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1. INTRODUCCló

1.1. EL M:ETABOLISME PURfNIC

El metabolisme purínic consta d 'una serie de reaccions enzí.mat íques que

poden separar-se en quatre grups segons el tipus de reacció a que donin

lloc:

1) Biosíntesi "de novo"

2) Reaccions d'interconversió entre nucleótids

3) Recuperació de les purines

4) Reaccions catabóliques

Totes les possibles interconversions entre les bases púriques lliures, els

nucleósids i els nucleótids s'indiquen en la Figura 1.

La biosíntesi "de novo" és la ruta que condueix a la síntesi de l'IM:P a

partir de precursors no purínics.

Les reaccions d 'interconversió entre nucleótids permeten l'obtenció dels

diferents nucleótids a partir de l'IMP.

Intr cducc íc
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FIGURA 1.- ESQUEMA DEL HETABOLISME PURINIC

(1) Adenilsuccinasa E.C. 4.3.2.2.
(2) Adenilsuccinato sintetasa E.C. 6.3.4.3.
(3) Adenina desaminasa E.C. 3.5.4.2.
(4) Adenosina desaminasa E.C. 3.5.4.4. (ADA)
(5) Adenosina fosforribosiltransferasa

E.C. 2.4.2.7. (APRT)
(6) Adenosina quinasa E.C. 2.7.2.1.
(7) AMP desaminasa E.C. 3.5.4.6.
(8) GMP reductasa E.C. 1.6.6.8.
(9) GMP sintetasa E.C. 6.3.4.1.

(10) Guanina aminohidrolasa E.C. 3.5.4.3. (GAH)
(11) Hipoxantin-guanin fosforribosiltransferasa

E.C. 2.4.2.8. (HGPRT)
(12) IMP deshidrogenasa E.C. 1.2.1.14.
(13) S"Nucleotidasa E.C. 3.1.3.5. (S"N)
(14) Purinnucleosid fosforilasa E.C. 2.1.2.4. (PNP)
(15) Xantin oxidasa E.C. 1.2.3.2. (XO)
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Les reaccions catabó l íques permeten la degradació deIs nucl.eót íds fins a

les b�?es púriques per tal de ser excretades, o recuperades mitjan�ant les

rutes de recuperació, que incorporen les purines als nucleótids i

nucleosids.

S'ha observat que la ruta de "recuperació" de purines té més o menys

importancia segons la cé1.lula que s 'estudil , detall que suggereix que el

nivell de nucleotids, nucleosids i bases púriques pot tenir diferent

significació "in vivo" segons la funció desenvolupada per la cé l.Iula (1).

En el cervell, on la síntesi "de novo" de les purines és de poca

significació (2), la ruta de "recuperació" té molta importancia; s'han

observat greus neuropaties en nens que presentaven anormalitats

genétiques en un deIs enzims relacionat amb aquesta ruta, la HGPRT (3).

Per altra banda, 1 'obtenció de nucleótids per la via de recuperació de

purines permet un estalvi d'energia, ja que en la biosíntesi "de novo" es

consumeix ATP .

"In vitro" les esmentades vies de recuperació tenen molt poca activitat en

comparació amb les vies de degradació, que condueixen els nucleó t.íds i

nucleósids a hipoxantina i xantina; ambdues bases produeixen actd úric

per 1 'acció de la xantín oxidasa (XQ) en la majoria deIs teixi ts. Ara bé,

en cervell l'activitat d'aquest enzim és pract ícamerrt nu1.la encara que

alguns autors suggereixen que existeix una petita quantitat en cervell de

rata (4) detectada per métodes molt sensibles (fluorimetrics). Segons

aíxó , el producte final de la degradació de purines en cervell no seria

l. Introducció Página 3



l 'ác íd úric sinó la hipoxantina i la xantina, essent, almenys la

hipoxantina, susceptible de recuperació per la via HGPRT (Fig. 1).

La gairebé nul.la activitat XO en cervell fa pensar en una recuperació més

gran de purines, factor lógic perqué aquest teixit és molt deficient en la

síntesi "de novo" (2)¡ també es suggereix la possible toxicitat de L'ac íd

úric pel teixit nerviós en general o pel cervell en particular.

La via degradativa és intrincada i complexa perqué cada un deIs enzims

que hi són implicats són factibles de regulació. D'aquesta manera podria

ser que llur activitat "in vitro" fas superior a la que presenten "in

vivo".

Henderson et al. (5) van fer un estudi "in vivo" sobre els enzims del

metabolisme purínic treballant amb cél.lules intactes i comparant els seus

resultats amb els que s'havien obtingut per als enzims estudiats fins

llavors "in vitro". Es van trabar casos en qué els resultats obtinguts

d'extractes de cél.lules concordaven amb els obtinguts en cél.lules

intactes, pero en molts altres aquests resultats no coincidien.

Els mateixos autors (5) suggereixen que, tot i que l'esquema de la Fig. 1

és correcte, no és complet¡ ja que no té en compte les vies de síntesi i

metabolisme dels coenzims nucleotídics. Per altra banda, hi ha processos

que poden ser catalitzats per més d'un enzim; així s'obren noves vies del

metabolisme de purines.
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Cal ten ir en compte que, en fer una extrapolació dels resultats obtinguts

"in vivo", les d.í.acr-epáncí.es entre ambdós sistemes són:

a) Vies metabóliques interrelacionades.

b) Activitats intracel.lulars dels enzims.

c) Regulació enzimatica tant a nivell metabólic com a nivell genético

d) Concentracions intracel.lulars de metabolits.

Altres factors que són més difícils d'avaluar són, entre d'altres, la

localització intracel.lular, tant d'enzims com de substrats, la presencia

de metabolits inhibidors o estimuladors, el medi iónic i l'entorn

hidrofóbic.

1.2. PAPER HORMONAL DELS COMPOSTOS PURfNICS

Les purines intervenen en el metabolisme intermediari com a substrats,

com a cofactors i són també mor.Iecules reguladores. Així, poden actuar en

la transmissió de l'energia cel.lular, en la síntesi dels ácids nucleics,

en la vasodilatació i en la neurotransmissió.

L'adenosina esta relacionada amb les respostes degudes a anoxia. A í.x
í

, en

els pulmons i en el miocardi, en resposta a una manca d'oxígen s'allibera

adenosina (7), inosina i hipoxantina. En el fetge, en canvi, no s'alliberen

purines com a resposta d 'una manca d 'oxígen (8) . Quan el fetge esta

normalment oxigenat, el 80% de la hipoxantina, xantina í ac
í d úr

í

c

s'eliminen pel pas a la sang; llavors l'adenosina s'incorDora probab Iemerrt
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als eritrocits i constituin\ una font potencial d 'alliberament per anoxia

en els diversos teixits (9). S'ha descrit també la relació entre

l'adenesina i les malalties asmat íques <10).

La utilitzac1ó de l'adenosina depén de les activitats relatives de l'ADA i

de l'adenosina quinasa (11,12). Els valors de KM per a l'ADA són més

elevats que per a l'adenosina quinasa. Una concentració baixa d 'adenosina

tendeix, doncs, a ser utilitzada novament per a formar AMP via adenosina

quinasa (13). Pero els nivells d 'adenosina no influeixen només en les

reaccions enzimatiques relacionades amb aquest metabolit. Winn et al. (14)

van suggerir que l'adenosina podia jugar un paper important en la

regulació del fluxe cerebral de la sango L'efecte vasodilatador de

l'adenosina és causat per aquest metabolit i als seus derivats

nucleotídics (15) j així l'Arp, ADP i AMP exerceixen efectes vasomotors. Na

esta ben establert com l'adenosina provoca la vasodilatació, pero aquestes

propietats estan relacionades amb la unió del metabolit a un receptar

específic en la superfície de les artéries coronár íes. Rockwell et al.

(16), en un estudi comparatiu dels efectes d 'análega d 'adenosina com a

inhibidors de l'ADA de cor de bou i com a vasodilatadors, no traben cap

correlació.

L'adenosina també actua com a neurotransmissor en el sistema nerviós

mitjanc;:ant la unió del metabolit a diversos receptors específics que es

traben en la sinapsi (17). Segons aíxe , l'ADA actuara com a regulador de

la transmissió nerviosa en aquests nervis, anomenats nervis purinérgics.

En pacients amb deficiencia d ' ADA, l'acumulació d 'adenosina en el cervell
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condueix a un estat menys excitat quan aquest metabolit es troba en la

,

regió deIs receptors (18).

La importancia deIs compostos purínics en la funció del SNC no es basa de

forma única en les evidéncies fisiologiques i bioquímiques esmentades.

Existeixen dades que condueixen a suggerir que els nucleotids i nucleosids

purínics tenen un paper essencial en aspectes del comportament i en

desordres pstquíátr ícs (19). En pacients amb estats esquizofrénics o de

depressió psicotica i neurotica, el nivell d'ATP i d'adenosina és elevat en

sang, així com el d 'AMPe en orina (20). També varia el nivell de

nucleosids en cervell després d'administrar antidepressius (21)

L'efecte de l'adenosina sobre la secreció hormonal és també rorca notable.

L'acció sobre la estero ideogénes i ha estat la més estudiada;

l'administració d 'adenosina en rata esta associada a un increment en les

quantitats de corticoesterona en plasma (22). Pero, l'adenosina, la inosina

i la guanosina estimulen també la secreció de la insulina del páncreas

(23,24), possiblement perqué en ser metabolitzades donen lloc a

intermediaris glucolítics, com la D-ribosa, que funcionen com a analegs de

la glucosa (25).

La diabetis va associada a un augment d'activitat de l'adenllat ciclasa i

a una disminució de l'activitat 5'H. En ser l'adenosina un potent inhibidor

de l'adenilat ciclasa, sembla que un augment de la concentració

d'adenosina pot estar relacionada amb aquesta malaltia (26).
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1.3. LOCALITZACló 1 DISTRIBUCló DELS ENZIMS PURíNICS

Els enzims purínics, excepte la 5'N que és un enzim marcador de membrana,

es traben fonamentalment en la fracció soluble, pero també es traben en

a1tres fraccions.

Segons Stern et al. (6), la PNP de teixits de cavall i bou es Iocal í.tza en

els nuclis de les cel..Iu.lee , quan es fan servir tecniques no aquoses per a

a'illar els nuc1is. Schneider i Hogeboom (27) mitjancrant tecniques de

centrifugació diferencial, van Iocal
í

tzar l'activitat PNP en el citoplasma

en teixits de fetge de rata.

La distribució intrace1.1ular de la GAH ha estat molt estudiada per Kumar

et al. (28), els quals van obtenir la majar part d'activitat en la fracció

soluble de cervell de rata, tot i que també esta present en les a1tres

fraccions, com en la fracció mitocondria1 pesada.

Segons Masters hi ha enzims que existeixen en dues formes d 'equilibri,

una unida a membrana i l'altra 1liure (29). De fet s'ha trobat molts

enzims ci toso1ub1es en fraccions membranoses subcel.1u1ars, com per

exemple l'adenosina desaminasa (ADA), la guanín aminohidro1asa (GAH) , la

purín nuc.leós íd fosforilasa (PNP) , la lactat deshidrogenasa CLDH) i la

malat deshidrogenasa (MDH) (30,31).

Franco (32) allla microsomes de cervel1 de rata pel metode de Schneider i

Hogeboom (33), va observar la presencia de tots els enzims del

catabolisme purínic i suggerí que la 5'N i l'ADA es troben en la cara
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exterior de les membranes, mentre que la GAH i la PHP es troben closes

dins deJs components de la fracció microsomal.

1.3.1. LOCALITZACI6 DE LA 5'HUCLEOTIDASA

La localització subcel.lular de la 5'Jl indica que l'enzim es troba en

diverses fraccions subcel.lulars, i així s'utilitza com a enzim marcador de

membranes pl.asnát íques (34,35,36) si bé també s'ha descrit la seva

presencia en nuclis (37,38) , micrasomes (39,40,41> i en fracció

citoplasmatica (42,43,44,45).

Alguns autors han demostrat que la 5'H és un ectoenzim (46,47) ¡ pero

Zachowsky i Aubry (48) indiquen que existe ix activitat 5'H lligada a la

cara interna de la membrana citoplasmatica. Per altra banda, Stanley et

al. (49) presenten evidencia que existeix una relació d ínan íca entre

l'enzim intracel.lular i el que es localitza a la superfície cel.lular.

Song et al. (50) localitzen l'activitat 5'H en el fetge de rata i en el de

l'home en una forma lisosomica, una citoplasmatica i una altra enlla�ada a

membranes citoplasmatiques, les quals mostren diferents especificitats de

substrato En el cervell de vedella, la majar part d'activitat 5'N esta

localitzada en la fracció soluble¡ pero també s'ha detectat una activitat

5'H lligada a la membrana citoplasmatica (51), que per a ser alliberada

necessita agents que trenquin la unió b ídroróbtca, tal com detergents,

disolvents organics o ions caotropics.
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Per técniques immunoquímiques, Zachowski et al. (52) van demostrar que la

5'1 és una protelna capa� d'atravessar la membrana i la seva zona

responsable de l'activitat hidrolítica pot estar encarada cap a l'exterior

o cap a la cara citoplasmatica, segons la cál .Iula.

En els sinaptosomes s'han efectuat pocs estudis de la presencia de la 5'N,

si bé se sap que aquest enzim es troba en mielina i en altres fraccions

subcel.lulars del cervell (39).

Darrerament, Kreutzberg et al., emprant tecniques citoquímiques, han

determinat mitjan�ant microscopia electronica la presencia de 5'N a

membranes (53). Així, aquests autors han demostrat la presencia de 1 'enzim

prop de les membranes sinaptosomals en cervell (54) i en la retina (55).

1.3.2. LOCAL ITZAC 16 DE L'ADENOS INA DESAM INASA

Encara que l'ADA es troba fonamentalment en la fracció soluble (27,32),

Stern et al. (56) utilitzant técniques aquoses i no aquoses van localitzar

activitat ADA en nuclis de fetge de vedella, pero no en van trabar en

nuclis de timus de vedella.

La localització subcel.lular en cervell ha estat molt dubtosa. lardan et

al. (57) localitzen l'activitat ADA en la fracció soluble de cervell de

rosegaire, i traben que el 65,3% de 1 'activi tat en cervell de conill esta

en la fracció soluble i el 32,2% en el residu de cél.lules trencades

(nuclis, mitocondries, microsomes).
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Mustafa i Tewari (58), treballant amb cervell de ratolí, van trabar que la

fracció mitocondrial tenia una activitat despreciable de l'enzim, pero el

tractament de les mitocondries amb Triton X-lOO solubilitzava una

quantitat apreciable d'enzim entre el 15% i el 20%. Pull i McIlwain (30)

han discutit l'associació de l'ADA a les mitocondries de cervell de ratolí,

esmentant que 1 'activitat no esta associada a les mitocondries sinó als

sinaptosomes que s'aIllen juntament amb la fracció mitocondrial.

També en teixits de procedencia humana, Van der Weyden i Kelley (59)

citen la presencia d'una forma de l'enzim anomenada "particulada", amb un

pes mol.lecular superior a 20.000.000 i que per tractament amb Triton X-

100 dóna la forma C de 1 'ADA.

En cél .Iul.ee cerebrals cultivades, de diversos orígens, s'ha observat una

localització subcel.lular de 1 'ADA para1.lela a la de la 5 'N, enzim

marcador de la membrana plasmatica (60).

Així, dones, encara que l'ADA es classifica preferentment com un enzim

soluble, els estudis més recents assenyalen que es traba unida amb

algunes partícules subce1.lulars, sobretot de la fracció microsomal

(32,33) .

1.4. REACCló DE L'ADEHOSINA DESAMINASA

L'adenosina desaminasa (ADA) (E.C. 3.5.4.4.) catalitza la desaminació de

l'adenosina per hidrólisi a inosina i amoniac (vegeu Fig. 1). El mecanisme
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d 'aquesta reacció és difícil d 'esbrinar¡ ja que encara que la reacció sigui

irreversible, un deIs substrats, 1 'aigua, es manté en concentració saturant

durant tot el prQcés.

En el medi bíotóg íc, l'enzim actua sobre l'adenosina i sobre la

desoxiadenosina (61). "In vitro" exhibeix una baixa especificitat de

substrato AixÍ, 1 'especificitat de 1 'enzim és bastant restringida, tant

respecte a l'anell purínic (62,63,64,65,66) com respecte al carbohidrat

(62,67,68,69). La substitució en C... de l 'anell purínic dóna amplies

possibilitats (62,63,64). Les velocitats máxímea de reacció disminueixen

en 1 'ordre: adenosina, r íbóe íd de 6-cloropurina, ribOsid de 6-

hidroxilaminopurina, ribosid de 6-metoxipurina, que rendeixen tots

inosina. També s'ha estudiat l'acció dal.s substituents en C:2, i aixi el

ribosid de 2-amino, 6-cloropurina i el ribOsid de 2-amino, 6-metoxipurina

són substrats de l'ADA (65) que rendeixen guanosina com a producte de la

reacció. Simon (70) comenta que la presencia d'un grup que atrau electrons

en la posició Cs pot ajudar al fet que es produeixi la reacció; en canvi,

les substitucions en la posició 7 anul.len la reacció amb 1 'enzim (66).

Del.s estudis amb substrats analegs es pot deduir que la basicitat del N1

de l'anell purinic és un factor important en la unió deIs purín

ribonucleosids al centre actiu de l'enzim (65,71>. També cal tenir en

compte els impediments estér ícs d 'alguns aná legs de 1 'adenosina

substituits en C:2, C ... o Cs que no mostren activitat ADA (65).

Respecte al carbohidrat, l'enzim no presenta requeriments específics pels

hidroxils de les posicions 2' i 3', que poden ser substi tuits (62); en
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canvi necessiten de l'hidroxil primar! en la posició 5', ja que si aquest

hidroxil esta bloquejat, el substrat no s'uneix a l'enzim.

