1/3 de la anchura de banda. (Generalmente 1G)

- constante de tiempo: lo mayor posible, pero inferior a 1/10
del tiempo de barrido de la anchura media de banda. (Normal-
mente 1/500 del tiempo de barrido total).

Generalmente se registré el espectro a 21°C. Para otras tempe-
raturas se utilizd la unidad de control de temperatura del aparato, --
calibrada con un termopar.

Se usaron células de cuarzo, planas, para disoluciones acuosas
de 80 y 200 pl.

A. Caracteristicas del espectro

1a figura 7 muestra el espectro de RPE del marcador nitroxi-
dico NONEM I en tamp&n C y el espectro del ribosama marcado con ese -
mismo marcador (1,6 marcadores por ribosama), registrados en las mis-
mas condiciones. Ccmo.es 16gico, el marcador libre, a 21°C en disolu-
ci6n, presenta una gran movilidad. El tiempo de correlacién, C , obte
nido a partir del espectro seglin se irdic6 en 2 , es de 0,07ns. Por
otra parte, este valor es practicamente constante para todos los mar-
cadores nitroxidicos aquf utilizados.

Por el contrario, el espectro del ribosama marcado indica que
el marcador de spin estf muy immovilizado y que, al menos, hay dos en-
tornos distintos. Asi, el espectro presenta una superposicién de dos
subespectros que reflejan, o bien dos clases diferentes de grupos SH,
o bien una clase con dos conformaciones posibles para el marcador vy
con velocidad de intercambio entre esas conformaciones inferior a --

107 7s.

Uno de los dos subespectros consiste en tres bandas bien re-
sueltas: h, (banda central, h, (banda a bajo campo) y h-1 (banda a
alto campo), correspondientes a marcadores de spin en un entorno —
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10 G

Fig. 7.- Espectro de PRE del marcador de spin NONEM
I, a) libre en disolucién, b) sobre el ri-
bosama 70S (1,6 moléculas de marcador por

ribosama) .
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débilmente immovilizado. La constante de acoplamiento, A,, tiene un
valor de 15,9G. El segurdo tipo de espectro es similar al espectro
de polvo, y la distancia entre las bandas extremas, Apax, €5 67,6G
indicando que el marcador se encuentra pricticamente immovilizado.

En un espectro campuesto, camwo el de la figura 7b, no pue-
de determinarse el tiempo de correlacifn rotacional, T ,mediante la
expresién presentada en 2. Sin embargo, podemos utilizar el parame-
tro h cano una medida de la irmovilidad del marcador en el ribosama.

h = — ] =2 2

B. Efecto de las condiciones de marcaje

Aunque los resultados de la tabla 4 muestran que el trata-
miento de marcaje, incluida la separacifn sobre sephadex G25, no al-
tera la actividad de sintesis del ribosama 70S, resulta conveniente
controlar el efecto de las cordiciones de marcaje sobre el espectro
de RPE.

Se hicieron dos marcajes en presencia de 2 y 14% en etanol,
con el mismo grado de incorporacidn de marcador, y no se observd va-
riacifn en el espectro. Asimismo se registraron espectros consecuti-
vos de una misma preparacién de ribosamas marcados; en un espacio de

8h, a 21°C, no se encontrd modificacién apreciable en el espectro.

Se realizaron también marcajes a 21 y 37°C, registrandose
los espectros a 21°C. Para marcaje poco intenso, menos de 2 marcado-

res por ribosama, no hay apenas variaci6n en el espectro; pero, para
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marcaje intenso, unos 13 marcadores por ribosama, el espectro de la mues-
tra marcada a 37°C es apreciable mis movil. Se decidid por ello realizar
todas las experiencias a 21°C.

C. Efecto del grado de marcaje

Dada la heterogeneidad de posiciones ocupadas por el marcador de
spin sobre el ribosama (tabla 3) es de esperar que la forma del espectro
variard con el grado de incorporacidn del marcador. Ia variacién que -
experimenta el espectro es bastante pequefia, incluso para diferencias en
la intensidad de marcaje muy grandes, y siempre hay dos camponentes. Este
resultado sugiere que el entorno de los grupos SH en las distintas protef-
nas marcadas no es muy diferente, incluso si los marcadores no estin hamo-

géneamente distribuidos.

Tambien resulta sorprendente que la camponente fuertemente inmo-—
vilizada del espectro esté& ya presente para cortos periodos de marcaje,
indicando que los sitios més reactivos son de naturaleza bastante hidro—-
fdbica. El bajo valor de A, (15,9G) concuerda con un entorno, del marcador

de spin, no polar.

Si caracterizamos los espectros por el par&metro h, obtenemos los
valores de la tabla 5. Estos valores indican que, cuando el grado de marca-
je no es elevado, el marcador no modifica la estructura del ribosama, al
menos de modo que pueda ser detectado por una variacién en el espectro.