En determinar la influencia del pH sobre l'activitat ADA (64,65) es

dedueix l'existencia de grups especials per a la unió de l'enzim amb el

substrat: un grup amb pK .. de 5,7, que podria ser degut a un grup

imidazola de la histidina i un altre a pK ... de 8,7, possiblement d 'un grup

sulfhidril de la cistelna. Maguire et al. (65) postulen que la unió de

1 'ADA amb el substrat s'efectua mitjan<;ant un pont d 'hidrogen entre 1 'SH

d 'un reste de cistelna i el N 1 de 1 'adenosina. La mcl..Iecula d 'aigua s 'uneix

també amb un enl Iac de pont d 'hidrógen amb el N terciari d 'un grup

imidazola d 'un reste d 'histidina de 1 'enzim (vegeu Figura 2).

La presencia d'un grup que atregui electrons en la posició Cs de

l'adenosina, determina que 1 'atac nucleofílic de 1 'aigua a la posició CE>

sigui més potent, fet que havien comprovat experimentalment Simon et al.

(70) .

El mecanisme de la reacció sembla ésser seqüencial ordenat. L'adenosina

entra primer al centre actiu i a continuació l'aigua¡ en primer lloc

s'allibera NH3 i després la inosina (72).
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FIGURA 2.- POSSIBLE COL.LOCACIó DE L'ADENOSINA I L'AIGUA EN EL CENTRE

ACTIU DE L'ADENOSINA DESAKINASA.

L'ADA es troba ampliament distribulda en els organismes, i així ha estat

estudiada en microorganismes (73), plantes (74), invertebrats (75,76,77),

vertebrats (78,79) inclosos mamífers (80,81,82,83) i cél.lules humanes

(84,85) .

Ka i Fischer (75) observaren que 1 'enzim es presenta en tres formes

mol.leculars, que posseeixen pesos mol.leculars aproximats de 200.000,

100.000 i 35.000. Aquestes formes es designen com A, B i C
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respectivament. En l'home i en els mamífers més evolucionats (86,87) es

troben les formes A i e de l'enzim. La majoria del.s órgans i teixits

presenten activitat ADAj els més actius en conill i en home són el duodé

i la melsa i els menys actius el múscul esquelétic, la pell i els OSSOSj

en la resta l'activitat és intermedia (88). La proporció entre les formes

A i e varia també segons el teixit¡ en Ieucócí ta i eritrócits humans

només apareix la forma e, en el pulmó i el fetge normals es troba

principalment la forma A i en el pulmó i el fetge cancerosos i en estómac

es traben les dues formes en quantitats apreciables (89).

La forma A procedeix de la formació d 'un complex entre la forma e activa

i una protelna. Aquest factor proteic s'ha alllat de teixits de conill

(90), d 'home (91) i de fibroblasts (92). La forma A es considera com una

forma d 'emmagatzematge de l'enzim, i l'abséncia del factor proteic en

determinats teixits que normalment el posseeixen condueix a una alteració

funcional del teixit. Així, no es traba el factor proteic en teixits de

pulmó cancerosos (91) i abunda la forma e, quan normalment en el teixit

normal s'hi troba la forma A preferentment. També és conegut que en els

teixits que creixen rápídaaent (com en els limfocits), la quantitat de

forma e respecte a la forma A és molt gran (93,94) j els teixits

cancerosos també proliferen de forma rap ída i, com s'ha descrit,

posseeixen una quantitat superior de forma C.

La reacció d'unió del factor proteic amb la forma e s'efectua a

temperatura ambient amb facilitat¡ aquesta reacció sembla que no requereix

grups tiólics ni metalls divalents i no mostra especificitat de subatrat ;

és a dir, el factor alllat de pulmó o de ronyó pot unir-se a la forma e

l. Introducció Pagina :"5



de qualsevol procedencia ja sigui d'eritrocits, duoda, ... (91,95). Aquest

fet ha servit per a demostrar que en els teixits malalts en els que no es

detecta activitat de conversió, l'alteració estructural afecta el factor

proteic pero no la forma de pes mol.lecular petit. S'ha demostrat que

moltes formes d'ADA alllades són glucoprotelnes; és a dir, posseeixen un

elevat percentatge de carbohidrat a la seva mol.lecula (96). Es suggereix

que el portador del carbohidrat és el factor proteic i que amb el temps

pot degradar-se. Segons aixo, la forma e no seria una glucoprotelna per sí

mateixa.

A causa de l'estreta relació entre les formes A i e, les dues formes

exhibeixen algunes característiques aná logues: i així, els valors de Km,

d'energia d'activació, punt isoelectric i comportament amb els inhibidors

són comparables. No es pot dir la mateixa cosa respecte a l'estabilitat,

ja que la forma A és més estable que la e, tant front a la calefacció com

front al temps. Així, el factor proteic podria ser una protelna reguladora

estabilitzant (91).

Mustafa et al. (97), treballant amb cervell de ratolí, consideren com a

forma e la de 1 'enzim de la fracció soluble, que perd quasi tota

l'activitat per calefacció i que apareix com un sol pic per cromatografia;

mentre que l'enzim mitocondrial, que perd solament un 22% d 'activitat per

calefacció, i per cromatografia dóna lloc a dos pics anomenats formes A i

B pels autors.
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1.5. PATOLOG lA PER DEF IC IENC lA D'ADENOS IN A DESAM INASA. PAPER F IS IOLóG IC

DE L'ENZIM

El paper que desenvolupa 1 'ADA no esta massa clar. Les purines estan

intimament relacionades amb el metabolisme intermediari com a substrats,

com a cofactors i mol.lecules reguladores. Les funcions especial1tzades

d'aquests compostos inclueixen, entre altres, la intervenci6 en la

transformació de 1 'energia cel.lular, la síntesi dels ácíds nucleics, la

vasodilataci6, la neurotransmissió.

Hi ha evidencies sobre deficiencies lligades a la carencia de tipus

genét íc d'algún dels enzims purinics (2) i també sobre immunodeficiencies

per carencia d'ADA, PNP o 5'N (98,99,100). També el nivell enz ímat íc és

diferent segons el teixit estudiat¡ i aquest nivell es modifica durant el

desenvolupament (101), transformacions neoplastiques (99), diabetis (102)

i segons la dieta alimenticia (103). Tot aixo suggereix la possibilitat

d'una regulació a nivell genét íc de la síntesi de proteYnes mitjan<;ant una

repressi6 o des-repressi6 dels gens que codifiquen els enzims purinics

(2,98,100) .

La importancia de 1 'ADA en relaci6 amb estats patolcg íce és gran. Així, en

L'anémta hemolitica hereditaria (104) s'observa un increment de 45-70

vegades en l'activitat ADA dels er í.tr'ócí ts , si bé l'enzim posseeix

caracteristiques iguals que les de l'enzim d'un individu sao També

s'observa un augment de l'activitat ADA en malalties com la mononucleosi

infecciosa (105) i la cirrosi hepAtica (88).
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Els mecanismes mol.leculars de la immunodeficiencia per déficit d'ADA són

desconeguts. Aixo no obstant, 1 'aparició repetida d'ambdós defectes pot

indicar l'important paper del metabolisme purínic en el desenvolupament

del sistema immune. La immunodeficiencia és un desordre poc comú, pero

greu, que es caracteritza per una capacitat disminuIda per a combatir les

infeccions. Les cel.lules encarregades per a combatre-les són els

limfocits T i B. Els limfocits T mantenen l'immunitat cel.lular i depenen

de la glandula del timusj els limfocits B fabriquen les immunoglobulines i

deriven de la medul.la ossia. Els limfocits més relacionats amb la

deficiencia d'ADA són els limfocits T, ja que no s'observa deficiencia

d'immunoglobulines en els pacients amb déficit d'ADA (98)j apart que la

deficiencia d'ADA sembla que afecta més als precursors deIs limfócits T

que als limfocits ja madurs (106).

8'ha intentat diversos tractaments terapéutics amb la finalitat de

corregir la deficiencia d'ADA i restaurar la funció immune. La terapia més

efica� consisteix en el trasplantament deIs órgans limfoids. Mentre que el

trasplantament de la glandula del timus s'ha vist que no és ef ícac, el

trasplantament de la medul.la óssia ha provocat en determinats malalts

una millora del seu déficit immunitari (107). També s'ha intentar tractar

la deficiéncia d'ADA mitjan�ant transfusions d'eritrócits i de plasma

(108), i si bé disminueix la quantitat d'ATP i d'adenosina en els

limfócits i eritrócits, no canv ía molt l'estatus immune. És possible que

la correlació parcial del defecte metabólic no sigui suficient per a

restaurar la funció limfocítica¡ pot ser que la presencia d'ADA en el

en altres teixits limfoids sigui necessaria per altimus i

desenvolupament del sistema limfóid.

l. Introducció Pagina 18



Els nivells baixos d'activitat ADA també estan associats amb el cáncer'.

8'ha postulat que el sistema immune juga un important paper en la

destrucció de les cer.Iulee neoplásmtques d'aparició espoutánta: s'observa

que els nivells d'ADA són normals en pacients amb tumors benignes i són

baixos en pacients amb malalties canceroses. El nivell d'ADA dóna una

pauta per a seguir el desenvolupament de la malaltia cancerosa, ja sigui

de tipus tumoral o no. Com més baix és el nivell d'ADA, més desenvo1upada

esta la ma1a1tia (99).

La deficiencia hereditaria d'ADA és de tipus recessiu¡ aquesta deficiencia

enzimatica s'observa principa1ment en e1s er
í

trécí.ta, limfocits i sérum

(98) . A nivell gsnat íc no hi ha re1ació entre el déf.ícft d' ADA <gen

localitzat al· cromosoma 20) i d'a1tres que involucren la síntesi

d'anticossos <gens localitzats al cromosoma 6) (109).

8'ha descrit també, cassos en e1s que ambdós defectes no apareixen

conjuntament. Així, Van der Weyden et al. han trobat una activitat ADA

normal en els eritrocits de1s pares d 'un nen afectat d 'immunodeficiencia i

de deficiencia d'ADA. També citen el cas d'un nen amb una pérdua quasi bé

completa d 'activitat ADA a1s eritrocits i que posseeix un funcionament

normal del sistema immune amb una quantitat normal de 1imfocits BiT i

de immunoglobulines (110) . Tots aquests fets indiquen que les bases

mo1.leculars per a la deficiencia de l'ADA i la Lmmmodef íctencía poden

mostrar una considerable heterogeneltat.

Les causes per les quals la deficiencia d 'ADA pot provocar una disfunci6

en el sistema immune són difíci1s de coneixer. Existeix controversia sobre
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si l'adenosina és tóxica per al creixement cel.lular i la proliferació. En

la maduració deIs monocits a macrofags (3-7% deIs leucocits), l'ADA

exerceix un paper important, augmentant unes nou vegades la seva

activitat¡ i si s'afegeix un inhibidor de l'ADA es paralitza el procés de

creixement i maduració (111). Igualment, el contacte de limfoblasts,

fibroblasts i limfocits amb concentracions d'adenosina 10-6 - 10-6 M

produeix una inhibició de la proliferació cel.lular (112,113).

Recentment s'ha descrit també una possible relació entre l'ADA i la

síndrome d'immunodeficiéncia adquirida (SIDA) (114).

L'adenosina i la 2'-desoxiadenosina es poden generar en la cél.lula o

incorporar-se dins mi tjan<;:ant uns mecanismes de transport que tenen les

característiques de sistemes de difussió facilitada. En eritrocits i

leucocits es suggereix que hi ha un únic transportador que intervé en la

incorporació de tots els nucleosids de les purines i pirimidiúes (115), En

plaquetes humanes hi ha dos sistemes de transport per l'adenosina¡ un

d'elevada (KM = 9,8 JlM) i un de baixa afinitat (KM = 9,4 JlM) (116),

L'adenosina transportada pel sistema de baixa afinitat arriba intacta

dins la plaqueta i es transformara via ADA i PNP en inosina i

hipoxantina, en canvi l'adenosina transportada pel sistema d 'elevada

afinitat sembla que esta protegida contra la degradació per l'ADA i es

converteix en AMP via adenosina quinasa. Se suposa que existeix una

estreta associació entre el transportador d'elevada afinitat amb

l'adenosina quinasa associada a la membrana (117)
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De tates les dades esmentades, es dedueix que l'ADA sembla que és un

enzim catabólic relacionat només amb la degradació de purines; pero a

causa de l'estructura de l'adenosina esta relacionat també amb el

metabolisme deIs carbohidrats i deIs lípids (118) i també controla la

síntesi del DNA. Ara bé, els papers fisiológics de l'ADA i del seu

substrat l'adenosina, 110 estan completament establerts. L'evidéncia

demostra que les implicacions conegudes són molt amplíes i que moltes

d'aquestes implicacions són encara desconegudes.
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2. OBJECTE

La reacció catalitzada per l'adenosina desaminasa queda inclosa dins les

transformacions que recull el metabolisme general de les purines i la

seva relació amb la síntesi d 'ac íds nucleics i amb el seu paper de

inactivació de l'adenosina considerada com a neurohormona. La manca de

l'enzim provoca una alteració del metabolisme purínic que es manifesta a

vegades en forma de greus immunodeficiencies.

El principal objectiu del present treball ha estat establir diferencies de

comportament de l'adenosina desaminasa respecte a altres enzims purínics

com la 5'nucleotidasa, la guanín aminohidrolasa, i la purinnucleosid

fosforilasa; així com respecte a la lactat deshidrogenasa i la malat

deshidrogenasa, enzims que es traben en gran abundancia en l'interior

cel.lular.

Les esmentades diferencies de comportament s'han comprovat que

existeixen, treballant amb diverses fraccions subcel.lulars d 'escorce

cerebral de rata, teixit que s'ha emprat major
í

tar íansnt en el decurs c.e

la present Memoria.

Amb tecniques bioquímiques, s'ha establert la presencta :ia l'�:!e'.:Js:!.:;a

desaminasa en membranes cel.lulars i la seva ana::g:l "':::¡:Jl:g:'a :-�=;:e':':e a

la 5'nucleotidasa i diferent de la "':cpolog:!.a 1els a:"':�es e�=:!.=a ;s:�C.:!.!':E.
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Treballant també amb fraccions subcel.lulars s'han establert els

parametres cinétics de l'adenosina desaminasa i de la 5'nucleotidasa, que

es comparen amb els enzims presents en la fracció soluble. Per a comparar

els resultats obtinguts mitjan�ant métodes bioquímics en quant a la

especial localització d'ambdós enzims es van fer comprovacions per

microscopia electronica mitjan�ant técniques citoquímiques.

El següent punt plantejat en aquest estudi va ser la caracteri tzació de

1 'adenosina desaminasa de cervell de rata. Per aíxó es purifica l'enzim a

partir de la fracció soluble, i s 'obtenen els anticossos policlonals ant í-

ADA purificada.

La caracterifzac
íó

de 1 'enzim inclou, entre d 'altres, 1 'efecte que tenen els

intermediaris purínics i diverses drogues components principals de

farmacs antipsicotics, ansiolítics, antidepressius, antihistaminics,

vasodilatadors, antiinflamatoris, antibiotics, broncodilatadors i

antivomitius. També es determinen 1 'efecte del pH i de la temperatura en

l'activitat de 1 'enzim, així com les variacions de les constants cinétiques

amb aquests factors esmentats.

Els estudis immunoquímics i cinétics són de gran importancia en la

caracterització de l'enzim, i permeten també una comparació entre l'enzim

que es localitza en diversos teixits de rata (cervell, cerebel, múscul

esquelétic, fetge, cor, ronyó, estomac, budell prim, melsa i pulmó).
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3. MATERIALS

3.1. MATERIAL BIOLóGIC

Els materials btnleg íce de partida van ser diversos teixits de rata. Els

teixits es van separar de forma mecan.íca a partir de rates mase les je

rac;:a Wistar de 200-300 g de pes, reeentment deeapitades. Quan stempraren

eervells, els eerebels es van separar de forma sistematica.

Els animals utilitzats en la produeeió d'antieossos van ser conilles

femelles albines de rac;:a Vhite New Zealand (BIOCENTRE).

3.2. REACT IUS

3.2.1. PROTEINES

Com a protelnes standard i com a enzims, acob lat s :; :;.,!:::- .3. aesurar

aetivitats enzimatiques, s 'utilitzaren: seroalbúmina bovina <ESA)

cristal. litzada , ferricitoerom e, ovoalbúmina, tripsina. 't-g1obulj na humana

(SIGMA) i adenosina desaminasa i fosfatasa alcalina 'i '::'ntesti de bou.

xantinoxidasa de llet i purinnuele6sid fosforilasa i� melsa �e bou

(BOEHRINGER-MANHEIM).
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3 .2 .2. SUBSTRATS 1 INH IB IDORS

Els reactius utilitzats per a la determinació de les dlverses activitats

enz ímát íques i com a inhibidors de l'activitat adenosina desamlnasa van

ser: NADH, NADPH, inosina, xantosina (BOEHRINGER-XANHEIMJ; adenosina,

guanosina, hipoxantina, adenina, guanina, xantina, 5'monofosfat d'adenosina

(AXP) , 5'trifosfat d 'adenosina (ATP) , acíd D L mál Ic, ací.d oxalacétic,

piruvat de sodi, p-nitrofenilfosfat de sodi, dimetil sulfóxid mxsQ) ,

etanol absolut (XERCK); 5 'difosfat d 'adenosina (ADP) (SIGXA).

Les drogues utilitzades per a observar l'efecte que tenien sobre l'ADA van

ser proporcionades per diversos laboratoris farmaceutics: 2-clorpromazina,

oxazepam, meprobamat, tripelennamina (WASSERXANN); clozapina, cetotifen

(SANDOZ S.A.); sulpirida, nitrazepam, naproxen, rifampicina (PRODES S.A.);

lorazepam <ORFI-FARXA); diazepam, medazepam, clordiazepóxid, imipramina,

cafe'ina, teobromina (LASA), cinnarizina, lidoflazina, acetaminofen

(ESTEVE); dipiridamol (BOEHRINGER INGELHEIX S.A.); ouabaina (SIGXA);

fenilbutazona, dimenhidrinat (J. URIACH 1 CIA.); albuterol (ANDREU S.A.) i

teofilina (SCHARLAU).