Tabla 5

Efecto del grado de marcaje
scbre el espectro de RPE

NONEM I por

ribosama h
0,5 ceverennnennns 4,7
1,2 ....... esenen 4,8
2,2 iiieiieaee .. 4,3
. 2,3
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Para marcajes intensos se observa un aumento en la movilidad
media de los marcadores de spin que admite, al menos, dos interpreta-

ciones:

a) La introduccién del marcador produce una modificacién en la
estructura del ribosama que se hace mis relajada, con lo que la movili-
dad del marcador aumenta; b) las posiciones menos reactivas correspon-
den a grupos SH mis expuestos. Aunque la segunda interpretacidn es muy
poco prabable, realizamos experiencias de pre y postmarcaje con NEM,
para resolver toda ambigiedad. Tanto si el marcaje intenso con NEN se
hace antes de un marcaje débil con NONEN I, cano si se hace después,
se observd que la movilidad del marcador de spin aumentaba ligeramen-—

te: h disminuye.

Asi pues, el marcaje intenso del ribosama ocasiona una aber-
tura de su estructura, que puede estar relacionada con la apreciable
pefdida de actividad reflejada en la tabla 4.Esta modificacidén estruc-
tural es suficientemente intensa camo para afectar ligeramente el es-
pectro de RPE, pero no lo es camo para reflejarse en un cambio de las
propiedades de sedimentacién del ribosama (tabla 4).

D. Efecto de la longitud del marcador

Puesto que el marcador NOWEM nos da informacién scbre el en-
torno de los grupos SH, hemos empleado una serie de marcadores de spin
de longitud diferente para analizar la geametria de las posiciones
marcadas. ILa fiqura 8 recoge los espectros, correspondientes a un mar-
caje de 1,5 mol&culas de marcador por ribosama, para los distintos —-—
marcadores empleados. Camo era de esperar, los marcadores mds cortos,

I y II, est8n mis immovilizados y exhiben un espectro muy asimetrico,
de bandas anchas. Al aumentar la distancia entre el grupo NO y el ribo-
sana el espectro de RPE se hace mis simétrico.
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Fig. 8.— Espectros RPE de ribosamas 70S, 6x10~M en

tampdn C, marcados con 1,5 moléculas de di-

ferentes NONEM.
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Fig. 9.~ Variacidn de la movilidad de los marcadores de spin
NONEM, fijados al ribosama 70S, en funcidn de la lon-

gitud del marcador.
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La distancia entre los centros de los dos anillos en los cinco
marcadores I a V es, respectivamente, 4,4 , 5,7, 9,3, 10,5y 12,98
(35). Ya que s6lamente los dos primeros espectros de la figura 8 tienen
una camponente fuertemente imovilizada, puede deducirse que, cuando el
marcador tiene una logitud de alrededor de 619\, el grupo NO pasa de un
entorno impedido a un entorno de rotacién relativamente libre. Desde —-
luego, el marcador nunca se aproximaré a la libertad de movimiento ca-
racteristica de un marcador de spin libre en disolucién (fig. 7.a), ya
que estd covalentemente unido a un sistema muy grande que rota lenta-
mente. La reactividad de los diferentes marcadores usados puede no ser
igual, pero ello no puede explicar la gran variacién encontrada en el
espectro.

En la figura 9 se ha representado el tiempo de correlacién
rotaciocnal en funcién de la longitud del marcador, y no se encuentra un
salto brusco en la grafica. Esto sugiere que los grupos SH no se encuen
tran en un pozo estrecho, sobre el ribosama, sino mis bien en una cavi-

o
dad ancha con una profundidad mixima de 6GA.

E. Anilisis por simulacidn

Se ha utilizado el programa Nicolet RPECAL, basado en los algo-
ritmos de Coffey et al. (36 y 37), para la simulacitn del espectro del

ribosama marcado con 1,6 moléculas del marcador NONEM I (fig. 7.b).

El programa es vilido para movimiento isotrdpico con tiempo
de correlaciéncomprendido en el intervalo 10711 - 5x10/s. El modelo en
el que se basa supone simetria axial del grupo NO y, por tanto, de los

tensores A y g.

Entre los datos espectrales para el cdlculo se requiere, ade—
misde A, ; g, r A, Y g, , el valor de Tp: tiempo de relajaci6n -—-
spin-spin del electrén. En nuestro caso, g, Y g, se tamaron de la bi-
bliografia (de marcadores semejantes, pues el pardmetro g depende poco
del resto de la molécula y apenas influye en la forma del espectro);
A, y A, se cbtuvieron experimentalmente.
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1 T= 0,5 ns

2 T= 3,0 ns

M t= 10 ns

I T= 80 ns

Fig. 10.- Simulacidn del espectro RPE del riboso-
ma 70S marcado con 1,6 moléculas de
NONEM I. La intensidad relativa de ca-
da espectro es la indicadez en la tabla
6 . El espectro 5 es la suma de los cua
tro primeros.
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T, estd relacionado con la anchura media de banda AH mediante la ex-
presién:

AH = 2h/ [3gpTy
El valor de T se tantea hasta que el espectro RPE simulado coincide
con el espectro experimental.