3.2.3. ALTRES REACT lUS

Els productes utilitzats en la purificació de l'enzim i de les

immunoglobulines, en la preparació de les diverses dissolucions de tampó

i de les mostres per a observació mi tjan;:ant m ícroscópíe electronica van

ser: imidazola, clorur de sod
í

, tris Chidrox::'metiUamino meta, sacarosa,
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dialdehid g íutar íc, tetróxid d'osmi CMERCK); acetat de sodi, actd acétic,

actd clorhídric, monoh ídrógen fosfat de sodi, dihidrógen fosfat de sodi,

metanol, acnohtdrógen fosfat de potassi, dihidrógen fosfat de potassi

(PROBUS) .

3.3. MATERIAL D'ELECTROFORESI I CROMATOGRAFIA

Els suports electroforétics utilitzats van ser acrilamida i agarosa i els

reactius per a preparar-los: acrilamida, bis-acrilamida (EASTMAN-KODAK);

persulfat d 'amoni <UCB) j N ,N ,N',N'-tetrametil etilendiamina (TEMED)

CSCHUCHARDT> i agarosa (MERCK). En la determinació del punt isoeléctric

s'utilitzaren anfó l
í

ta CLKB i PHARMACIA).

En els revelats electroforétics generals o específics s 'ut í Lí tza: bromur de

3 C4,5-dimetil-tiazolil-2)-2,5 difenil tetraazoli CMTT> , metosulfat de

fenazina (PMS) (SERVA) i Coomassie Brilliant Blue CSEARLE).

En els processos de purificacions i en la determinació del radi de Stokes

s'utilitzaren: DEAE-Sepharose, Sephadex G-25, Sephacril S-300 (PHARMACIA).
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4. M:é:TODES

4.1. PREPARACI6 DE LA FRACCI6 MICROSOMAL 1 SOLUBLE DE CERVELL DE RATA

L'homogeneltzat d'escor�a cerebral de rata s'ha realitzat en el medi

tamponat de sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4. La relació habitual va

ésser de 6,5 ml de sacarosa O ,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4 I g d 'crgan,

L'homogeneltzació s'efectua utllitzant un homogeneltzador de Potter-

Elvejhem <B. Braun Melsunger, entre 95 i 115 um de folgan<;a) a 500 rpm,

15 impulsos. La suspensió se centrifuga (centrífuga Beckman J2-21, rotor

JA-20, 12.500xg, 30 min a 4° C) per a eliminar les cél.lules senceres, els

nuclis, les mitocondries i els sinaptosomes. El sobrenedant

s'ultracentrifuga (ultracentrífuga Beckman L-5-75H, rotor 35 FA,

105.000xg, 90 min a 4"" C). El residu constituí la fracció microsomal i el

sobrenedant la fracc1ó soluble. Pels assajos en que s'utllitza la fracció

soluble, aquesta es passa préviament per una columna PD-10 (Sephadex G-

25, Pharmacia Fine Chemicals) per a eliminar les sals i els substrats

endógena cvsgeu 4.5.1.).

Aquest métode d'obtenció de fracció microsomal fou proposat per Schneider

i Hogebaom (33) i considerant-se la fracció microsomal com aquella que

sedimenta a 105.000xg després d'eliminar mito�o�Jries i nuclis i'un

homogene'itzat del +eíxí t corrssponent , en medí :;O';)!U': :ie sacarosa.

4, Metodes : 3.; :'�. .:.



4.2. PREPARACIó DE LA FRACCIó DE VESfCULES SINAPTIQUES DE CERVELL DE

RATA

4.2.1. METODE DE SOLLER ET AL. (1973)

El métode de Soller (119) és una modificació del de Wh1ttaker, Michaelson

i Kirkland (120).

S'homogeneltzaren 20 g de teixit en 10 volums de sacarosa 0,32 M. La

suspensió se centrifuga a 1.000xg, 10 min per a eliminar les cél.lules

senceres i els nucl1s. El sobrenedant se centrifuga a 11.500xg, 20 min per

a separar la fracció mitocondrial crua. Aquest residu se suspengué en H20

(3 m l per g de teixit fresc equivalent) i es mantingué 15 min a 0-40 C

per a trencar els sinaptosomes i alliberar les vesícules sinaptiques.

Durant aquests 15 min es dispersaren les partícules amb 1 'ajut d 'un

homogeneltzador Potter-Elvejhem, a 500 rpm, 5 impulsos i a intérvals de 5

mino La suspensió se centrifuga a 6.000xg, 15 min i s'elimina el residuo

Es prengueren tres fraccions de 15 mI que es dipositaren cada una sobre

13 m l de sacarosa 0,2 M. El conjunt se centrifuga en rotor SW 25.1

(Ultracentrífuga Beckman L-5-75H) a 53.000xg, 120 mino La interfase

resultant i la capa de sacarosa 0,2 M que estava per sobre <2 mm) del

residu, es recolli i diluí en un volum igual de H:zO i es centrifuga el

conjunt (105.000xg, 60 min, rotor 35 FA). El residu obtingut fou la

fracció de vesícules sinaptiques crues. L'esquema d'aquest métode de

fraccionament es troba representat en la Figura 3. Totes les operacions

es realitzaren a 0-40 C.
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20 gr teixit + 200 ml sacarosa 0,32 M

1. OOOxg 10 min

�

Nuclis, oH.lules senceres

Sobrenedant

J 11 • SOOX9 20 It\ln

---------....�
�

Frac:ci6 mi tocx:lndrial crua

I

Sctlrenedar. t

l05.OOOxq 90 min

+ 60 ml H O
15 min de dist�i6 Residu

- Sobrenedant

6.000X9 15 m1n MICR:ScMs rnAO:IO SQUJBLE

Residu Sobrene1ant

� 15 mI

C7 13 mI

153.oooxg

sobrenadan t

sacarosa 0,2 M

120 lII1n

Interfase i capa de sacarosa
2 mn per sobre del residu

Sobrenooant

FIGURA 3.- ESQUEMA D'OBTENCIó DE VESíCULES SINAPTIQUES.
METODE DE SOLLER ET AL. (1973)

Seguínt el métode de fraccionament propoeet: per Sol Ler ei: al. (119)
s 'obtingué la fracció de veeiculee einept.iquee, Les Irscc ione 111icroso11131 i
soluble tembé es poden obieiiir a partir d 'aquest mét.ode de Irncciotumetrt .
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4.2.2. METODE DE TAMIR ET AL. (1974)

El metode de Tamir et al. (121) es basa en substituir el gradient de

sacarosa o de Ficoll utilitzat en la majaria del.s métode d'alllament de

vesícules sinaptiques pel gradient de diatrizoat de sodi (vegeu Fig. 4).

S'homogeneltzaren 20 g de teixit en 9 volums de sacarosa 0,32 M. La

suspensió se centrifuga a 1.000xg, 10 min per a eliminar les cél.lu1es

senceres i els nuclis. El sobrenedant se centrifuga a 14.500xg 15 min per

a precipitar les mitoc6ndries, els sinaptosomes, els fragments de miel1na

i alguns microsomes. Aquest residu es renta en un volum de sacarosa

0,32 M igual que l'original i se sedimenta a 15.900xg 20 min. El residu se

suspengué en 10 mI de sacarosa 0,32 M i els sinaptosomes se separaren

col.locant 3 m l de la suspensió sobre un gradient discont1nu de sacarosa

format per 13 m l de sacarosa O ,8 :M sobre 13 ml de sacarosa 1,2 M i

centrifugant a 53.000xg 60 min en un rotor SW 25.1 (Ultracentrífuga

Beckman L-5-75H). Les tres bandes de dalt deIs tres tubs es van recollir

juntes i es van diluir amb 1-2 volums d'aigua¡ els sinaptosomes es van

sedimentar a 20.000xg 15 min.

Les vesícules sinaptiques s'obtingueren per xoc osmót1c deIs sinaptosomes.

E1s sinaptosomes es van suspendre en 30 m l d 'aigua freda (4° C) amb

1 'ajut d 'un homogeneltzador Potter-Elvejhem (500 rpm, 7 impulsos) . La

suspensió es va dispersar tres vegades a intérvals de 10 min i es va

centrifugar a continuació a 20.200xg 30 mino 15 ml del sobrenedant

d'aquesta centrifugació es van col. locar sobre 15 ml de diatrizoat de sod1

al 10% (p/v) i es va centrifugar el conjunt en rotor SW 25.1
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1" 180 ml • carosa 0,32 M

15.900xg 20 min

Sobrenedant

FFllCCIO SOLUBLE

-

20 qr teixit • 180 ml sacarosa 0,32 M

J 1. OOOxg 10 mio

-

�sidu

aH. lules seneeres , nuclis

Scbreredant

} 14. 500xg 15 min

-

�
mi t.ocOlÜr!es, sinaptosares, mielina

.

I

-

Scbrenedant

1105.000xq 90 aú.n
.... .....

Pesidu

.10 ml sacarosa 0,32 M

tJ
3 ml residu resuspés

13 ml sacarosa 0,8 M

13 ml sacarosa 1,2 M

I 53.00Oxg 60 min

Bandes de dal t
• volun igual d'H;¡O

� 15m1.n

:Res1du Sobrenedant

Soorenedan t

s�s

.. 50 rnl H O
30 min de2disrupci6

� 30min

Ftes1du. Sobrenedant

� 15 rnl scerenedant

O 15 rnl diatrizoat de scxti al 10\ (p/v) en rnedi A

�0m1n
Resic!u

Residu Scbrened.!lnt

VESlaJLES SlW.Pl'IOOES

FIGURA 4.- ESQUEMA D'OBTENCló DE VESÍCULES SINÁPTIQUES.
METODE DE TAMIR ET AL. (1974).

Seguint el mé tode de trecci otisment: proposat per Temi r et al. (1211

s'obtingueren les fraceions de veei cu Iee ei tispt i quee o bé la trecc ié

sinaptosomal. Al .mateix temps que s' e il I en 1 es irecci ons eesetitsdes,
t smbé es poden obt.eüir e13 sd croeotsee i la irecc i-: sol ubl e .



(Ultracentrífuga Beckman L-5-75H) a 50.000xg 60 mino El res ídu esta'la

constitult per fragments de membranes sinaptiques; mentre que la banca

corresponent a la fracció de vesícules sinaptiques, es va reco11ir i es va

centrifugar a 105.000xg 90 min (rotor 35 FA, ultracentrífuga Beckman L-5-

75H) per tal d'obtenir un residu d'aquesta fracció.

L'esquema d 'aquest metode de fraccionament es troba representat en la

Figura 4. Totes les operacions es van realitzar a 0-40 C.

4.3. RENTATS DE LES FRACCIONS PARTICULADES

Les fraccions particulades (microsomes, vesícules sinaptiques,

sinaptosomes i membranes s ínápt.íques i van ser rentats tal com es descriu

a continuació.

La fracció particulada es renta amb 1 'ajut d 'un homogenettzador de Potter­

Elvejhem (500 rpm, 7 impulsos) i amb 2 mI del medi de rentat/g de teixit

original equ1valent.

Una alíquota de la suspensió es prengué per afer determinacions

d'activitats enz ímat tques i per a determinar urotema. Per a tornar a

precipitar la fracció particulada, se centrifuga a .;_es mateixes

revolucions en que s'havia obtingut aquesta fracció. 31 scbrenedant es

guarda per afer ana::'isis enzimatics i per a determi::ar pr:::te:na.



Quan fau necessari, el nau residu es "torna a rentar c.e''''or,- _

<..J Ó .... => '= ..

procediment indicat.

En general s 'ha procurat que els medís de rentat fossin isotónics i s 'na

treballat a 0-40 C.

4.4. GENERACló DELS ANTICOSSOS I SAGNAT DELS CONILLS

El procedíment seguit fou aná.leg al descrit per Judith L. Vaitukai tia

(122). S'utilitzaren conilles femelles albines per a la obtenció de la

anticossos. A continuació es descriu, esquematicament, el procediment

seguit per a 1 'obtenció d 'anticossos:

lr. dia.- Extracció de 20 m l de sang de l'artéria central \:e l'Qre:la. La

sang es de íxa coagular 30 min a 37° e
í

, després de 2 h a ,20 e, el coagu l

es desenganxa de les parets del recipient mí tjancant una vareta. E::' día

següent el sérum es decanta i se centrifuga 10 min a ::·,')00 r pm , per a

eliminar els eritrócits que no haguessin coagular. ,A.·::¡ues": sér'Jr:l es va

utilitzar com a control.

2n. dia.- Injecció intradérmica de 7 m l c. 'emuls íonat d,'a,n:igen-adjuvan-:

complet de Freund 1:1. El pel de l'esquerra dels CG�i.::3 s'afaita

s'efectuaren diverses injeccions ?er "ata 1'e::;,:.uena :.�.:. ·::Jr:L: tal cora es

veu a la Fig. 5, Per a augmentar la respos ta :':n'-:l!\_¡::,e. _ ::: d 'una 3'-,::;:::er:.si::-

.- �;:- :':- .. :'.



FIGURA 5.- ASPECTE DEL CONILL TIESPRÉS DE LA INJECCIó INTRADERKICA PER

TaTA L'ESQUENA DE l.'EMULSIONAT D'ADA DE CERVELL DE RATA - ADJUVANl
COMPLEl DE FREUND 1:1

32é. dia.- Injecció intramuscular d' 1 mI d 'emul s íonat d 'antígen-adjuvant

complet de Freund 1:1. La punxada s'efectua a l'extremitat _posterior dreta

de l'animalo

62€:. dia.- Injecc ío intravenosa d' 1 mI d'antígen. L'enzim s'injecta a la

vena marginal de l'orella del con
í Ll , En aquest cas , no e 'ha j'3.':min:!.s-:rar

adjuvarrt de Freund, perqué podrien aparétxer embo::'ies grasses a L'an í

me L.

�bte�ir el ser�m.

------------------------_---------



76é. dia.- Segona extracció d'aproximadament 20 mI de sang de cada animal

i obtenció del serum.

t33é. dia.- Tercera extracció d'aproximadament 20 m l de sang i obtenció

del serum.

90é. dia.- Quarta extracció d 'aproximadament 20 ml, de sang i obtenció del

sérum.

Per a purificar la fracció immunoglobulínica del sérum es van barrejar 20

1
•

I
¡
t

I

m l de sérum amb 20 mI de tampé fosfats 13 mM, NaCl 9 gil de pH 7,2 i la

mescla es va precipitar amb (NH4)2S04 al 40% de saturació. La mescla

s'agita a 4°. C durant 15 h i a continuació se centrifuga a 5.000 rpm

(rotor JA-10) durant 15 mino El residu es va disoldre en 60 ml de

(NH4)2S04 1,75 M, se centrifuga a 5.000 rpm (rotor JA-10) durant 15 min i

el nou residu es va disoldre en 10 m l de tris-HCl 0,1 M pH 6,5. La

solució es va dialitzar en front de la mateixa solucié de tris-HCl i es va

aplicar a una columna DEAE-Sepharosa 0,6 cm 0 x 35 cm) a un flux de 90

ml/h. Les immunoglobulines s'obtenen en el volum d'exclusió.

La fracció d'immunoglobulines a
í

xí obtinguda no presentava act ív
í

tat

adenosina desaminasa.

l



4.5. TECNIQUES CROKATOGRAFIQUES

En les purificacions de l'enzim i de l'anticós s'han utiht:at :es

técniques cromatografiques de filtració en gel i de bescanvi iónic.

En els diferents processos, el flux de l'eluent s'ajusta Jlitjan<;:ant una

bomba peristaltica LKB Bromma, model 2120 Varioperpex, o bé Gl1son. model

Kinipuls n, intercalada entre la sortida de la columna i el col.lector de

fraccions. Els elults es recolliren amb l'ajut d'un coLlector de :raccions

Gilson model Escargot VFC, o bé LKB Bromma, model 2112 Red írac.

En cada procés, el gel corresponent s'equilibra amb el tampó ad ient . El

procés d'equilíbrament es considera acabat quan el pH 1 la conductivitat

del tampé coincidien tant en l'entrada com en la sortida de la cercana.

Tots els processos cromatográfics es van realitzar a una tern?eratur3. de

4° C.

4.5.1. CROKATOGRAFIA DE FILTRACló EN GEL

El gel de Sephadex G-25 s'utilitza per a eliminar :es sal3, -,,'---=>

endogens i pel canvi de tampé.

Quan el volum de ís preparats enz íraat ícs era peti� s''..rt:'lit::are:I :.c��:;nn.e:;

pre-empaquetades de Sephadex G-25 (PD-10, E'h:l.r:nac:!.::l ?':r_;_ �':¿'::::!:;;'. ':0.

columna s'equi}:'bro3. paaaarrt a t raves d'el2.a 25 m: :::'-2': :.::.:::: .::.r:-.;:;:::::.. -:r..::-

4. M.etades



t
!

s'apliquen 2,5 mI de la mostra que -es daíxa penetrar :iins :a :;:;�\..;:¡;.a :.

s'elueix després amb 3,5 mI del mateix tampé d'equilibra:·:.· 1- ....Ci ca. UID na e::

renta amb 25 mI de tampó abans de tornar-se a utilitzar.

Durant el procés de purificació de l'adenosina desaminasa s'uti:i�:a

Sephadex G-25 en una columna Pharmacia K-26 (2,6 cm el x 60 cm I

equilibrada amb tampó imidazola-HCI 50 mM: pH 6,2 a un flux de 90 ml/!l.

L'aplicació de la mostra i l'elució s'efectuaren al mateix flux.

4.5.2. CROMATOGRAF lA DE BESCANV 1 IóN lC

Una columna amb un volum de llit de (1,J cm el x 9,1 cm} s 'onpl.í de 3el ie

DEAE-Sepharosa inflat i desgas íf ícat , Aquesta columna s'e<;.uilibra am:::, ..:r.

tampó imidazola-HCI 50 mM: pH 6,2 a un flux de 25 ml/h, ap:i.:a:n: 3.

continuació la mostra enzimatica que a aquest pH ínteracc íona

electrostaticament amb el grup dietilaminoetil. L'elució d'aquesta mostr a

s'efectua al mateix flux amb un gradient linial de Nael de O M a OA M: ero

e¡ mate ix tampó imidazola-HCl 50 mM pH 6,2.