Hemos encontrado una satisfactoria reproduccién del espectro
experimental mediante una cambinacién de cuatro camponentes (fig. 10).
En la tabla 6 presentamos los tiempos de correlacién y la contribucién
de cada camponente a la intensidad total del espectro.

Tabla 6

Simulacién del espectro RPE del ribosama 70S
marcado con 1,6 moléculas de NONEM I.

camponentes | T(ns) Ty(ns)| % intensidad
0,5 65 | 1,4
moviles 3,0 45 |28 29,4
10 45 124,4
poco moviles | 80 45 | 46 70,4

Los datos de la tabla 6 indican que al menos 46% del espectro
corresporde a la seflal del marcador casi campletamente immovilizado
sobre el ribosama. Las distintas camponentes del espectro corresponden
a diferentes modos de rotacidn del marcador, independientes entre sf o

en equilibrio dindmico pero con velccidad de intercambio pequefia.

3.4. APLICACIONES DE LA RPE AL ESTUDIO CONFORMACIONAL DEL RIBOSCMA

A. Efecto de la temperatura

Se ha seguido la variaci6én de la sefial RPE de ribosamas 70S
marcados con el marcador nitroxidico NONEM I en funcifn de la tempe-
ratura. El grupo NO rota mis rdpidamente a medida que la temperatura
aumenta, de acuerdo con la expresidn :

T= ’C,e_E/RT
donde E es la energia de activacién para la movilidad del

marcador.
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Ia figura 11 representa el camportamiento del espectro en la
forma de una gr&fica de Arrhenius. Entre 24 y 30°C se observa una dis-
continuidad en la recta. Hemos verificado que esa discontinuidad es
significativa, aplicando el test de Chow (38) a las tres regresiones

lineales posibles. Efectivamente la suma de los cuadrados de las des-

viaciones respecto de las tres rectas ajustadas por minimos cuadrados
es:

I : 65-2% ; DBg? =454x10° , m=4

II : 30 - 63,5 ; %d% =80,2x107° , n=7

III : 6,5~ 63,5 ; mmg2 =422,3x107° , m+n =11

2 $az 5 a2
P _(Zd2 (q11) - £4¢(1) « 2(11))/p
(p,m+n—2p)

(Zdi(l) + Za2(1D))/ (men-2p)

siendo p = 2 para una recta. Sustituyendo en la expresidn anterior, se
obtiene F(3,7)= 8,263 ; y la probabilidad de que F > 8,263 = 0,014 ; -

luego deben considerarse dos rectas distintas en lugar de una sola.

La discontinuidad a 27 * 39C manifiesta un cambio de estruc-
tura del ribosama en el entorno de los marcadores de spin. Cada segmen-—
to corresponde a un particular modo de rotacidn del marcador, con una
entalpia especifica de rotacidn, cobtenida a partir de las dos regresio-
nes lineales, de -5,8Kcal/mol y —-4,8Kcal/mol, antes y despues de la ——

transicién, respectivamente.

Esta transicidn estd bien por debajo del desdoblamiento glabal
de la estructura del ribosama hacia los 70°C (39) . En nuestra experiencia
no hemos encontrado esta transicidn global porque, a la concentracidn

empleada, a 70°C los riboscmas precipitaron.

La estructura del ribosama experimenta, por tanto, importantes
perturbaciones locales por encima de 30°C, que probablemente correspon-

den a una reorganizacién en las proximidades de las protéinas marcadas.
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Fig. 11.- Variacidn con la temperatura de la movilidad
del marcador de spin NONEM I en el ribosama

70S. Representacidn de Arrhenius.
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Por otra parte estd bien establecido que la activacién de las subuni-
dades 30S provoca la reorganizacién de las proteinas, en particular

en la regién donde se encuentran S18 y S21 (40 - 42).

Es de destacar que, para un sistema macramolecular tan gran-—
de, solamente se haya encontrado una transicién de fusién. Esto cons-
tituye otra irdicacién de la pequefia diferencia que existe entre los
entornos estructurales de los distintos grupos marcados.

B. Efecto del ion Mg **

Camo es bien sabido, para que el ribosama mantenga su estruc-
tura activa se requiere una cierta concentracién de Mg ** (43), y el
cambio en el valor de esta concentracidn parece causar modificaciones
en la estructura del ribosama (40). Hemos tratado de ver si esos cam-—
bios estructurales pueden ser seguidos por la técnica de RPE. Para ello
se han realizado tres marcajes poco intensos (unos 1,5 marcadores por
ribosama) con el marcador de spin NONEM I a concentraciones de Mg ¥+
de 20, 10 y 0,5mM (figura 12).

Bunque en la literatura (40) se afirma que el ribosama 70S --
experimenta un cambio conformacional al pasar de 10 a 20mM en Mg*+* ,
nosotros no hemos encontrado diferencias apreciables entre los espec-
tros correspondientes a marcajes a 10 y 20mM. Puede ser que el cambio
de estructura exista y que no se refleje en el espectro de RPE. No obs-
tante, conviene hacer notar que Ghosh y More (44) no han observado --
tampoco el cambio conformacional sugerido por Ginzburg y Zamir.

A 0,5 en Mg ** los ribosamas estan campletamente disociados
en sus subunidades (45), como hemos podido camprobar mediante el --
Schlieren, y el marcaje en estas condiciones da lugar a un mayor por-—
centaje de la camponente mSvil (fig. 12). Por otra parte, cuando los
ribosamas marcados a 10mM son llevados a 0,5mM (mediante diflisis pro-
longada) no se observa variacién apreciable (fig. 13a ) .Sin embargo ,
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Fig. 12.- Espectros RPE de ribosamas 70S marcados con
NONEM I a diferentes concentraciones de Mgz_'
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4
Fig. 13.- a) Ribosanas marcados a 10 mM en Mg+ (—) vy lle-
vados a 0,5 mM Mg**(....). b) Ribosamas marcados a

0,5m en Mg**(——) y llevados a 10 mM en Mgt+
(....). ¢) Ribosanas marcados a 10 mM en Mg"" (—)
y dializados contra EDTA 6 mM (....).
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cuando los ribosamnas marcados a 0,5mM son llevados a 10mM, se observa
una disminucidn en la intensidad relativa de la camponente mévil —-—
(fig. 13.b).

Interpretamos estas observaciones en el sentido de que, en
la disociaci6n del ribosama, aparecen nuevas posiciones accesibles al
marcador, probablemente en la regién de contacto entre las dos subuni-
dades; en estas posiciones el marcador tiene gran movilidad, pero esta
disminuye, por impedimentos est&ricos, cuando se provoca la reasocia-
cidn de las subunidades. Esta interpretacién coincide con otros resul-
tados de la literatura (46 y 47) que nuestran un aumento en el ndmero
de grupos accesibles a la NEM cuando se produce la disociacién del ribo

sana en subunidades.

Ha sido estimado (45) que, de 1 a 10mM en Mg *+, hay aproxima-
damente 2000 iones Mg ** unidos al ribosama, y, entre O y ImM en Mg *+,
hasta 1200 iones gquedan afin unidos al ribosama. Por ello no resulta sor-
prendente que el espectro RPE a 10mM en Mg *+ permanezca constante,tras
didlisis contra 0,5 mM en Mg ++; los iones unidos al ribosama mantienen
la estructura campacta de las subunidades; s6lo se hace patente el efec-
to primario de los iones Mg ** cuya presencia disminuye las repulsiones
electrostiticas entre las subparticulas 30S y 50S (48). Sin embargo, si
por diflisis prolongada contra EDTA se eliminan los iones Mg ** unidos
al ribosama, un notable cambio aparece en el espectro de RPE (fig.l13c)
reflejando un relajamiento en la estructura de la particula.

C. Efecto del tRNA

Aunque se ha sugerido con frecuencia que las diferentes etapas
de la funcién del ribosama deben ir acampafiadas de cambios conformacio-
nales (49), no se ha encontrado hasta ahora mucha evidencia directa de
estos cambios. Empleando la t&cnica de RPE hemos puesto de manifiesto la
existencia de un cambio conformacional del ribosama cuando éste incorpo-
ra el tRNA.
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En una primera serie de experiencias hemos seguido la varia-
cién que el espectro RPE del ribosama, marcado con 1,5 mol&culas de
NONEM I, experimenta durante la interaccién con tRNA, en presencia de
un exceso de polilU, en tampdn D a 21°C.

La adicién de poliU o tRNAT® no afecta apenas la sefial RPE del
ribosama. Sin embargo, si ambos estén presentes, con independencia del
orden en que se haga la adici6n al ribosama, se detecta un aumento en
la movilidad de los marcadores de spin; lo que debe interpretarse camo
un cambio estructural, localizado en la regidn del riboscma donde se --
encuentran los SH marcados (fig. 6), debido a la formacién del camplejo
ternario. ILa figura l4a recoge este resultado. El mismo efecto es obser-—
vado si el ‘.tRNAfe es sustituido por tRNA no fraccionado. La sustitucidn

de polil por Uy causa la misma perturbacién, pero el efecto es mds débil.

Las experiencias fueron realizadas a concentracidnes de trvafe
de 1,5 y 15 veces la concentracién de ribosamas, que deben corresponder
a la incorporacién de 1 molécula de tRNAfe (sitio P del ribosama) y 2 —-
moléculas de tRNAf® (sitios P y A del ribosama) seqdn Phillips (50). En
ambos casos se encontrd la misma perturbacién, pero en el segundo era mds

intensa.

Por otra parte, si se forma primero el camplejo ribosama-poliU-
trvafe, y despué€s se marca en condiciones idénticas a las empleadas ante-
riomente, el espectro RPE indica que los marcadores de spin son ahora -
menos mbviles (fig. 14b.) Por consiguiente, la adicién del trNafe y el --
poliU al ribosama debe blogquear la accesibilidad de algiin grupo SH que

antes se marcaba.