Per a purificar la fracció immunoglobulínica s'utilitza una columna

Pharmacia K-16 (1,6 cm e x 35 cm) amb un flux de �G 2:�.

immunoglobulines na s'uneixen al grup DEAE a un ?H 6,5 i s':l�)"tenen en "':

volum d'elució. El desenvolupament d'aquesta croIDa":::lgra!::'a .;:; 'la s��·J:'r

mesurant L'absor c
íó

a 280 nm de:'s e:ults m:,,:jan�ar:: '_¡:: :-=;�e:":;--=f:t.j::';:-:Te

c.e flux cont
í

nu LKB,

.,



4.5.3. DEJ.'ERMINACló DEL RADI DE STOKES PER FILTRACló EN GEL

La determinació del pes mol.lecular aparent de l'adenosina desaminasa es

real
í

tza raí tjancarrt el métode d'Andrews (123) i es calcula el radi de

Stokes (124, 125).

La cromatografia s 'efectua a través de una columna de Sephacril 8-300

(1 cm IZJ x 110 cm) utilitzant un tampó tris-Hel 50 mM NaCl 0,1 M pH 8,2

com a tampó d 'elució.

f
!

Les protelnes utilitzades com a marcadores van ser:

1.- Citocrom e (Pes mol.lecular = 13.000, R. = 16,5 A)

2.- Mioglobina (Pes mol.lecular = 17.800, R .. = 20,8 A)

3.- Quimotripsinógen (Pes mol.lecular = 25.000, Re. = 22,4 A)

4.- Ovoalbúmina (Pes mol.lecular = 43.000, R. = 30,5 A)

5.- 8eroalbúmina bovina (Pes mol.lecular = 67.000. R. = 35,5 A)

6.- Aldolasa (Pes mol.lecular = 158.000, R", = 48,1 Al

7.- Catalasa (Pes mol.lecular = 232.000, R. = 52,2 A)

8.- Ferritina (Pes mol.lecular = 440.000. Re = 61,0 A)

9.- Tiroglobulina (Pes mol.lecular = 669.000, R. = 85,0 A)

l



4.6. TECNIQUES ELECTROFORETIQUES

Les técniques electroforetiques han estat de for�a ajut en la ?urUicac1Q
de l'enzim i per a seguir el procés de purificació de l'3.ntic6s anti

adenasina desaminasa de cervell de rata.

4.6.1. ELECTROFORESIS ANALÍTICA EN GELS DE POLIACRILAKIDA

S'utilitza la técnica d'electroforesi discontinua. Els gels de

poliacrilamida es van preparar amb lA mI de gel separador (T =- 9",

C = 0,56) i 0,2 m l de gel concentrador <T = 0,02%, e = 3 10-4},. en tubs

de 6,5 cm de longitud i 0,7 cm de d íánetr-e interno

El gel separador es prepara amb:

7,2 m l acrilamida/bisacrilamida (T = 40%, C = 2,5)

- 1,28 m l tampó tris-HCl pH 8,9

- 20,2 m l aigua

- 52 ¡J1 N ,N ,N',N'-tetrametilendiamina <TEKED)

- 3,2 m! persulfat de potassi

El gel concentrador es prepara amb�

2 ml acrilamida/bisacrilamida (T = 0,16%, e = 2 10-31

- 2 mI tampé tris-H3P04 pH 6,4

- 8,56 m.l aigua

- 40 ¡..tI TEMED

1,4 mL persulfat de potassi

+ .. Me:.odes



El tampé del diposit inferior fou tris-RCl 25 mM pH 8,9 mentre. que en el

diposit superior s'utilitza tris-glicina 37 mM pR 8,3. L'electroforesi

s'efectua durant 90 min almA per tubo Les mostres s'aplicaren amb blau

de bromfenol com a marcador i glicerol com a densificador.

4.6.2. ELECTROFORESI PREPARATIVA EN GELS DE POLIACRILAMIDA

(ELECTRO-ELUCIó)

L'electroforesi preparativa es va realitzar en un tub de 7,3 cm de

longitud i 2,0 cm de dfámetr-e. L'electroforesi s'efectua durant 10 h a

200 Vi en línies generals es prepara tal com es descriu a l'apartat 4.6.1.�

pero s'utilitzaren 16 mI de gel separador (T = 12%, C = 0,75) i 7 m I de

gel concentrador (T = 0,02%, C ::: 3 10-4).

L'enzim es recollí utilitzant una bomba peristáltica a un flux de 25 m:/h.

La Figura 6 mostra un esquema del montatge de l'equip de l'electroelució

4.6.3. ELECTROENFOCAMENT ISOELECTRIC EN PLAQUES D'AGAROSA

Per a efectuar l'enfocament í.soe.léctr íc en plaques d 'agarosa es pr-oced
í

seguint el métode de Pharmacia Fine Chemicals (126) are:' una un:::a<:.

electroforética FBE 3000 <Pharmacia}.

4. )l:etDdes
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cap dissolta 1 'agarosa s'afegi 1,9 ml d 'anfólits <40%> del margo: .j¿ :¡:;h
3-10 i es prepara una placa sobre un full de 114 x 225 mm de "Ge:::ond

film" (Marine Colloids Division).

L'aplicació de la mostra s'efectua amb 1 'ajuda del paper absorben:

Scheleicher-Schüll (Bl.ood Collection Paper) de 10 x 5 mm, que absorbe í.x

25 ¡..tI de mostra. E1s aplicadors es van eliminar després de 45 min de:!.

conencamerrt de 1 'enfocament.

La disso1ució catód íca fou de NaOH 1 111 i la anód.í.ca de H2S04 0,05 M..

L'enfoc isoeléctric s 'fntctá amb un vo1tatge de 500 v i una poténc1a limit

de 15 W I que es mantingué constant durant tot el procés. El voltatge no

supera en cap 'momerrt els 1.500 v. Com a marcador s'utilitza hemoglobina i

l'e1ectroenfocament es per Itonga fins 15 min després d'enfocar-se aquesta

protelna (uns 75 min).

4.6.4. 11I1MUNOELECTROFORESI EN PLAQUES D'AGAR

Les plaques d 'agar es van preparar escalfant 0,1 g d 'agar en :.;) :mi :í-e

tanpó tris-HCl 0,2 111 pH 8,6 que, un cop d:!.ssolt, es 'la gelifi:ar �::::r8 ,..!TI

full 10 x 10 cm de "Gelbond film" (Marine Colloida D:'visic'!".l.

Es van fer una serie da pous a la placa d 'agar i es '!a!'. 3.?:':':3f !�s.

mostres. S'efectua una electrofore.si duraat ? .h a

4. Me-:odes



ambiento Per a l'electroforesi s'utilitza una camara d 'electrOforesf a:no

250 m l de tampó tris-HCl 0,2 .M pH 8,6 a cada costat de la camara.

Un cap realitzada l'electroforesi es buida el gel de les tr ínxeres, que

s'havien marcat préviament paral.lelament al sentit en qué es realitzA

l'electroforesi, i s'omplen amb 70 }ll d 'ant ícóa, La immunodifusió es

realitza en una camara humida durant 12 h a temperatura ambiento

Les bandes de la immunoelectroforesi s'observaren com a precipitat de

color blanco Per a millorar l'observació d'aquestes bandes s'efectua el

procediment de tinció:

diversos rentats amb 9 gIl NaCl per a eliminar les protelnes no

precipitades.

un premsat de 15 min amb paper de filtre per a acabar d 'absorbfr les

protelnes no precipitades.

diversos rentats amb aigua per a eliminar les sals.

un premsat amb paper de filtre.

tinció amb 1 gil Coomassie Brilliant Blue R (SIGMA) en una dissolucio

10:9:1 d'aigua:etanol:acid acético

decoloració amb una dissolució 10:9:1 d 'aigua:etanal:acid acético

4.6.5. TINCIó GENERAL DE PROTEi'NES

Els gels a les plaques que es volien teny:'r es 'tan !:la:l�a:l:r un s J:: .:l:!.:':

en a:id t.r í.c lcracet.ic al 5% ?E:r tal :'2 fixar :.:s 'oa:-.::-=5, 25 7=':-. :-.;.r,_-':::1:-

• 't
..... _



Caomassie Brilliant B'Lue R <SIGMAJ al 0,25'1. en una !Ile<::.<:�", "_""'_ ...
--- .... .- :'n-: .. .i:l.::J.."

actd acet íc i aigua (30:10:60) (v/v/v) U27>.

Els gels es van decolorar a continuació amb diversos rentats de metancl ,

ac íd acétic i aigua (30:10:60) (v/v/v). La decoloració s'efectu.3. en � i �n

un bany a 60° C.

4.6.6. TINCIó ESPECíFICA DE L'ADENOSINA DESAMINASA

L'activitat ADA es manifesta en els gels o les plaques ID i tjan¡;.3.n t. el

métode de Spencer et aL (128) . Es van dissoldre 10 mg d'adenosina i

0,2 g d'agar -en 15 mI de tampó de fosfats de sodi 100 m){ pH 7,5 i.

s 'escalfa la mescla a 90° C. La dissolució es va deixar refredar f' ....
-

a.... - ..... =>

45° C i es barreja amb una altra dissolució que contenia :3 u: d.;: ?!lP

comercial (1 mg/ml, A.E. 25 U/mg). 8 }JI de XO comercial <1\) mg¡:n�. A.E.

o ,4 U /mg) I 2 mg de MT! i 2 mg de P.MS en 5 mI de ta:mpó de f:Jsia ':5 de

sodi 100 m.M pH 7,5.

Els gels de poliacrilamida es van col.locar en tuos qus G:JT:<:en::'¿n :".3.

mescla i es van incubar a les fasques, a t-2mpera'tt!r3. ,:i':n�:'E::1.:, dU:-3:-l.: "21j.

mino L'act íví tar enz ímat íca es IocaLí tza en bandes ce ':c:;':!' '::'::"a:1 ;1.:e

des'taquen sobre un fans groc. El color blau no- queda fix.3."; ::r::.
'O
--

de poliacr11amida, sinó que es cifón a través ceI ge� d'�ga�.

--�---.---------



4.7. TECNIQUES DE MICROSCóPIA ELECTRóNICA

Les tecniques de microscopia electronica s'utilitzaren en 1 'observaci6 de

microsomes i de sinaptosomes. A continuació es descriu el procés

preparatiu previ a l'obtenció de les micrografies electróníques.

4.7.1. PROCÉS DE FIXACIó

Per a fixar els precipitats de microsomes o sinaptosomes s'utilitza

dialdehid g lutar íc 2,5% (v/v) en un medi tamponat de sacarosa O ,28 M

tris-HCl 30 mM pH 7,4. La mescla es de íxá 1,5 h en contacte amb el residu

i a cont.í.nuactó i es renta tata la nit amb sacarosa 0,28 M: tris-He130 mM

pH 7,4.

El residu rentat es pcst.-f íxá amb OsO" al 2% (p/v) en sacarosa 0,Z,g M,

tris-HCl 30 mM, pH 7,4, durant 15-30 minuts. Un cap eliminat el OsC"

mitjan�ant diversos rentats amb el tampó es renta el residu tres vegades

amb aigua durant 1 h cada vegada. Finalment s'afegi etanol 70% per a

deshidratar.

El residu es recupera amb l'ajuda d'una espátula i la des:tl';:rata::.i). es

porta a terme per immersió en séries succes íves d'etanol' 70��, g('I•• ;¡':"%,

95% i etanol absoluto

4. Metod¿,s ;:;



4.7.2. PROCÉS D'INCLUSló

Les mostres deshidratades es tracten amb el dissolvent del monomer de la

polimerització. Aquest nonémer no és soluble en aigua i per ab::ó es u-acta

la mostra dessecada amb etanol, amo els dissolvents:

- Dues parts d'etanol absolut i una part d'axid de propileo

- Una part d'etanol absolut i una part d'óxid de propilé.

- Una part d'etanol absolut i tres parts d'óxid de propilé.

- óxid de propilé absolut.

El temps utilitzat en aquestes operacions va ser de 15 min per a cada

tractamentj cada procés es va repetir tres vegades. Les mostres aí.xí

tractades es van poder introduir dins del moncmer i es va iniciar la seva

polimeri tzació de la forma habitual amb "Araldite Durcupan ACM".

4 . 7 .3. PROCÉS D 'ULTRAM lCROTOM lA

Es va treballar amb un ultramicrotom Reichert OmU-2 amo ganivetes de

quars o diamant i es van prendre mostres a díferent3 nive:!.ls de� res ídu

perqué les observacions fossin mes representatives.

4.7.4. PROCÉS DE TINClo



4.7.5. PROCES D'OBSERVACló

"L'observació de les mostres es va realitzar amo un mícroscopi electrónic

EX 200 i EX 301 a' 60 kv d'acceleració en el Servei de Microscopia

Electrónica de la Universitat de Barcelona.

4.7.6. LOCALITZACló CITOQUfMICA DE LA 5'NUCLEOTIDASA

La localització de la 5'nucleotidasa a les fraccions particulades es posa

de manifest m
í

tjancarrt el metode de Kreutzberg et al. (53). El residu

particulat es fixa amb dialdehid g lutar íc 2,5% (v/v) en medi tamponat de

sacarosa 0,28' M, tris-Hel 30 mM, pH 7,4, i es t.racta 3 h en el medí

histoquímic, que contenia tampé tris-maleat 50 mM pH 7,0, AXP 1 mM,

Pb (NOa) '2 2 m:M, M:n (NOah ' 5 O mM i sacarosa O ,25 jI{. E ls con tro18

s'efectuaren utilitzant el medi histoquímic sense AMP.

Després del tractament amb el medi his'Loquímlc es procedí a la f í.xac
íó

,

inclusió, tinció, ultramicrotomia i observació amb microscopí e�ectrónic

(vegeu apartats anteriors).

4.7.7. 1.0CALITZACIó CITOQUüHCA DE L'ADEYOSI:5A :;)ESA�r:�¡ASA

....
-



ribósid de 6-cloropurina 10 mM. Aquest aubstr-at , ana:E:g de l'adenos:!.na,

rendeix clorur com a producte de la reacció de l'ADA, qüe es fa precipi�ar

mitjan¡;:ant un posterior tractament amb AgN03 120 m� durant 5 min a

370 C i a les fosques ..

Després d'aquest tractament es procedí a la fixació, inclusió, t íncte ,

ultramicrotomia i observació amb microscopi electrónic (vegeu apartats

anteriors) .

4.8. DETERKINACló DE LES ACTIVITATS ENZIMATIQUES

La determinació· de les activitats enz ímát íques de forma contínua s.'erectua

espectrofotometricament mesurant els increments o decrements

d 'absorbáncí.a deguts a la variació de concentració deIs subs+rat.s €1 1e1s

productes, segons les condicions experímentals.

Tates les mesures s'efectuaren en un espectrafotómetre Pye Unicam SP 1700

termostatitzat,... provist d'un inscriptor AR 25 i en cubetes de lO mm Ce

pas de llum, a la temperatura de 30 +/- 0,10 C.

l Les activitats es calcularen en ukat , que correaeonen a unols c.e s·..¡t.s"':.rat

transformats en un segan.



4.8.1. ENZ lMS DEL XETABOL lSME PUR ÍN re

Els substrats utilitzats van ser l'adenosina per l'ADA'l l'AMP per la 5'N ..

la guanina per la GAH i·la guanosina per la PNP.

Per a evitar una elevada absorbancta, la concentració de Is substrats va

ser de 5 10-5 M en la cubeta de l'espectrofotometre quan només es

determina l'activitat específica.

Les reaccions s'efectuaren en un medi tamponat de pH 7,4 compost de

sacarosa 0,28 M i tris-HCl 30 mM, i en la determinació de l'activitat PNP

s'afegí tampó de fosfats de sodi 0,2 M.

rAULA 1

INCREMENrs D'ABSORTIVlTAT MOLAR A LES LONGITUDS D'ONA EN LES QUALS ES

DETERMINA L'ACTIVITAT

ENZIM SISTEMA x (nm) E (A/M cm l

ADA adenosina-inosina 265 7.5-:lC-

5'N AMP-inosina 265 8.4 oc

GAH guanina-xantina 248 4.70,}

PNP guanosina-guanina 260 � .:ÜQ

,,*, �etode5



4.8.1.1. DETERMINACló DE L'ACTIVITAT ADA

La determinació d 'activitat de l'adenosina desaminasa s'efectua mesurant

els decrements d 'absorbánc ía a 265 nm segons el métode de Kalckar (132)

deguts a la desaparició d'adenosina. A aquesta longitud d'ana correspon la

máxí.ma diferéncia entre els valors d 'absortivitat molar per l'adenosina i

..

!
la inosina (vegeu Taula 1) .

4.8.1.2. DETERMINACló DE L'ACTIVITAT 5'N

La determinació d'activitat de la 5'nucleotidasa s'efectua mesurant els

decrements d'absorbancia a 265 nm a causa de la disminució en la

concentració d'AMP. Aquest métode és acoblat i esta basat en l'addició a

la cubeta de reacció d'ADA comercial en quantitat sufic1ent ?er�ue

transformi raptdanent 1 'adenosina que es va for:mant, en inosina; a
í

xí

s'obté una diferéncia més gran entre els valors d'absortivitat molar

(vegeu Taula !). Aquest métode és el descrit per Kalckar (133).

La concentració d'ADA comercial que s'ha afegit en la mescla de reacc íc en

tates les determinacions d 'activitat efectuades en el present 'tre::-a:: aa

estat 3,4 U/mI.

--------------------------------------------------------------------�---�



4.8.1.3. DETERMINACló DE L'ACTIVITAT GAH

La determinació d'activitat de la guanina aminohidrolasa s'efectua

mesurant els decrements d 'absorbancta a 248 nm deguts a la desaparició

de guanina (134). Aquesta longitud d'ona correspon a la máxima diferencia

entre els valors d'absortivitat molar entre guanina i xantina (vegeu

Taula 1).