Hay que hacer notar que, al marcar el ribosama en presencia de
tRNAfe, tambien se marca una de las basesdel tRNA que tiene un grupo tiol,
pero la seflal resultante del tRNA marcado es tan débil que no interfiere

con la sefial del ribosama.
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Fig. 14.- a)

Espectros RPE de ribosamas 70S marcados
con 1,5 moléculas de NONEM I en tampdn

D (——), vy en presencia de un exceso de
fe
(vo.0).

poliU y tRNA
Espectros RPE de ribosamas 70S en tampdn

D en presencia de un exceso de poliU y

fe
tRNA" ", El marcaje se realizb antes

(....) y después de la adicién del poliU

y el traf®(——).
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Es sabido que la adici6n de poliU y trNAafe disminuye la reac-
tividad de los SH de las proteinas S18 y S1 (40), y que tanto S18 (51)
cawo S1, S11 y S2 (52 y 53) estén implicadas en la fijacién del tRNA
sobre el ribosama. De estas protefnas, S18 y S21 se encuentran entre las
mis intensamente marcadas cuando se realiza el marcaje del ribosama ais-

lado (tabla 4) y pueden ser las responsables del efecto encontrado.

En otra serie de experiencias hemos adoptado el método de —-
McConnell (54) de reduccifn del radical NO del marcador de spin con aci-
do ascérbico, para camprobar el cambio conformacional observado sobre el
ribosana en la incorporacitn del tRNA.

A ribosamas, marcados con 1,5 moléculas de NONEM I, en presen-
cia y ausencia de poliU y tRNA sin fraccionar, y al marcador NONEM I,
libre, se afiadi6 &cido ascorbico y se siguid la desaparicién de la ban-
da central del espectro de RPE. En la fiqura 15 se da la representacidn
samilogaritmica de la altura de la banda en funcién del tiempo.

Ninguna de las tres cinéticas es de primer orden, probablemente
a causa de que nuestro marcador ( con un carbono asimétrico) es una mez-
cla de dos enantifmeros cuya cinética de reduccién con el 4cido L-ascor-

bico es diferente.

Puesto que la concentracitn de ascOrbico se mantiene practica-
mente constante,podemos analizar las curvas de la figura 15 considerando
dos cinéticas de primer orden. La descamposicién de las curvas en dos
lineas rectas,ajustadas por minimos cuadrados, es bastante satisfactoria
La tabla 7 recoge las correspondientes constantes cinéticas asi camo el
porcentaje de sefial RPE que corresponde a los grupos NO que se reducen
mis rapidamente., Camo puede verse, en la presencia de poliU y tRNA ,

Koy aumenta asi camo el porcentaje de sefial que se reduce rapidamente.
Ambas abservaciones confirman la hipStesis de que la estructura del ri-
bosama se hace mis relajada cuando &ste incorpora el-tRNA.
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Fig. 15.- Variacién de la sefial RPE por reduccidn
con &cido ascdrbico 10 mM a 22°C. Marca-
dor libre ( a ); ribosamas marcados con
1,5 moléculas de NONEM I, ( b ) y ribo-
samas en presencia de poliU y tRNAf®, ( o ).
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Tabla 7

Cinética de la reduccitn del grupo NO con acido
L-ascérbico a 21° en tampSn D pH 7,4.

K} Kf % de sefial RPE
Sistema (s=1rm-1) (s—1Im-1) que se reduce
rapidamente
NONEM I libre 0,50 = 0,01 0,038+ 0,004 88 ¥ 2
NONEM - ribosama 0,55 * 0,01 0,026+ 0,001 77 *1
NONEM — polill —%RNA 0,53 * 0,01 0,038+ 0,002 84 T 2

3.5. APLICACION DE LA RPE AL ESTUDIO CONFORMACIONAL DEL tRNA.

A. Marcaje de spin del tRNA

Hemos utilizado dos marcadores de spin:BSL y CSL, para marcar,
respectivamente, la regidn préxima al brazo del aminodcido y el bucle
anticodon (fig. 16). El marcaje se efectus sobre rNafe y scbre Cbz-
phe-tRNAfe preparado por el método de Tritton y Mohr (55), siendo Cbz
el radical carbobenciloxi que bloquea el NH, en &« del aminoicido.

El marcador BSL, (bramo-2 acetamido)-3 tetrametil-2,2,5,5 pirro-
lidinoxil-1, marca especificamente la tiouridina s4-u8 del wrvafe (5e)

segln la reaccidn:

— I g H o
BS L _ Hs-&—N -
R-N =5 BSL o R N /M

N
S H

La base g4

les que unen las dos hé&lices continuas del tRNA, y ha sido demostrado por

- U8 se encuentra sabre un de los dos segmentos linea-

Hara et al. (57) que los tRNA marcados por BSL en dicha base conservan su
actividad biol&gica.
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i3 BSL

CsL

10G

Fig. 16.— Espectros RPE de Cbz.fe—tRNAfe( —) y del campleijc
ternario Cbz.fe-tRNAT®—poliU—ribosama (....).
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El marcador CSL: p-toluensulfonato de (N-metil morfolino-2
etil)-1 (tetrametil-2,2,6,6 piperidionoxil-1)-3 carbodiimida, marca
especificamente la uridina U33 del anticodon del trvafe (56) segiin

la reaccién:

9 9 NH-CH4C =)
: cSi N-C, 2P oT

1 NH 1 Y N0 s
'.‘):0 ':‘/L'O N{_NoO C/HH
R R 3

Se obtuvo una intensidad de marcaje de 1,0 mol&culas de mar-—
cador por tRNA con CSL y de 0,4 mol&culas de marcador con BSL. La
cramatografia sobre BD-celulosa, después del marcaje, indicaba que
menos del 10% del Cbzfe-tRNA era desacilado durante el proceso de—-

marcaje.

Hamos observado que, a pH neutro, el marcador CSL se hidroliza
con cierta facilidad. En las medidas llevadas a cabo con este marcador
se ha realizado una correccifn para eliminar la interferencia del mar-
cador libre resultante de la hidrdlisis.

En la figura 16, en trazo continuo, se representan los espec-
tros RPE de BSL-Cbzfe—tRNAfe y CSI~Cbzfe-tRNAT®, en tampdn D a 210C.
El tiempo de correalci6n rotacional del marcador, obtenido a partir de
esos espectros, fue de 2,4%0,2ns para BSL y 1,75%0,05ns para CSL. L&gi-
camente el marcador en la regifn del anticodon estd mis expuesto y por
ello presenta mayor movilidad.

El marcaje de tRNAf® dio la misma cantidad de incorporacién
de marcador, y los correspondientes espectros eran idénticos a los de
la figura 16 para Cbzfe-tRNAfe,

B. Interaccién SI~Cbzfe-tRNAT® __ ribosama

Hemos estudiado la interaccién de SL-Cbzfe-tRNAfe , o sL-trnafe
(donde SL es el marcador BSL o CSL), con el ribosama 70S. La figura 16
muestra cdmo la fijacién del aminocacil-tRNA sobre el riboscma va acampa-
fiada de una immovilizacién del marcador CSL, y un aumento de mévilidad er
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el marcador BSL. Los tiempos de correlacién, T, obtenidos en presencia
de poliU y ribosamas, fueron 2,1ns para CSL y 1,5ns para BSL. El efecto
era algo mds pronunciado en presencia de factores de iniciacién y GTP
(incorporacitn enzimdtica), cbteniendose para el tiempo de correlacién
los valores de 1,2ns para BSL y 2,3ns para CSL.

El aumento en el tiempo de correlaci6n, T , para CSL debe corres-
ponder a una immovilizacién del marcador por la proximidad del poliU y del
ribosama, y la disminuci6n en T para BSL manifiesta una apertura de la
estructura del tRNA. La figura 17 presenta la variacién de este efecto en

funcién de la concentracién relativa de ribosamas y aa-tRNA.

En el caso de tFNAfe no aminoacilado, marcado con BSL, no se
observé variacién en el espectro de RPE al realizarse la interaccidn con
el ribosama y poliU. Ello nos sugiere que la modificacidn estructural del
tRNA estd condicionada a la interaccién del aminodcido con el ribosama.
Tambi&n es posible que el aa-tRNA y el tRNA posean una canformacién dife-—
rente, diferencia que no se manifiesta en el espectro de RPE de los mar-
cadores empleados.

Las curvas de la fig. 17 nos permiten obtener las correspondien-—
tes representaciones de Scatchard (58 y 59) para los dos marcadores -—-—
(fig. 18.)

Ambas series de puntos no pueden ser ajustadas a lineas rectas,
lo que sugiere la existencia de, al menos, dos constantes de asociacidn
diferentes. Hemos realizado el ajuste por minimos cuadrados de los pun-
tos experimentales a la ecuacién de la interaccién, supuestos dos sitios

de interaccitn diferentes scbre el ribosama.
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Fig. 17.~ Interaccibn Cbzfe-tRNAf® — ribosama,

en presencia de poliU.
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Fig. 18.- Representacién de Scatchard de
la interacci6n Cbzfe—tRNA-poliU-
ribosama. BSL (—e—) y CSL (- -9
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la interseccién de las curvas con el eje v nos da la propor-
cién de ribosamas activos (o¢). Las curvas obtenidas se presentan en
la figura 18 y los correspordientes pardmetros del ajuste se recogen
en la tabla 8.

tabla 8

Asociacifn de cbz-fe-tRNA y riboscama en
presencia de poliU. .