4.8.1.4. DETERMINACI6 DE L'ACTIVITAT PNP

La determinació d 'activitat de la purín nucleósid fosforilasa s'efectua

mesurant els decrements dabaorbanc í.a a 260 nm, punt ísosbéstic de la

guanina i la xantina, deguts a la desaparició de la guanosina (vegeu

Taula D.

S'ha treballat en aquesta longitud diana perqué en els preparats

enzimatics, acompanyant a la PNP es traba la GAH que interferiría en les

determinacions.

4. Metcc.es



4.8.2. ALTRES ENZ IXS NO PUR íN ICS

4.8.2.1. DETERXINACló DE. L'ACTIVITAT LDH

La determinació de l'activitat de la lactat deshidrogenasa s'efectua

mesurant els decrements d 'absorbancta a 340 nm, deguts al NADH, en un

medi tamponat compost per sacarosa 0,28 M: i tris-HCl 30 mM de pH 7,4.

La concentració de piruvat i NADH en la cubeta de l'espectrofotometre fou

de 8 10-4 M: i 8,5 10-6 M: respectivament. L'increment de l'absortivitat

molar per a aquesta reacció és de 6.220 A/M cm a 340 nm (135),

4.8.2.2. DETERMINACló DE L'ACTIVITAT MDH

La determinació de l'activitat de la malat deshidrogenasa s'efectua

mesurant els decrements d'absorbancia a 340, deguts al NADH, en un medi

tamponat idéntic al de la LDH.

La concentració d 'oxalacetat i NADH en la cubeta de l'espectrüfotómetre

fou de 3,5 10-4 M: i 1 10-4 M respectivament. L'increment ce l'abs·:¡rtivitat

molar per a aquesta reacció és de 6.220 A/M cm a 340 nm (135).

4. �etodes



4.8.2.3. DETERMINACló DE L'ACTIVITAT FOSFATASA A pH 7,4

La mesura d 'activitat de la fosfatasa s'efectua de forma discontínua. La

mescla de reacció fou:

o ,8 m l fosfat de p-nitrofenil 18 mM 1..1

0,1 m l tampó sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4 contenint MgCh

O,lmg/ml.

0,1 m l dissolució enz ímat íca.

Després de 10 min a'aturá la reacció afegint 2 m l de NaOH 0,5 M i es

mesura 1 'absorció a 405 nm en front d'un blanco

Aquest metode es basa en el descrit per Walter i Schütt (136). El

coeficient d 'absortivi tat molar del p-nitrofenol és de 18.500 A/M cm

(136).

4.9. DETERMINACIó DELS PARAMETRES CINETICS

Els diversos paranetres cinétics (constants de Michaelis Km, velocitat

maxíraa V i constants de inhibició Kt> es determinaren estadísticament,

m í.t.jancant un ordinador Tektronix 4051. Les dades exper ínerrta Is

s'ajustaren a la corresponent equació de velocitat de Michaelis-M:enten

senzilla (137) o estesa al cas de inhibició (138). mitjan�ant un programa

en llenguatge BASlC de regressio no linial senee derivadas (1391.
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4.10. DETERMINACIó DE LES CONSTANTS TERMODINÁMIQUES

4.10.1. CALCUL DE L'ENERGIA D'ACTIVACló

L'efecte que la temperatura provoca en la major1a de les reaccions ha

estat descrit per Arrhenius (140):

K = constant de velocitat

d In K !l E !lE = energia d'activac1ó
_ ......------ = --------

d T R T2 R = constant deIs gasos

T = temperatura (K)

De la integració d 'aquesta equació i a partir de l'equació de Michaelis-

Menten, s'obté l'equació (141);

- !l E 1

log V = ---------- + constant

2,303 R T

La representació de log V en front de l/T és una recta, 1 a partir del

seu pendent es pot deduir el valor de l'energia d'activació.

4.10.2. CALCUL DE L'ENTALPIA STANDARD

L'efecte que la variació de temperatura provoca en la constant d'equilibri

Keq del sistema ve descrita per l'equació de Van't Hoff Cl40}�
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K_ = constant d'equilibrí

d In K� A RoO A RoO = entalpía standard
-_._------ ..... = ------

d T R T2 R = constant deis gasos

T = temperatura (K)

De la integració d'aquesta equació s'obté:

- log K-=I = + constant
2,303 R T

A partir del pendent de la recta que s'obté en representar -log K-=I en

front de lIT s'aconsegueix calcular el valor de 1 'entalpia standard de la

reacció. Per a les reaccions que arriben raptdament a L'equí Líbr
í

, la Keq

pot identificar-se amb la Km (141); per a aquestes reaccions la

representació grafica de -log KM en front de liT permet calcular

l'entalpia standard del sistema reaccionant.
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5. PART EXPERIMENTAL

5.1. DIFERENCIES DE LOCALITZACIó DE LA 5'N I DE L'ADA RESPECTE A ALTRES

ENZIMS PURfNICS

I Per tal d'observar el diferent comportament de l'ADA i la 5'N respecte a

altres enzims purínics i respecte a la lactat i malat deshidrogenasa s'ban

efectuat els experiments descrits a continuació.

5.l.L EXTRACCIó DELS ENZIMS DE DIVERSES FRACCIONS SUBCEL.LULARS DE

CERVELL DE RATA

En les diverses fraccions subcel.lulars es van efectuar els rentats i les

extraccions que s'indiquen en les Figures 7 i 8. Les activitats ADA, 5'N,

GAH, PNP (vegeu 4.8.1.), LDH (vegeu 4.8.2.1.) i MDH (vegeu 4.8.2.2.) s 'han

determinat en alguns sobrenedants i res idus resuspesos novament.

5.1.1.1. SINAPTOSOMES

EIs sinaptosomes i microsomes es van ai:llar tal com s'indica en l'apartat

(4.2.2.)., es van rentar dues vegades (vegeu 4.3. > amb medi A, tamponat de

sacarosa 0,28 M, tris-Hel .30 mM, pH 7,4, i es va efectt.:ar, a cont ínuactc ,
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FIGURA7 .- EXTRACCIO DELS ENZIMS DE DIVERSES FRACCIONS SUBCEL.LUIARS D' ESCOR9A CEREBRAL DE RATA

S'hanobtingut sinaptosomes (vegeu 4.2.2.) i vesícules sinaptiques (vegeu 4.2.1.), aprofitant el

sobrenedant sense mitocondries en cada cas per a obtenir també microsomes per centrifugació a

105.000xg durant 90 mine
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FIGURA8.- EXTRACCIO DELS ENZIMS DE DIVERSES FRACCIONS SUBCEL.LULARS D' ESCOR<;A CmmRAL DE RATA

S'hanobtingut vesicules sinaptiques (vegeu 4.2.2.) i rnembranes sinaptiques (vegeu 4.2.2.), aprofitant el
sobrenedant sense rnitocondries per a obtenir també microsomes per centrifugaci6 a 105.000xg durant 90 mine



un tractament amb desoxicolat 0,075% (p/v i en medi A per a :.rencar els

organuls i per a extreure els enzims lligats a membranes (Fig. 7).

Les activitats ADA (vegeu 4.8.1.1.) i 5 'N (vegeu 4.8.1.2.) es van determ inar

en la suspensió en medi A del segon rentat, en el sobrenedant resultant

de la centrifugació d'aquesta suspensió, en la suspensió en desoxicolat

0,075% (p/v) en medi A i en el sobrenedant resultant de la centrifugació

d'aquesta suspensió. Els resultats obtinguts s'indiquen en la Taula Ir. Amb

desoxicolat 0,075% es produeix un gran deslliurament de 1 'ADA lligada als

aínaptcsomes: l'alliberament de l'activitat 5'N és molt petit.

TAULA II

ACTIVITATS ADA 1 5 'N EN SINAPTOSOKES

ENZIM MOSTRA V 104 (Mkat/g teixiti

ADA Suspensió en sacarosa

Sobrenedant de sacarosa

Suspensió de desoxicolat
Sobrenedant de desoxicolat

1,131
0,098
0,967
O,ln

5'N Suspensió en sacarosa

Sobrenedant de sacarosa

Suspensió en desoxicolat
Sobrenedant de desoxicolat

4,542
0,069
4,443
'),073

Les activitats ADA i 5'N es van determinar
tractament descrit en la Figura 7. Les

j1kat/g teixit. Les concentracions d 'adenosina
en tots els casos 5 10-5 )[.
Dissolueió de desoxicolet.: 0.075% tp/v. en meá: A.
Iiieeol ueló de sacarosa: medi A teaceroes 0,28 !t[ t.rie- .�·�-1 -' .71.l[ pH

en tiiversee euepetieiotis del
veloci tate s 'expreseeii er:

i d lA}!? en ·.:::be!.3 ':·3:: 2S5=:-

-:- ,
.. ,-r
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Les activitats GAH, PNP (vegeu 4.8.1.), LDH i MDH (vegeu 4.8.2,) es van

determinar en el sobrenedant resultant obtingut per centrifugació un cop

realitzada l'extracció amb desoxicolat 0,075% <p/v) en medí A, tant de

microsomes com de sinaptosomes. Aquesta concentració de detergent és

suficient per a desorganitzar les membranes.

,

La Taula III mostra els valors absoluts de l'activitat alliberada de cada

enzim en la fracció microsomal. Es van comparar els resultats obtinguts

en les dues fraccions particulades donant el valor 100 a cada una de les

activitats de la Taula III i els valors obtinguts es mostren en la: Taula

IV. La 5'N i l'ADA s'alliberen dels sinaptosomes en una proporció molt més

elevada que la resta dels enzims, els quals s'alliberen en proporcions

similats.

TAULA III

ACTIVITATS ENZIMÁTIQUES ALLIBERADES DELS MICROSOMES

ENZIM ACTIVITAT (nmol/s g teixit>

ADA
GAH
PNP
5'N
LDH
MDH

0,12
0,47
0,11
0,71

25,5
53,7

La fracció mtcroeomsi es va rentar dues vegedes smb medt: .4, es V.3

tractar emb desoxicolat 0,075% cp/v ) en medi .4 i es va centrifugar él

l05.000xg 90 min per a separar un residu sol id de 1.3 t'rsccio, Les
activitats es van determinar en el eobrenedstit del trnctement: a1!Jb el

detergent.
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TAULA IV

ACTIVITATS ENZIMÁTIQUES ALLIBERADES DELS HrC�OSCM�S
1 DELS SINAPTOSOMES

ENZIM SINAPTOSOMES )iICROSOJl:ES

ADA 53,3 ua
GAH 6,8 100

PNP 6,0 100
5'N 36,6 100
LDH 7,9 100
:KDH 5�8 100

Ambdues fraccions es rentaren dues vegades emb medi A, es tirsctaretr esib
desoxicolat 0,075% cprv) en medi A i es centrifugaren per: tal de separar
els orgémile. Les activitats enzima tiques es van determlnar en els
sobrenedants respectius dele tractaments emb detergent. Els resultats son

comperet.iue; es dóna el valor 100 a l 'activitat de cada. etizis: xlLibereds
de la fracció microsomal.

5.1.1.2. VESíCULES SINÁPTIQUES AYLLADES PEL HETODE DE SOL:ER �T A:".

(1973)

Les vesícules s ínáptdques i· els microsomes es van alEar tal cea 2.'::-_'::::':a

en l'apartat <4.2.1.). Les fraccions part ículades es van ren:ar 'iues

vegades en medi A (vegeu 4.3.) i els enzims es van '2::.:-<::-e\.::'-3 a::il:::

desoxicolat 0,075% <p/v) en medi A (Fig. 7).

En les vesícules s ínapt.tques , l'activitat ADA wegeu �.3.1._. z::::: :'e':¿;:-1::':_=-

en la suspensió del medi A ::lel segon rentat., en -:!: s.:::'r2:_:::3'::: :-�3:'::'-�:::-

de la centrifugaci6 E?n la suspens íc en c.esc:d:::::;:¡:: j,:-:;':'

__________________________________________________,� M��.�--���__
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i en el sobrenedant resultant de la centrifugació d'aquesta suspensió. EIs

resultats obtinguts es mostren en la Taula V. Igual que quan es treballa

amb sinaptosomes, el desoxicolat al 0,075% produeix un gran deslliurament

de l'ADA lligada a les vesícules sinaptiques.

Es van determinar també les activitats 5'N, GAH, PNP (vegeu 4.8.1.), LDH i

MDH (vegeu 4.8.2.) en els sobrenedants resultants de l'extracció amb

desoxicolat 0,075% (p/v) en medi A i posterior centrifugació, tant en les

vesícules sinaptiques com en els microsomes.

EIs resultats obtinguts en vesícules amapt.íques es van comparar amb els

obtinguts en microsomes donant a aquests darrers el valor 100 d'activitat

de cada un deIs enzims. Aquesta comparació es pot veure en la Tau Ia VI.

La 5'N i l'ADA s'alliberen en les vesícules s ínapt íques en una proporcíó

molt més elevada que la resta deIs enzims estudiats, que s'alliberen en

unes proporcions similars.

5.1.1.3. VES íCULES S INÁPTIQUES I MEMBRANES S INÁPTIQUES A ILLADES PEL

METODE DE TAMIR ET AL. (1974)

Les vesícules s ínápt íques i membranes s ínápt íques a"illades segons (4.2.2.)

es van rentar tres vegades Cvegeu 4.3.) amb medí A, tamponat de sacarosa

0,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4. EIs microsomes, en canví , es van rentar

nomes dues vegades, perque no contenien jiatrizoat.



TAULA V

ACTIVITAT ADA EN VESíCULES SINÁPTIQUES

MOSTRA v lOS <Mkat/g teixit)

Suspensió en sacarosa

Sobrenedant de sacarosa

Suspensió de desoxicolat
Sobrenedant de desoxicolat

2,706
0,513
2,350
1,148

L'activitat ADA es va deter.minar emb adenosina 5 10-5 X, en diverses
suspensions del tractament descrit en la Figura 7. Les velocitats

s'expressen en pkatlg teixit.
Dissolució de desoxicolat: 0,075% (prv) en medi A.
Dissolució de sacarosa: medi A (sacarosa 0,28 X tirie-Hcl. 30 mX pH 7,4)

TAULA VI

ACTIVITATS ENZIMATIQUES ALLIBERADES DELS MICROSOMES
1 DE VESiCULES SINÁPTIQUES

ENZIM VESfCULES SINAPTIQUES M ICROSOMES

ADA 18,6 100
GAH 2,0 100

PNP 1,3 100
5'H 12,6 100

LDH 1,6 100

MDH 1,8 100

Les veeiculee einepiiques i els sücroeomee, obtinguts segons (4.2.1.) es

rentaren dues vegades emb medí A, es tractaren aJ1Jb deeoxicolet: 0,075%
cp/v) en medi A i les suspensions se centrifugaren per .3 separar ele

orgenul.e, Les activitats enzima tiq ues es van determinar en ele

sobrenedants reepect.ius deeprée dele ts-scisment.s: .3.11J?J áeiergent.. E15
resultats són comperst.iue, dotisnt: el ....rs.Ior 100 a 1 'a.::ti1llr.n de :::.3.:::3 etiz:»
al1íberada de la fr!'Jcció udcroeoms I,
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EIs residus rentats es van tractar amb desoxicolat 0,075% cp/v) en medi

A, centrifugant a continuació (vegeu Fig. 8). En els tres sobrenedants

d'aquesta centrifugació, que corresponien a vesícules sinaptiques, a

membranes aínápt íques i a microsomes, es van determinar les activitats

ADA, 5'N, GAH, PNP Cvegeu 4.8.1.), LDH Cvegeu 4.8.2.1.) i .MDH Cvegeu

4.8.2.2.). Els valors de velocitats obtinguts es compararen com es mostra

a la Taula VIIi per a cada enzim el valor corresponent a l'activitat

alliberada deIs microsomes es prengué com 100.

Tot i que l'activitat 5'N no ha pogut ésser mesurada a causa de l'elevada

absorció del diatrizoat tot i haver rentat les partícules tres vegades I

sembla que els resultats són análegs als obtinguts en l'apartat anterior.

De fet, la proporció d'ADA alliberada és més elevada que la deIs altres

enzims estudiats.

5.1.2. CARACTERITZACló CINETICA DE LA 5'N 1 DE L'ADA EN DIVERSES

FRACCIONS SUBCEL.LULARS DE CERVELL DE RATA.

Per a determinar si existeixen analogies entre els enzims 5'N i ADA que

es traben en les diverses fraccions subcel.lulars d 'escorce de cervell de

rata s'ha determinat llurs característiques cinétiques amb A.M:P (5'N> i

adenosina (ADA; com a substrats.
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TAULA VII

ACTIVITATS ENZIKÁTIQUES ALLIBERADES
DELS M ICROSOMES, DE LES VESiCULES SINÁPTIQUES

1 DE LES MEMBRANES SINÁPTIQUES

VESfCULES MEMBRANES
ENZIM SINAPTIQUES SINAPTIQUES M ICROSOMES

ADA 4,80 4,80 100
GAH 0,30 1,50 100
LDH 0,15 0,08 100
MDH 0,22

"

0,33 100

Suspensió en

desoxicolat
ADA 3,40 2,70 100

Les veeiculee eitisptiquee i les membretiee eitisptiiquee, obtingudes segons
(4.2.2.) es van .reiiter: tres vegades; mentre que ele microeomee, obt.ingut:e
pel mateix métode es van rentar duee vegades. EIs reeidue es van tractar

smb desoxicolat 0,075% cp/v) en medi A i es van centrifugar per a separar
de nou ele orgétiule, Les activitats enzimatiques es van determinar en el.s

sobrenedants respect.iue dele tractaments 13mb el detergent. Els resul tets:

són compsret.ius, es dóna el valor 100 a l'activitat de cstis esizis:

allibereda de la fracció m icroeomeI, Igualment 1 'ectivitet: AD.4 es

determina en les suspensions en desoxicolat, que es va referir tiembe al

valor obtingut en aicroeamee.
El métixie no va éseer prou sensible per a determinar les activitats dele

enzims 5'N i PNP degut, probablemeti t, a la presencie de traces de

dietirizoet:

------------------------------------------------------�------------�---�



5.1.2.1. 51NUCLEOTIDASA

La 51N és un enzim que pot actuar sobre els quatre nucleotids pur imcs

cel.lulars AMP, GMP, IMP i XMP¡ si bé l'AMP és el substrat mes afi (32),

L'enzim no requereix del cation Mg2+ per a la seva activitat {32} i per

atxó no s'inclou aquest cation en el tampó per a determinar l'activitat.