K (Ml) K, (1) 4
BSL - cbz-fe-tRMA  1,6x107 1,5x10° 0,55
CSL - cbz—fe-tRA  7,1x106 1,3x10° 0,70

Ambas constantes deber&n corresponder a los sitios A y P del
ribosama, y camo es sabido el sitio P tiene una mayor afinidad por el

aa—-tRNA con el grupo amino bloqueado, camo es nuestro caso.

Los valores obtenidos para las dos constantes son inferiores
a las encontradas en la bibliografia (60) para N-acetil-fe-tRNA, debi-
do a la presencia del grupo Cbz.



52

4. CONCLUSIONES

1.

Se pueden introducir hasta 1,5 molé&culas del marcador de spin
NCNEM I sin apenas modificar la estructura ni la actividad bio-
logica del ribosama 70S.

. El marcador se distribuye entre los grupos SH de las proteinas

518, S12, S21, S17 y L27.

. El correspordiente espectro RPE puede interpretarse en funcién

de los dos tipos de movimiento del marcador paramagnético :

un modo de rotacién ripido, con 3ns al que corresponde un 30%
de la intensidad del espectro y otro lento, 10ns, que da
cuenta del 70% de la intensidad total.

. Las posiciones marcadas son bastante similares y pueden descri-

birse camo una ancha cavidad de menos de 68 de profurdidad, for-

mada por grupos no polares.

. En el intervalo de temperaturas 27 - 3°C el ribosama experimenta

un cambio de conformacién que afecta las posiciones marcadas.

. Los entornos de los SH marcados no parecen ser afectados por la

disociacidn del ribosana en subunidades.

. En la formacién del camplejo ternario con poliU y tRNAfe el ribo-

sama 70S experimenta una relajacién de su estructura en la regidn

ocupada por el marcador de spin.

. En el camplejoternariouno de los SH,inicialmente accesibles, re-

sulta protegido por el poliU o el tRNA.

. La fijacién del aminoacil-tRNA scbre le ribosama va acampafiada de

una modificacién estructural del tRNA que afecta a la base s4_us
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Estudio de la susceptibilidad magne-
toeléctrica en el Cr.0, policristalino.

80

82

84

86

87

88

89

91

92

93

95

96

101

103

105

Guerra Suarez, M.* D.:
Reaccién de Amidas con compuestos
organoaluminicos.

Lamas de Leén, L.:
Mecanismo de las reacciones de ioda-
cion y acoplamiento en el tiroides.

Repollés Moliner, J.:

Nitrosacién de aminas secundarias co-
mo factor de carcinogénesis ambien-
tal.

Il Semana de Biologia:
Flora y fauna acuaticas.

Il Semana de Biologia:
Botéanica.

Il Semana de Biologfa:
Zoologia.

Il Semana de Biologfa:
Zoologia.

Viéitez Martin, J. M.:
Ecologia comparada de dos playas de
las Rias de Pontevedra y Vigo.

Cortijo Mérida, M., v Garcia Blan-
co, F.:

Estudios estructurales de la glucdge-
no fosforilasa b.

Aguilar Benftez de Lugo, E.:
Regulacién de la secrecién de LH y
prolactina en cuadros anovulatorios
experimentales.

Bueno de las Heras, J. L.

Empleo de polielectrolitos para la flo-
culacién de suspensiones de particu-
las de carbén.

Ndfiez Alvarez, C., y Ballester Pé-
rez, A.:

Lixiviacion del cinabrio mediante el
empleo de agentes complejantes,

Fernandez de Heredia, C.:
Regulacién de la expresion genética
a nivel de transcripcién durante la dl-
ferenciacion de Artemia salina.

Guix Pericas, M.:

Estudio morfométrico, optico y ultra-
estructural de los inmunocitos en la
enfermedad celiaca.

Llobera i Sande, M.:
Gluconeogénesis «in vivo» en ratas
sometidas a distintos estados tirol-
deos.
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107

111

15

121

122

125

13

15

23

24

31

Usén Finkenzeller, J. M.:
Estudio cldsico de las correcciones ra-
diactivas en el dtomo de hidrégeno.

Galian Jiménez, R.:
Teoria de la dimensién.

Obregén Perea, J. M.:
Deteccién precoz del hipotiroidismo
congénito.

Cacicedo Egties, L.:

Mecanismos moleculares de accién de
hormonas tiroideas sobre la regulacién
de la hormona tirétropa.

Rodriguez Garcia, R.:
Caracterizacion de lisozimas de dife-
rentes especies.

Carravedo Fantova, M.:
Introduccion a las Orquideas Espa-
fiolas.

Martinez-Almoyna Rullan, C.:
Contribucién al estudio de la Mano-

127

129

131

(Geologia, Ciencias Agrarias,

Velasco, F.:
Skarns en el batolito de Santa Olalla.

Aleman Vega, J.:
Flujo inestable de los polimeros fun-
didos.

Ferndndez-Longoria Pinazo, F.:
El fenémeno de inercia en la renova-
cién de la estructura urbana.

Fernandez Garcfa, M.* P.:
Estudio geomorfolégico del
Central de Gredos.