5.1.2.1.1. INTERFERENCIA DE LES FOSFATASES SOBRE LA 51N

Les fosfatases catalitzen la ruptura deIs enlla�os ésters en els que

intervé el fosfato Segons el pH óptim en qué actuen es classifiquen en

fosfatases acides o alcalines.

Per tal de comprovar si en les condicions de treball, a P:1 7,4, les

fosfatases interfereixen en la determinació de L'act
í

vitat 51N.. s lefectua

el següent experiment:

L'activitat fosfatasa es determina a pH 7,4 segons es descriu en �4.a.2.3 ..
1

uti1.itzant fosfat de p-nt trorení I com a substrat de la reacc
í á

en una

concentració de 5 10-3 M. Igualment es determina l'activitat rcsf a taaa a

pH 7,4 afegint EDTA o AMP en el medi de reacció.

S'Iia demostrat que l'EDTA inhibeix la 51� de cervell ce rata 132j .í , en

cas d 'actuar- aquest enzim sobre el fos:at de p-ni"trcfer::':', 5:'::3t:-.H... 5,:m3

preferent., la seva act íví tat seria molt m:n3a :. 23 ¿e-:2:::-:ni:l.:u-:'::t s:J:.3.�-=r.:'

l'acti7itat fosfata.sa, a no ser que

------------------------------------------------------------------------------�



EDTA. Si 1es fosfatases actuessin sobre l'AMP es veuria una inhibició en

afegir AMP en el medi de reacctó , i segons es pot otservar en la Taula

VIII, les fosfatases a pH 7,4 no actuen sobre l'AMP. En la Taula VIII es

pot comprovar també que ni l'EDTA ni l'AMP inhibeixen les fosfatases que

actuen a pH 7,4¡ en les condicions assajades.

A causa de l'elevada absorció del fosfat de p-nitrofenil a 265 nm , no és

possible mesurar si aquest metabolit inhibe ix l'activitat 5'N mesurada

segons es descriu en (4.8.1.2.).

TAULA VIII

DETERMINACIó DE L'ACTIVITAT FOSFATASA

MOSTRA V 103 <Mkat/g teixit)

Control
EDTA 9,24 10-4 M
AMP 1,99 10-4 M

AMP 3,98 10-4 M

4,367
4,543
4,375
4,567

L'activitat fosfatasa de la fracció soluble cvegeu 4.1.) es determina en

tampó tris-Hel 30 mJrf pH 7,4 smb sacarosa 0,28 Jrf i es compara emt:
l'activitat determinada en presencia d'EDTA i de duee concentracions

diferents d 'AJrfP per a veure si existia inhibició deguda a aquests
metabolits. Les velocitats es donen en uketi/g teixit .
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5.1.2.1.2. CONSTANTS DE MICHAELIS

La 5'N adapta el seu comportament a la cinética de Michaelis-Menten en

totes les fraccions subcel.lulars estudiades.

Per a determinar els parámet.res cinétics de l'enzim s 'obtingueren les

diverses fraccions subcel.lulars: fracció soluble, microsomes (vegeu 4.1.) t

sinaptosomes (vegeu 4.2.2.) i vesícules s ínapt.íques wegeu 4.2.1.). Les

fraccions particulades (microsomes, sinaptosomes i vesícules sinaptiques)

es van rentar dues vegades amb sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4

(vegeu 4.3.) t i els corresponents res idus es van suspendre novament en el

mateix medi.

La proporció de 5'N de les fraccions particulades que s'allibera en les

condicions de treball es calcula per tal de coneixer si l'enzim resta unit

a les membranes en presencia de Is seus substrats. Per a íxó , es va

efectuar una incubació de cada fracció particulada durant 10 min a

30 t/- 0,1 <:> C amb AMP 5 10-5 M, essent el contingut en protelna ert les

incubacions 0,3 2,9 mg/ml. La suspensió s 'ultracentr-í ruga

(Ultracentrífuga Beckman L-5-75H, rotor 35 FA) durant 90 min a 105.000xg

a 4° e i es determina l'activitat 5'N en el sobrenedant i en el residuo

Paral.lelament es confecciona un blanc en el qual es va substituir l'AMP

per t.ampó tris-HCl 30 m.M:t pH 7,4, amb sacarosa 0.28 M. Els r asul.tat.s es

mostren en les Taules IX, X i XI. La quantitat C. 'enzim a l f rberada no va

arribar en cap cas al 8% i per tant, en els experi:ü.e!:.:s ctnet.í cs

efectuats a continuació es pot considerar que la 5'�¡ a.:-::.:a 1:�5a:'a a :es
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membranes de les vesicules particulades en una proporció més elevada del

92%�

El cá lcul de la Km s'efectua treballant dins d'un marge de concentracions

d'A.M:P de 1 lO-S M: a 5 lO-s M en medi tamponat de sacarosa 0,28 M tris-

HCl 30 mM pH 7,4.

TAULA IX

ALLIBERAMENT DE LA 5'N MICROSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACIó D'AMP 5 lO-S M o JI{

Activitat 5'N del residu 104 M: 7,054-7,054 7,208

Activitat 5'N del sobrenedant 104 M 0,470-0,176 0,470

% 5 'N RETINGUDA 95,6% 93,9%

La quantitat de 5'H retinguda pels microecmes deepres d'incubar-los emb
AXF 5 io:» ]( durant 10 min a 30 +/- 0,1"" e es calcule determuistit

1'activitat en els sobrenedants i residus de centrifugar a 105.000xg 90
mino Aquestes activitats venen doneuiee en ¡Jkat/g teixit, i a partir
d 'elles es determina el percentatge retingut de 5'..v en ele m icroeomee, El

contingut de proteína en la mescla d'incubació fou de 2,94 lDg/ml.

5. Part Exper¡me��al



rAULA x

ALLIBERAMENT DE LA 5'N SINAPTOSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACI6 D'AMP 5 10-5 M o M

Activitat 5'N del residu 104 M 1,405-1,500 1,557

Activitat 5'N del sobrenedant 104 M 0,026-0,020 0,023

% 5'N RETINGUDA 97,2% 97,4%

La quantitat de 5'N retinguda es determina de manera euelog« al cas dele
m icroeomee tvegeu peu Taula IX). Les velocitats inicials dele residus i
sobrenedants es donen en j.1kat/g teixit, calculant a partir d'aquestes
dades la proporcio retinguda de 5'N en els reeidus sinaptosomals. El

contingut de prtiieina en la mescla d'incubació fou de 1,71 mglml.

!AULA XI

ALLIBERAMENT DE LA 5'N DE VESÍCULES SINAPTIQUES
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACló D'AMP 5 10-5 M o M

Activitat 5'N del residu 104 M 1,640-1,614 1,481

Activitat 5'N del sobrenedant 104 M 0,051

% 5'N RETINGUDA 91,8%

La. quantitat de 5'N retinguda es calcula com sl.tree vegsdee wegeu ¡e'.J5-
Teulee IX i X). Les sct.ivi tetie 5'N dele res idus i áele eobretzedssits: es

donen en j.1Katlg teixit i el cale!.!l de la proporcio ie 5�V retingud.3 en les

vesiculee eineptiiquee e'eiectuá a partir de les .isdes á'ec t iv ite :s, :'3

proteine en la mescIe d 't zcubeci» va eeser de 0.22 lllg/ tul .

5, ?3rt Ex�erimental



A parti:- de les veloci"tats inicia:!.:; ca reacc
íó

, o"btingudes c.esprés

d 'efectuar una mitjana de cinc experiments -amo cada concentrac
íé

, es

realitza la representació d 'Eadie-Hoftee (Figs. 9, 10, 11, 12) i es

calcularen els par-ánetr-es cinétics tal com es descriu en (4.9.) amb

l'obtenció deIs resultats que apareixen en la Taula XII. El contingut de

protelna en la cubeta de l'espectrofotometre varia entre 0,6 i 0,29 mg/ml.

Els resultats indiquen que l'afinitat de la 5'N vers l'AMP és simílar en

totes les fraccions assajades.

TAULA XII

PARÁMETRES CINETICS DE LA 5'N EN DIVERSES
FRACCIONS SUBCEL.LULARS DE CERVELL DE RATA

FRACCló K ..... lOS M V 103 (Jlkat/g ,:eixit}

FRACCló SOLUBLE 1,42 +i- 0,07 1,17 +Ir: :>.04
M ICROSOMES 1,44 +/- 0,06 0,94 +(- D,03
SINAPTOSOMES 1,5 f/- 0,2 0,55 +/- 0.03
VESiCULES SINÁPTIQUES 1,63 +/- 0,03 Ot�2, +/- O r,�,_":

Les concentracions d'AXP van variar entre 1 io:» )[ i 5 lO-s .'(. e.'2

sacarosa 0,23 )[ txie-Hcl. 30 11lJf pH 7,4.
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FIGURA 9 .- REPRESFNTACIO DI EADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K DE S'N EN FRACCIO OOLUBLE.
m

Les determinacions s'han efectuat a la longitud d'ona de 26S nm, amb cubetes de 10 mm de pas de llum
i una concentraci6 de proteina d� 0,13 mg/rnl, a la temperatura de 30 +/� 0,12 C i. al pH de 7,4
proporcionat pel tampó tris-HCl 30 mM amb sacarosa 0,28 M.
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FIGURA 10 .- REPRESENTACIO D' FADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K DE S'N EN MICROOOMES.
m

Les determinacions s'han efectuat a la longitud d'ona de 265 nm, amb cubetes de 10 mm de pas de llum
i una concentració de proteina de 0,29 mg/rnl, a la temperatura de 30 +/_ 0,12 C i al pH de 7,4 amb
tampó tris-HCl 30 mM i sacarosa 0,28 M.
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FIGURA 11.- REPRESENTACIO D'EADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K DE 5'N EN SINAPTOSJMES.m
Les determinacions s'efectuaren a la longitud d'ona de 265 nm, amb cubetes de 10 mm de pas de llum i
una concentraci6 de protelna de 0,16 mg/ml, a la temperatura de 30 +/- 0,1 2C i al pH de 7,4 degutal medi A.
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FIGURA 12 .- REPRESFNTACIO D' FADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K DE S'N EN VESICULES SINAPTIQUES.
m

Les determinacions s'han efectuat a la longitud d'ona de 265 nm, amb cubetes de 10 mm de pas de llum
i una concentració de proteina de 0,06 mg/ml, a la temperatura de 30 +/- 0,1º e i al pH degut al medi A.
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Ir 5.1.2.1.3. CONSTANTS D'INHIBICló PER ADP

Per tal d'esbrinar si l'ADP és un substrat de la 5'N s'efectua un control

d'activitat a 265 nm tal com s'indica en (4.8.1.2.) substituint l'AMP per

ADP. Dins del marge de concentracions d 'ADP fins a 3 lO-s M no s 'observa

activitat 5'N sobre aquest metabolit.

En totes les fraccions subcel.lulars assajades s'ha demostrat que 1 'ADP

inhibeix de forma competitiva a la 5'N respecte °a l'AMP. Aquesta inhibició

s 'estudia utilitzant un marge de concentracions d 'ADP fins a 3 lO-s M i

un intérval de concentracions d 'AMP de 1 lO-s a 6 10-5 M en un medi

tamponat de sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4.

Els preparats enz ímat.ícs utilitzats s'obtingueren segons (4.1.) (fracció

soluble i microsomes), (4.2.2.) (sinaptosomes) i (4.2.1.) (vesícules

sinaptiques). Les fraccions particulades es van rentar dues vegades

segons es descriu a l'apartat (4.3.) i es van redisoldre en el mate ix

medio

Es va realitzar la representació d'Eadie-Hoftee (Figs. 13, 14, 15, 16) i es

van calcular els paráaetres cinétics tal com es descriu en <4.9.) amb

1 'obtenció deIs resultats que s'indiquen en la Taul.a XIII. El contingut de

protelna en la cubeta de 1 'espectrofotometre varia entre 0.2 i 0,8 mg/ml,

segons la fracció subcel.lular. De la mateixa manera, al s resultat.s

indiquen que la cons tarrt .j'inhibició ce l'ADP es s::'mEar en totes le�

fraccíons estudiades.

5. Part EXDerimental
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FIGURA 13 .- REPRESENTACIO D'EADIE-HOFTEE DE LA INHIBICIO DE 5'N DE FRACCIO SOLUBLE PER ADP.

Les condicions van ser les mateixes que a la Figura 9. La concentraci6 d'ADP augmenta en el grAfic
de dalt a baix: O M; 0,57 pM; 0,95 pM; 1,71 pM; 3,04 pM.
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FIGURA 14 .- REPRESENTACIO DIFADIE-HOFTEE DE LA INHIBICIO DE SIN DE MICROg)MES PER ADP.

Les condicions van ser les mateixes que a la Figura 10. La concentraci6 dlADP augmenta de dalt a

baix: O M; 0,58 pM; 1,16 pM; 2,31 pM.
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FIGURA 15 .- REPRESFNTACIO D' FADIE-HOFTEE DE lA INHIBICIO DE 5 IN DE SINAPT09)MES rm ADP.

Les condicions van ser les mateixes que a la Figura 11. La concentraci& d'ADP augmenta de dalt a

baix: O M; 0,40 pH; 0,60 rM; 0,80 pM.
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FIGURA 16 .- REPRESENTACIO DIFADIE-HOFTEE DE LA. lNHIBICIO DE SIN DE VESICULES SINAPTIQUES PER ADP.

Les concentracions van ser les mateixes que a la Figura 12. La concentraci6 dlADP augmenta en el grAfic
de dalt a baix: O M; 0,2 pM; 0,4 pM; 0,8 pM.
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TAULA XIII

CONSTANTS D'INHIBICIó PER ADP DE LA 5'N EN DIVERSES
FRACCIONS SOLUBLES DE CERVELL DE RATA

FRACCló K1 107 M Km lOS M

FRACCló SOLUBLE 3,7 +1- 0,2 1,03 +/- 0,07
MICROSOMES 6,0 +1- 0,7 1,6 +f- 0,2
SINAPTOSOMES 3,9 +1- 0,3 1,05 +1- 0,08
VESfCULES SINAPTIQUES 6,6 +/- 0,2 1,35 +/ ... 0,05

Les concentracions d'Alf.P van variar entre 1 10-5 }[ i 5 lO-s X en

sacarosa 0,28 M tris-Hci 30 .mM pH 7,4. Les concentracions d'ADP assajades
variaren fins a una concentració de 3 10-6 lf..

5.1.2.2. ADENOSINA DESAMINASA

5 .1.2.2.1. CONSTANTS DE M ICHAEL IS

Per a calcular els parametres cinétics de l'ADA de fracció soluble,

microsomes, sinaptosomes i vesícules sinaptiques, es van obtenir aquestes

fraccions subcel.lulars segons (4.1. i 4.2.} i les fraccions particulades

es van rentar dues vegades segons (4.3.). En totes les fraccions

subcel.lulars estudiades s'observa que l'enzim segueix un comportament

Michaelia.

5. Part Experimenta�



Per a conéixer la proporció d'ADA de les fraccions particulades que

s'allibera en les condicions de treball, s'incubaren els microsomes,

sinaptosomes o vesícules s ínápt íques durant 10 min a 30 +/- 0,1"" e amb

adenosina, essent el contingut de protelna en el medi d 'incubació entre

0,2 i 2,1 mg/ml segons la fracció particulada. L'incubat .s'ultracentrifuga

a continuació a 105.000xg durant 90 min a 4° C <Ultracentrífuga Beckman

L-5-75H, rotor 35 FA) i l'activitat ADA es determina en el sobrenedant i

en el residuo Paral.lelament s'efectua un blanc en el que l'adenosina es va

substituir per tampó tris-HCl 30 mM pH 7,4 amb sacarosa 0,28 M. Els

resultats obtinguts s'indiquen en les Taules XIV, XV i XVI.

En una proporció relativament elevada (69-77%), l'ADA queda retinguda en

les nenbr-anes i actua en gran part lligada a aquestes membranes en els

assaigs cinétics descrits.

-

El marge de concentracions d 'adenosina utilitzat en la determinació dels

paránet.res cinétics va ésser de 1 10-5 M a 9 10-5 M. Les velocitats

inicials de reacció es van determinar tal com s'indica en l'apartat

(4.8.1.1.) i a partir de les dades obtingudes s'efectua la representació

d'Eadie-Hoftee (Figs. 17,18, 19,20).

Els parámetres cinétics s'avaluaren segons (4.9.)' i es van obtenir els

valors que es mostren en la Taula XVII. La quantitat de protelna en cubeta

va ésser de 0,1 - 1,6 mg/ml segons la fracció particulada utilitzada. El.s

resultats indiquen que l'afinitat de l'ADA vers L'adenos ír.a es si�ila:- en

tates les fraccions assajades.

5" Part Exper í.merrta.;



TAULA XIV

ALLIBERAMENT DE L'ADA MICROSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

Es calcula 1 'ADA retinguda després de tractar els m icroeomee dureni: 10
taiu a 30 +/- 0,10 e smb edenoeinn 5 10-5 Jf. Es centrifuga a 105.000xg
durant 90 min per a separar el residu i el sobrenedant i es determinaren
les respectives activitats ADA. Amb aquestes activitats, donades en pkat/g
teixit, es determina la proporció d'ADA retinguda en els microeomee. La

proiesne de la meecle de reecciá va ésser de 2,07 mg/ml •

TAULA XV

ALLIBERAMENT DE L'ADA SINAPTOSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACló D'ADENOSINA 5 10-5 M o M

Activitat ADA del residu 104 M 4,232-4,172 4,743

Activitat ADA del sobrenedant 104 K 1,513-1,485 1,917

% ADA RETINGUDA 73,7% 71,2%

La quantitat d 'ADA retinguda es determina de manera ené Iogn al cas iiele
microeomes (vegeu peu Taula XIV). Les veloci tetss in icisIe d'ADA en ele
residus i sobrenedants es donen en ¡.¡kat/g teixit, cs iculent: a partir
d'aquestes dades la proporcio ret inguds en els residus einepioeome Ie. E2.

contingut de proteiue en la meecle d 'incubecio fou de 1,71 IDg/mi.