Macizo

Ruiz Lépez, F.:
Proyecto de inversién en una empre-
sa de energia eléctrica.

Bastarreche Alfaro, M.:
Un modelo simple estéatico.

Martin Sénchez, J. M.:
Moderna teoria de control:
adaptativo-predictivo.

método

Zapata Ferrer, J.:
Estudio de los transistores FET de
microondas en puerta comfn.

33

35

36

38

M

42

43

metria Ano-rectal en niiios normales
y con alteraciones de la continencia
anal.

Marro, J.:

Dindmica de ftransiciones de fase:
Teoria y simulacién numérica de la
evolucion temporal de aleaciones
metdlicas enfriadas rapidamente.

Gracia Garcia, M.:

Estudio de ceramicas de interés ar-
queolégico por espectroscopia Moss-
bauer.

Garcia Sevilla, J. A.:

Receptores opiaceos, endorfinas y re-
gulacién de la sintesis de monoami-
nas en el sistema nervioso central.

Serie Roja
Ingenieria, Arquitectura y Urbanismo)

Ordodiiez Delgado, S.:
Las Bauxitas espaiiolas como mena
de aluminio.

Jouvé de la Barreda, N.:
Obtenciéon de series aneuploides en
variedades espafiolas de trigo comiin.

Alarcén Alvarez, E.:
Efectos dindmicos aleatorios en tiine-
les y obras subterrineas.

Lasa Dolhagaray, J. M., y Silvan L6-
pez, A.:

Factores que influyen en el espigado
de la remolacha azucarera.

Sandoval Hernandez, F.:
Comunicacién por fibras opticas.

Pero-Sanz Elorz, J. A.:

Representacién tridimensional de tex-
turas en chapas metélicas del siste-
ma cfibico.

Santiago-Alvarez, C.:
Virus de insectos: multiplicacién, als-
lamiento y bioensayo de Baculovirus.



46

58

64

79

81

83

90

97

17

34

37

74

78

Ruiz Altisent, M.:
Propiedades fisicas de las variedades
de tomate para recoleccion mecanica.

Serradilla Manrique, J. M.:
Crecimiento, eficacia biolégica y va-
riabilidad genética en poblaciones de
dipteros.

Farré Muntaner, J. R.:
Simulacién cardiovascular
un computador hibrido.

mediante

Fraga Gonzélez, B. M.:
Las Giberelinas. Aportaciones al estu-
dio de su ruta biosintética.

Yafez Parareda, G.:
Sobre arquitectura solar.

Diez Viejobueno, C.:
La Economia y la Geomatematica en
prospeccién geoquimica.

Pernas Gali, F.:
Master en Planificacion y Disefio de
Servicios Sanitarios.

Joyanes Pérez, M.* G.:

Estudio sobre el valor nutritivo de la
proteina del mejillon y de su concen-
trado proteico.

99

104

109

112

114

120

123

Fernandez Escobar, R.:

Factores que afectan a la polinizacion
y cuajado de frutos en olivo (Olea
europaea L.).

Oriol Marfa i Pagés, J.:

Economia de la produccion de flor
cortada en la Comarca de el Me-
resme.

Garcia del Cura, M.® A.:
Las sales sddicas, calcosédicas y
magnésicas de la cuenca del Tajo.

Garcia-Arenal Rodriguez, F.:
Mecanismos de defensa activa en las
plantas ante los patégenos. Las Fi-
toalexinas en la interaccién Phaseolus
vulgaris-Botrytis cinerea.

Santos Guerra, A.:

Contribucion al conocimiento de la flo-
ra y vegetacion de la isla de Hierro
(islas Ganarias).

Vendrell Saz, M.:

Propiedades o6pticas de minerales ab-
sorbentes y su relacion con las pro-
piedades eléctricas.

Pulido Bosch, A.:
Datos hidrogeolégicos sobre el bor-
de occidental de Sierra Nevada.

Serie Azul

(Derecho, Economia, Ciencias Sociales, Comunicacién Social)

Ruiz Bravo, G.:
Modelos econométricos en el enfo-
que objetivos-instrumentos.

Duran Lépez, F.:

Los grupos profesionales en la pres-
:’acién de trabajo: obreros y emplea-
o0s.

Lazaro Carreter, F., y otros:
Lenguaje en periodismo escrito.

Herndndez Lafuente, A.:
La Constitucion de 1931 y la autono-
mia regional.

Martin Serrano, M., y otros:
Seminario sobre Cultura en Perio-
dismo.

85

108

124

128

Sirera Oliag, M.® J.:
Las ensefianzas secundarias en el
Pais Valenciano.

Orizo, F. A.:
Factores socio-culturales y comporta-
mientos econdémicos.

Roldén Barber, H.:

La naturaleza juridica del estado de
necesidad en el Cédigo Penal Espa-
fiol: critica a la teoria de la exigibi-
lidad de la conducta adecuada a la
norma.

De Esteban Alonso, J.:
Los condicionamientos e intensidad de
la participacion politica.
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