:; � Part Experimental



TAULA XVI

ALLIBERAKENT DE L'ADA DE VESÍCULES SINAPTIQUES
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACló D'ADENOSINA 5 10-5 M ° M

Activitat ADA del residu 104 M 1,031-1,225 1,128

Activitat ADA del sobrenedant 104 M 0,318-0,487 0,338

% ADA RETINGUDA 76,9%

La quantitat d 'ADA retinguda es determina de manera ana10ga al cee de1s
microeomee (vegeu peus Tau1es XIV i XV). Les activitats de residus i
sobrenedants, donades en uketi/g teixit, permeten calcular la proporcio
d 'ADA retinguda en les vesícu1es eineptiquee. El contingut de proteína en

la meecln d 'incubació fou de 0,22 mg/11l1.

TAULA XVII ..

PARAMETRES CINETICS DE L'ADA EN DIVERSES
FRACCIONS SUBCEL.LULARS DE CERVELL DE RATA

FRACCló KM 105 M V 103 <Mkat/g teixit)

FRACCló SOLUBLE 3,8 +1- 0,2 3,1 +1- 0,9
X ICROSOMES 2,9 +1- 0,4 0,25 +1- 0,04
SINAPTOSOMES 3,8 +/- 0,4 0,32 +/- 0,02
VESÍCULES SINAPTIQUES 2,7 +1- 0,2 0,18 +1- 0,03

Les concentracions d'adenosina van variar entre 1 10-5 J[ i 5 10-5 N, en

sacarosa 0,28 }f tris-He1 30 11lJ[ pH 7,4.

5. Part 37.perimental
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FIGURA 17 .- REPRESENTACIO D'EADI�HOFTEE PER AL CALCUL DE K DIADA EN FRACCIO SJLUBLE.

m

Les determinacions slhan efectuat a la longitud dlona de 265 nm, amb cubetes de 10 mm de pas de llum i
una concentraci6 de protelna de 0,12 mg/ml, a la temperatura de 30 +/- 0,1 ºC i al pH de 7,4 amb
t.ampé tris-HCl 30 mM i sacarosa 0,28 M.
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FIGURA 18 .- REPRESENTACIO D' FADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K D'ADA FN MICROSOMES.
m

Les mesures de velocitats inicials s'ban efectuat a 265 nm, utilitzant cubetes de 10 mm de pas de llum,
a la temperatura de 30 +/- 0,12 C i al pH de 7,4 proporcionat pel medi A. La concentració de proteina en

cubeta fou de 1,60 mg/rnl.
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FIGURA 19 .- REPRESENTACIO D' FADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K D'ADA EN SINAPTOSOMES.
- m

Les determinacions s'han efectuat a la longitud d'ona de 265 nm, amb cubetes de 10 mm de pas de llum i
una concentraci6 de proteIna en cubeta de"0,15 mg/m1, a la temperatura de 30 +/- 0,12 e i al pH de

7,4 proporcionat pel medi A.
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FIGURA 20 .- REPRESFNTACIO D' FADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K D'ADA EN VESICULES SINAPTIQUES.
m

Les determinacions s'han efectuat a la longitud d'ona de 265 nm, amb cubetes de 10 mm de pas de llum i

una concentraci6 de protelna de 0,06 mg/ml, a la temperatura de 30+/- 0,12 C i al pH de 7,4 amb tampó
tris-HCl 30 mM i sacarosa 0,28 M.



5.1.2.2.2. INHIBICló PER ADP

Per tal d'observar que l'ADP no és substrat de l'ADA, s'efectua un control

d'activitat a 265 nm tal com s'indica en (4.8.1.1.) substituint l'adenosina

per ADP. Dins del marge de concentracions estudiades, fins a 3,5 10-a M

d'ADP, no s'observa activitat ADA sobre aquest metabolit.

Quant a la inhibició per ADP, no s'ha observat cap tipus de inhibició en

fracció soluble ni en microsomes en el marge de concentracions d'ADP

estudiat.

5.1.3. LOCAL ITZAC Ió DE LA 5'N 1 DE L'ADA EN DIVERSES FRACCIONS

SUBCEL.LULARS DE CERVELL DE RATA

El diferent comportament de la 5'N i de liADA respecte a altres enzims

suggereix que aquests dos enzims es localitzen en les membranes

cel.lulars, mentre que els altres són enzims de la fracció soluble. Si bé

la 5'N és constituent de la membrana, sembla que l'ADA s'allibera més

fácí Imerrt de les membranes (vegeu 5.1.2.1.2. i 5.1.2.2.1.) i podria

tractar-se d'una protelna periférica. En els següents experiments es

descriuen diverses técniques citoquímiques per a la localització .de 5tH i

d 'ADA en diverses fraccions subcel.lulars.

5. Part Experimental ". .
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5.1.3.1. LOCALITZACló DE LA 5'N A MICROSOMES

Els microsomes obtinguts segons (4.1.) es van tractar segons es descriu

en l'apartat (4.7.6.) amb el medi histoquímic descrit per Kreutzberg et al.

(53) que contenia tampó tris-maleat 50 mM pH 7,0, AMP 1 mM, Pb(N03)2

2 mM, Mn(N03)2 50 mM i sacarosa 0,25 M. Una altra fracció de microsomes

es va tractar amb el medi histoquímic sense AMP o amb ADP 1 10-5 M.

En les Fig. 21 i 22 es pot veure el precipitat degut al P� que allibera la
,

5'N microsomal en reaccionar amb l'AMP, Els microsomes no tractats amb

AMP o els tractats amb el inhibidor de la 5'N no presenten el precipitat

de fosfat de plom (Fig. 23),

En tots els casos, la 5'N es troba prop de les membranes deIs microsomes.

5.1.3.2. LOCALITZACló DE LA 5') A SINAPTOSOMES

Els sinaptosomes es van obtenir segons es descriu en (4.2.1.>, es van

tractar segons (4.7.6.> amb el medi histoquímic descrit per Kreutzberg et

al. (53) i s'observa al microscopi electronic.

Les Figs. 24, 25 i 26 mostren e1s sinaptosomes que presenten un

precipitat de fosfat de plom, degut a la presencia de 5'N, a �es membr3nes

sinaptosomals. Altres sinaptosomes tractats amb el medi :.ist::s:_¡i:ti:: r_::

presentaven l'esmentat precipitat. Aquest prectpí tat -roa s':J�ser7:" "t.3.::r::J':'

5. Part Experimental



FIGURA 21.- MICROGRAFIA ELECTRóNICA DELS MICROSOMES TRACTATS AME
EL MEDI HISTOQUíMIC DE KREUTZBERG ET AL. (53)

54.000 X

FIGURA 22. - MICROGRAF�A ELECTRóNICA DELS MICF�O.sQMES ::-::<A<:-=-A::: A�G
EL MEDI HISTOQUiMIC DE KREU:ZBERG �� AL. ��3¡

'54.000 X
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FIGURA 23.- MICROGRAFIA ELECTRóNICA DELS MICROSOMES NO TRACTATS

54.000 X

------_.- ---
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FIGURA 24.- MICROGRAFIA ELECTRóNICA DELS SINAPTOSOMES TRACTATS AME
EL MEDI HISTOQUÍMIC DE KREUTZBERG ET AL. (53)

23.500 X

FIGURA 25.- MICROGRAFIA ELECTRóNICA JELS SINAPTOSOMES TRAC�A;S A�3
EL MEDI HISTOQUiMIC DE KREUTZBERG �T .L, --

39.0()() X
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FIGURA 26.- MICROGRAFIA ELECTRóNICA DELS SINAPTOSOMES TRACTATS AMB
EL MEDI HISTOQUfMIC DE KREUTZBERG ET AL. (53)

50.000 X

lt.

FIGURA 27. - MICROGRAFIA ELECTRoNICA DES SINA?TOSOMES xc TR}\":::::-ATS
39.000 X
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en presencia d'ADP 1 10-5 M o quan la fracció sinaptosomal es tracta amb

el medi histoquímic sense AMP, substrat de la 5'N (vegeu Figs. 27).

5.1.3.3. LOCALITZACló DE L'ADA A SINAPTOSOMES

La fracció sinaptosomal obtinguda segons (4.2.1.> es va tractar segons es

descriu en l'apartat (4.7.7.) amb el medi histoquímic de Tritsch et al.

<131> i s'observa al microscopi e lectr'ón íc. Una altra fracció de

sinaptosomes es va tractar amb la primera solució del medi histoquímic

pero no es tracta amb la solució de nitrat de plata.

Les Figs. 28 i 29 mostren el precipitat de clorur de plata, a causa de la

presencia diADA prop d'algunes membranes sinaptosomals. Aquest precipitat

no s'observa en la fracció sinaptosomal no tractada amb nitrat de plata.

5. Part Experimental



FIGURA 28.- MICROGRAFIA ELECTRóNICA DELS SINAPTOSOMES TRACTATS AME
EL MEDI HISTOQUÍMIC DE TRITSCH ET AL. (130)

23.500 X

FIGURA 29. - MICROGRAFIA ELECT�óNICA DES SINA?TOSOY,ES TRAC-::-A-:-S AjIf..B
EL MEDI HISTOQUIMIC DE TRITSCE E� AL. :30)

23.500 X
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5.2. ESTUDI DEL TRANSPORT DE L'ADENOSINA

r

La 5 'N i l'ADA són enzims que en els m icrosomes es troben en la cara

exterior de les vesíCules que pertanyen a la fracció microsomal (32).

Trams i Lauter havien postulat, encara que la demostrac1ó inequívoca no

fou possible, que l'ADA podia tenir una localització idéntica que la 5'N en

cuItius de ce l.Iules de teixit nerviós (60).

En l'apartat anterior s'ha demostrat que la 5'N i l'ADA es comporten de

manera diferent a la resta deIs enzims en les diverses fraccions

subce1.lulars estudiades (vegeu 5.1.). En els experiments que es descr1uen

a continuació s'ha estudiat l'actuació de l'ADA en front del seu substrat

adenosina, tant treballant amb fraccions subcel.lulars com amb fragments

de teixits.

L'adenosina, per acció de 1 'ADA, es transforma en inosina, que rendeix

hipoxantina per acció de la PNP solament quan hi ha P 1 en el medí de

reacció.

5.2.1. ESTUDI SEGONS LA VARIACló DELS PUNTS ISOSBÉSTICS DEL SISTEMA

ADENOSINA-INOSINA

5.2.1.1. DETERMINACló DELS PUNTS ISOSBESTICS ADENOSINA-INOSINA

Per tal de coné íxer a quines longituts d lona cníncíde ixen els coeficients

d 'absorció :molar de l'adenosina i de la Inos
í

aa en la regio UV s'estudia

5 _ Part Experimental 'O'
•
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la reacció adenosina-inosina utilitzant ADA cOlU"'rl";al di'�
_4 lntes':.¡_ 1� �cu

(BOEHRINGER-MANHEIM) .

La concentració de l'adenosina, substrat de la reacció, en la cubeta V3

ésser de 1 10-4 M en medí tamponat de sacarosa 0,28 M tris-Hel 30 mM pH

7,4. La concentració diADA va ésser de 0,02 unitats <1
.

10-4 mg

protelna/mD.

I
¡

Després d 'afegir l'enzím en el medí es realitzaren lectures d 'absorció

entre 200 nm i 320 nm a diversos intervals de temps en un

espectrofotometre Hewlett-Packard 8450 A. Amb a íxó es va obtenir la

grafica de la Figura 30, en la qual es pot observar la presencia de tres

punts isosbestícs a A = 221 nm, A = 250 nro i A = 281 nm.

5 .2 .1 .2. M ICROSOMES

Els microsomes s'a'illaren segons (4.1.) i es rentaren dues vegades en un

medi taroponat de sacarosa O ,28 M tris-Hel 30 mM pH 7,4 segons (4.3.). El

residu es va suspendre de nou en el mateíx mediL

Es real í.tzá un experiment mesurant l'absorció entre 200 nm i 320 nm a

diferents intervals de temps. La cubeta de reacció contenia adenosina 5-

10-5 M i microsomes en una concentració de 0,16 mg de protei:na/ml en

medi ramponat de sacarosa 0,28 � tris-Hel 30 m� pi:! 7,4. 'La graf íca

obt ínguda es mastra en la Figura 31. En una. segcna s·..l:'e�a s'a.ieg-l -:a.:::!�::

Pi en una concentració d.e 5 :"0-:2 M i 2S rea::::::a. Ia :la":ei:·:3. =-::,e:-=::i; :''9

.... .

-� -, ... -:.,
- -., _ .. -
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FIGURA 30 .- DETERMINACIO DELS PUNTS ISOSBESTICS DEL SISTEMA ADENOSINA-INOSINA.

El sistema adenosina-inosina s'estudia utilitzant ADA comercial d'intestí de bou (BOEHRINGER­

MANHEIM) en una concentració de 1 10-4 mg proteina/rnl. La concentració d'adenosina en cubeta fou

de 1 10-4 M. Cal destacar la presencia de tres punts Lsosbes tf.cs a �= 221,5 nm; ).= 250 nm i �= 281 nm,
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FIGURA 31 .- MANTFNIMENT DELS PUNTS ISOSBESTICS DEL SISTEMA ADFNOSINA-INOSINA EN MICROSOMES. �

Els punts isosbestics del sistema adenosina-inosina es mantenen quan la cubeta de reacci6 conté

adenosina 5 10-5 M i microsomes en una concentraci6 de 0,16 mg de protelna/ml.

Quan en el medi de reacci6 slafeg! també Pi en una concentraci6 de 5 10-2 M slobtingué un gr�ic
similar en el qual es mentenen també els punts isosbestics.



fer escombrats a diferents intervals de temps. La gráf íca obtinguda va

ésser similar a la de la Figura 31.

En ambdós casos s 'observa que es mantenen e1s punts isosbéstics

adenosina-inosina calcu1ats amb l'enzim comercial wegeu 5.2.1.1.).

5.2.1.3. SINAPTOSOMES

Els sinaptosomes es van al llar segons (4.2.2.), i a continuació es van

rentar dues vegades amb sacarosa 0,28 M tris-He1 30 mM pH 7,4 segons

s'indica en l'apartat (4.3.), El residu rentat es va suspendre de nou en eI

mateix medi.

Es va seguir la reacció catalitzada per l' ADA en totes les longituds d 'ona

entre 200 nm i 320 nm essent l'adenosina dins de la cubeta 5 10-5 M i la

concentració de sinaptosomes de 0,13 mg de protelna/ml. S'obtingue la

grafica de la Figura 32� Igua1ment es rea1itza una mesura �fegint Pi en el

medi en una concentració de 5 10-2 10{ obtenint resultats idéntics,

La conservació de1s punts isosbéstics adenosina-inos:'na es cOl!l?2.elx en

ambdós casos. Aquest fet indica la presencia irA'::'A ll!gada a Is

sinaptosomes en la part exterior d 'aquests organul.s. La Pl? ... ,'{ue també es

troba en e1s sinaptosomes (vegeu Tau1a IV), no actua ::eg\.!.-:: prccab lement, a

que aquest enzim es traba en ! 'Later íor d-els .:;:!.::a?"':Jsc::n�:;.

, .
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FIGURA 32 .- MANTFNIMFNT DELS PUNTS ISOSBESTICS DEL SISTI%\ ADFNOSINA-INOSINA EN SINAPTOSrnES.

Els punts isosbestics del sistema adenosina-inosina es mantenen quan la cubeta de reacci6 conté
adenosina 5 10-5 M i sinaptosomes en una concentraci6 de 0,13 mg de proteina/rnl.
Un grafic similar, en el que també es mantenen els punts isosbestics, s'obté quan s'afegeix també
Pi,5 10-2 M en el medi de reacci6.



5.2.1.4. VESÍCULES SINÁPTIQUES

Les vesícules atriápt íques s'ai:llaren segons (4.2.1.) i es van rentar dues

vegades en un medi tamponat de sacarosa 0,28 M: tris-HCl 30 mM: pH '7,4

(vegeu 4.3.). El residu es va suspendre de nou en el mate ix medi.

Tal com s'indica en els apartats anteriors s'efectuaren mesures d'absorció

a diferents intervals de temps treballant amb adenosina 5 10-5 M: o amb

adenosina 5 10-5 M: i Pi 5 10-2 M: en el medi tamponat de sacarosa 0,28 M

tris-HCl 30 mM pH '7,4. El contingut de protei:na en cubeta, degut a les

vesícules aí.naptlques va ésser de 0,10 mg/mI.

S'observa també en aquest cas que els punts isosbestics adenosina-inosina

es mantenien .

5.2.2. ESTUDI DE BANYS D'ORGANS PER HPLC

5.2.2.1. DETERMINACló DELS TEM:PS DE RETENCló DE L'ADENOSINA 1 LA INOSINA

L'adenos1na i la inosina es van separar per HPLC en fase reversa

utilitzant una columna u-Bondapak Cual. La fase m6vil utilitzada fou

rsocrat íca i constava de tamp6 de fosfats d 'amani 50 mM: pH 5,9 i metanal

85 :15 (v/v).



Els temps de retenció corresponents a les mostres patró d 'adenosina i de

inosina van ser 12,8 min i 6,0 min respectivament, quan la bomba funciona

a un flux de 1,0 ml/min.

5.2.2.2. BANYS DE FRAGMENTS DE CERVELL

Petits fragments d 'escorca de cervell de rata es van rentar durant 5 min

en una so lució de Krebs, composada per Nael 133mM, Kel 4,7mM, NaH:2P04

1,3mM, NaHe03 16,3mM, MgS04 0,6mM, glucosa 7,8mM i eaeh 2,52mM i a

continuació es va tractar amb adenosina 1 10-4 M en solució de Krebs. Es

van pendre dues alíquotes de 100 ]J.I de la solució després de 2 min i

després de 4' min de tractament del teixit i es van dipositar sobre

100 1.11 d 'ac íd perc lór íc 200 mM. Durant tot el procés es va passar un

corrent de carbogen en les solucions que mullaven el fragment de cervell.

Les mostres així preparades es van aplicar a una columna ]J.-Bondapak ele

per a separar adenosina i inosina i per a determinar les seves

quantitats. El tampó utilitzat en la separació fou tampó de fosfats

d 'amoni 50 mM pH 5,9 que contenia un 15% de metanol. S'observa que la

concentració d'adenosina no va variar amb el temps de tractament. Tampoc

s'observa un pic corresponent a la inosina en cap de les allquotes.

Probablement, aí.xó era degut a la poca activitat de l'enzim a cerve l l , per

tant, es procedí a efectuar el mateix experi:m.ent amb fragments de budell

prim, teixit amb activitat ADA superior (vegeu 5.5.)

5. Par� Experimenta: ... -"':'



5.2.2.3. BANYS DE FRAGMENTS DE BUDELL PRIM

Petits fragments de budell prim extrets de la primera regió després de

l'estómac es van rentar durant 5 min en la solució de Krebs descrita en

l'apartat anterior i, a continuació, es van tractar amb adenosina 1 10-4 M

en la mateixa so lució de Krebs. Es van pendre mostres de 100 ¡ll de la

solució després de 1 min, 2 min, 3 min i 4 min de tractament del teixit i

es van recollir sobre 100 �l d'acid perclóric (concentració final 0,1 X),

Les mostres així preparades es van aplicar a una columna �-Bondapak elB

per a separar adenosina i inosina i per a quantificarles. El tampó

utilitzat en la separació fou el mate ix descrit en els apartats anteriors.

En aquest cas s'observa la transformació d'adenosina en inosina amb el

temps¡ fet que indica que l'enzlm es localitza en les membranes enfocat

cap a 'l'exterior (vegeu 5.1.).

A continuació es va estudiar l'efecte de l'eritro-9-(2-hidroxi-3-

noniDadenina (ERNA) i del dilazep, inhibidors de l'enzim i del transport

d'adenosina respectivament, sobre la disminució de la concentració

d'adenosina i augment de la concentració de inosina amb el temps.

EIs fragments de budell prim. després de rentar-los 5 min amb la so�u�io

de Krebs, que contenia respectivament dilazep 10 11M o EHNA 1 �M, es van

tractar amb adenosina 1 10-4 M en la mateixa so lució i es van prendre

mostres després de 1 min, 2 min, 3 m í.n i 4 m ín, que es van r,=c�l:;_:r sobr-e

ac íd perc16ric.

5. ?art Ezperimen�ar ... �
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FIGURA 33._ EFECTE DEL DILAZEP 1 DE L'ERNA SOBRE L'ADE�OSINA DESAMINASA

Es prengueren diversee alíquotes emb el temps per a enal ii.zer L'adenoeine
i la itioeine per HPLC.

•4) Jfostra control (Adenosina 1 10-4 lO

B) Adenosina 1 10-4 H -f: Di lezep 10 )JH
C) Adenosina 1 10-4 H + EHYA 1 J..i}o{



La cromatografia per ji-Bondapak elS va mostrar una dlsmlnucló

d 'adenoslna i de inosina en ambdós casos. Ara bé. l'efecte del dilazep no

va ser tan marcat com l'efecte de 1 'ERNA, que va disminuir molt la

concentració d'inosina formada. La Fig. 33 mostra l'efecte que les

esmentades drogues tenen sobre l'activitat de L'ADA.



5.3. PURIFICACló 1 CARACTERITZACló DE L'ADA DE FRACCló SOLUBLE DE

CERVELL DE RATA

Per a caracteritzar 1 'enzim d 'escorce cerebral i comparar-lo amb 1 'enzim

caracteritzat d 'altres prncedénctes es purifica l'adenosina desaminasa de

1 'esmentat origen. En la purificació es partí de fracció soluble perque
,

s'havia observat que el comportament cinétic de 1 'enzim en les diverses

fraccions particulades estudiadeS era similar .3.1 de la fracció soluble

(vegeu 5.1.2.2.) i perqué l'enzim era més abundant en l'esmentada fracció.

5.3.1. PURIFICACló DE L'ADA DE FRACCló SOLUBLE DE CERVELL DE RATA

Es propasa un metode de purificació de l'enzim que consta de les etapes

següents:

1) Obtenció de la fracció citoplasmatica.- L'escorca deIs cervells de

rata es va homogeneltzar amb 6,5 volums de sacarosa O ,28 M en tampó

tris-HCl 30 mM de pH 7,4 i es procedí tal com es descriu en

l'apartat 4.1. per a obtenir la fracció soluble.

2) Tractament térmic.- La fracció soluble de la primera etapa s 'esca l fa

durant 30 min a 600 C en un bany d'aigua termostatitzat. A

continuació, la solució es refreda rapidament fins .3. 4° e 1 es

centrifuga a 20.000xg durarrt 30 m í.n



3) Fraccionament amb sulfat d 'amo'Ai.- El sobrenedant de 1 'etapa

anterior es porta al 80% de saturació amb sulfat d'amoni solido El

residu obtingut per centrifugació a 20.000xg 20 min es va disoldre

amb la mínima quantitat possible de tampó imidazola-HCl 50 mM pH

6,2 i es dessala utilitzant una columna de Sephadex G-25 equilibrada

amb el mateix tampó (vegeu 4.5.1.).

4) Crmnatografia en DEAE-Sepharosa.- La fracció obtinguda en l'etapa

anterior es crcnatograf
íá

a través de DEAE-Sepharosa tal com es

descriu en l'apartat (4.5.2.>. L'enzim s'eluí mitjan<;ant un gradient de

laCl de O M a 0,4 M en el mateix tampó d'equilibrat. La Fig. 34

mostra el perfil d 'elució de l'enzim.

5) Electroforesi preparatiya.- Els elults de l'etapa anterior es van

unir, es van dessalar (vegeu 4.5.1.) i s'aplicaren a una electroforesi

preparativa (vegeu 4.6.2.). L'enzim es col.lecta utilitzant una bomba

per íatál.t.íca a un flux de 25 ml/h, i només es detecta un únic pie

amb activitat adenosina desaminasa.

En la Taula XVIII es presenta un resum deIs valors d'activitat adenosina

desaminasa i la quantitat de prctama a través de la purificació. Totes

les etapes s'efectuaren a una temperatura de 0-40 C.

5. Part Exper:mental -:.':1"" �
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TAULA XVIII

PURIFICACIO DE L'ADENOSINA DESAMINASA DE CERVELL DE RATA

(ml)

Activitat
3enzimatica 10

(unitats/g teixit)

Protelna
Activitat

4
especifica 10

(unitats/mg)

Factor de

purificació
RendimentVolum

(mg/g teixit)

1.Homogenat 138 1,71 15,5 1,1 1,0 100,0%

2.Tractament t�rmic 130 l 1,63 5,0 3,3 3,0 95,3%

3.Sulfat di amoni 20 1,20 2,9 4,1 3,8 70,2f'/o

4.DFAE-Sepharosa 20 0,77 0,06 12,4 11,3 45,0%

5.Electroelució 10 0,44 0,006 733,3 666,7 25,7%

'-



5.3.2. ELECTROFORESI DEL PURIFICAT D'ADA

S'efectua una electroforesi en gels de poliacrilamida sobre el preparat

purificat d 'ADA d 'escorca de cervell de rata (vegeu 5.3.1.) segons es

descriu en 1 'apartat (4.6.1.).

S'aplicaren 200 uI del purifícat, que contenia 2,4 10-3 mg proteina i

1,76 10-4 �kat d'activitat adenosina desaminasa.

FIGURA 35.- REVELAT ESPECíFIC DE L'ADA PURIFICADA DE CERVELL DE RATA

L 'electroforesi es res l tt.ze segons (4.6.1. J i .3 'obeervs la preeenc.is .j ',:n_1

única banda.

----------
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TAULA XIX

Ca1PARACIO DE LA COMPOSICIO AMINOACIDA DEL PURIFICAT AMB L' ENZIM PURIFICAT D'ALTRES PROCEDENCIES

AMINOACID Cervell de rata Budell de conill

(82.)
Budell de bou

(80)
Lirnfoblasts B d'home

(Bit)
Eritrocits d'home

(85)

Cys03H 8 4 6
Asp 28 23 31 33 37
Thr 17 15 18 17 17

.

Ser 24 11 18 18 21
Glu 48 35 38 45 38
Pro 11 15 20 22 14I

Gly 46 15 19 24 30
Ala 18 19 22 30 35
Val 7 25 25 24 18
Met 3 -- 6 8 8
He 8 10 13 15 14
Leu 22 26 26 34 28
Tyr 5 8 12 16 7
Phe 11 11 11 10 10
His 11 7 9 10 6
Lys 15 14 22 23 20
Arg 8 9 12 17 10

I'rp - - 3



Per revelat específic d'ADA (vegeu 4.6.6.) s'obtingué nemes una banda (Fig.

35} que coincideix en movilitat amb la única banda que apare ix per

revelat general de protelnes (vegeu 4.6.5.>.

5.3.3. COMPOSICló AMINOACIDA

El purificat es dialitza en front d'aigua per a eliminar els ions que

podien interferir, s'evapora a sequedat i es va sotmetre a una hidrólisi
1

amb HCl 6 N durant 24 hores a 110° Cien atmosfera de nitrógeno La

mostra s'aplica finalment a un autoanalitzador d'aminoacids Beckman 119C.

La Taula XIX mostra els resultats obtinguts, que es comparen amb 1 'enzim

d 'altres procedéncies (80,82,85).

5.3.4. RADI DE STOKES

El radi de Stokes de 1 'adenosina desaminasa purificada es determina per

cromatografia en gel de Sephacril S-300 (vegeu 4.5.3.). La columna

s 'equí.Líbra en tampó tris-HCl 50 mM NaCl 0,1 M pH 7,4 a un flux de

6,5 ml/h (125) �

En la Ptg , 36 es mostra la recta de calibrat que perne't estimar un valor

de R. per l'ADA de cervell de rata de 27,3 A. La Fig. 37 peraet la

determinació del pes mol.lecular aparent de '! 'enzi:m, �ue ':e un V.3.:'X ie

39.000,

5. P.3.rt Experimental
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FIGURA 36.- CORBA DE CALIBRAT DE LA COLUMNA SEPHACRIL S-SOO

Les proteines patró van ser:

1.- Ci iocrom e (Pes mtü.Ieculer = 13.000, R. = 16,5 A)
2.- Xioglobina <Pes molLeculer = 17.800, R� = 20,8 AJ
3.- Qui1110tripsindgen (Pes ntü.Iecular = 25.000, R.. = 22,4 A)
4.- Ovoelbúsüne (Pes molLeculnr: = 43.000, R.. = 30,5 Al
5.- Seroslbúmine bovina (Pes molLeculer = 67.000, R.,. = 35,5 AJ
6.- Aldoleee (Pes nolLecul.sr: = 158.000, R = 48.1 A)
7.- Catalasa (Pes mol Jeculer = 232.000, R = 52,2 .4)

8.- Ferritina (Pes malLeculsr = 440.000. Es = 51,0 A J

9.- Tiroglobulina (Pes molLecul.sr = 669.001..1, R. = 35.0 Al

5. Part Experimental
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FIGURA 37.- CORBA DE CALIBRAT DE LA COLUMNA SEPHACRIL S-300

Les proteines patró van ser:

1.- Ci tocrom e (Pes molLeculer: = 13.000, R. = 16,5 A)

2.- Jfioglobina (Pes molLeculer = 17.800, R. = 20,8 A)

3.- QuiJJlotripsinogen (Pes molLeculer: = 25.000, R. = 22,4 AJ

4.- Ovoelbúmine (Pes molLeculer: = 43.000, R. = 30,5 AJ

5.- Seroalbúmins bovina (Pes molLeculer = 67.000, Re = 35,5 A)

6.- Aldola.sa (Pes molLeculer = 158.000, R_ = 48,1 AJ

7.- Catalasa (Pes mol Jecular = 232.000, R_ = 52,2 AJ

8.- Ferritina (Pes molLeculer = 440.000, R. = 61,0 A)

9.- Tiroglobulina (Pes molLeculer = 669.000, R_ = 85,0 AJ

5. Part Experimental
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FIGURA 38.- DETERMINACIó DEL pI DE L'ADENOSINA DESAMINASA D'ESCOR�A
CEREBRAL DE RATA

El punt isoeléctric es va determinar per electroenfocament ieoeléctxic

(vegeu 4.6.3.). Harge d'anfolits 3-10



5.3.5. PUNT ISOELECTRIC

El punt isoelectric de l'adenosina desaminasa purificada es determina per

electroenfocament isoelectric (vegeu 4.6.3.). El revelat general de

protelnes (vegeu 4.6.5.) i l'específic (vegeu 4.6.6.) mostraren una única

banda que correspongué a un pH de 5,2 +/- 0,2 (Figura 38).

5.3.6. ESTUDIS CINETICS DEL SISTEMA ADENOSINA-ADA-INOSINA

5.3.6.1. DETERMINACIó DE LA Km 1 DE LA V DEL PURIFICAT

Per a calcular la Km i la V de l'enzim purificat es va utilitzar un marge

de concentracions d 'adenosina entre 1 10-6 M i 9 10-6 M. La quantitat de

protelna en cubeta va ésser de O ,3 �g. Les velocitats inicials de reacció

es van determinar tal com s'indica en l'apartat (4.8.1.1.) i a partir de

les dades obtingudes s'efectua la representació d'Eadie-Hoftee (Figura 39).

Els par-ame+res ctnet.ícs s'avaluaren segons (4.9.) i es van obtenir els

següents valors:

V = 1,98 10-3 +/- 0,03 10-3 ukat

Km = 4,7 10-6 +/- 0,1 lO-s M

5. P�rt Ez�er�men:a:
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FIGURA 39 ,- REPRESENTACIO DI FADIE-HOFTEE PER AL CALCUL DE K DIADA PURIFICADA DI ESCOR9A CEREBRAL DE RATA.
m

La concentraci6 d1adenosina en cubeta varia entre 10 pM i 90 pM en tamp6 tris-HCl 30 mM amb sacarosa

0,28 M pH 7,4 a la temperatura de 30 +/- 0,19 C.



A causa de 1 'elevada absorció a 265 nm no és poas
í

ale deter-:ninar si

l 'adenosina, substrat de la reacció, inhibeix l'enzim a coucentracions

elevades.

5.3.6.2. INHIBICIó PER DIVERSOS METABOLITS PURfNICS

La inhibició pels diferents metabolits purínics s'efectua mesurant les

velocitats inicials de reacció segons (4.8.1.1.). La concentració

d 'adenosina utilitzada varia entre 1 10-5 M i 9 10-5 M. El purificat d'ADA

utilitzat no presenta activitat en front de cap dela metabolits del.s que

s'estudia la inhibició.

La quantitat de protelna en cubeta va ésser de 0,3 Mg.

5.3.6.2.1. INHIBICIó PER PURINES

La inhibició per adenina s'efectua utilitzant un marge de concentracions

fins a 7,2 10-4 M. En aquestes condicions l'adenina provoca una tnhfbtc íó­

no competitiva (Fig. 40) amb un valor de Ku = 2,5 10-3 +/- 0,2 10-3 M.

La hipoxantina (fins 1,5 10-4 M) inhibelx també de forma no ccmper
í

t
í

va

(Fig. 41>, amb un valor de Ku = 4,1 10-4 +/- 0,1 10-4 M.

5. Part Experi:men�al
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FIGURA 40 .- Rm'RESENTACIO DI EADIE-HOFTEE DE LA INHIBICIO DE LIADA PER ADENINA.

La concentraci6 dladenina augmenta de dalt a baix: O M; 2,42 10-4 M; 4,83 10-4 Mi 7,25 10-4 M.
El tamp6 utilitzat fou tris-HCl 30 mM, sacarosa 0,28 M de pH 7,4 i la temperatura 30+/- 0,19 C.
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FIGURA 41 .- REPRESENTACIO D'EADIE-HOFTEE DE LA INHIBICIO DE L'ADA PER HIPOXANTINA.

La concentraci6 d'hipoxantina augmenta de dalt a baix: O M; 5,0 10-5 M; 1,0 10-4 M; 1,5 10-4M.
L'experiment es va realitzar amb tampó tris-HCl 30 mM i sacarosa 0,28 M de pH 7,4 a 30 +/- 0,1º C.



La xantina <fins 7,2 10-4 M)� la guanoslna <fins 1,5 10-4 M> i l 'áctd úric

(fins 7,2 10-4 M) no afecten l'activitat ADA, i no s'observa inhibició

deguda a aquests metabolits en les condicions de treball.

5.3.6.2.2. INHIBICIó PER NUCLEóSIDS

La inosina, producte alliberat en la reacció de l'adenosina desaminasa

sobre l'adenosina, actua com a inhibidor competitiu de l'enzim tal com
,

s 'observa en la Figura 42. Les concentracions d 'inosina utilitzades en

aquesta inhibició variaren fins a 6,8 10-6 M. El valor de la constant

d'inhibició obtinguda fou: K1.p = 1,53 10-4 +/- 0,09 10-4 M.

La xantosina <fins 7,2 10-4 M) no presenta cap tipus d 'inhibició en les

condicions de treball. La guanosina <fins 5,0 10-6 M), en canvi, ofereix

una inhibició competitiva <Fig. 43) amb un valor de constant d'inhibició

de Kip = 1,9 10-4 +/- 0,1 10-4 M.

5.3.6.2.3. INHIBICIó PER NUCLEóTIDS

les condicions de treball (concentracions deIs nuc leót íds fins 7 10-4 M) �

Cap deIs nuc Ieó t.ída monofosfats (AMP, IMP, XMP i GMP) inhibeix l'enzim en

L'ADP tampoc afecta l'activitat de l'enzim a concentracions fins

5,3 10-6 M.

5. Par t Experimenta:
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FIGURA 42 .- REPRESFNTACIO D' FADIE-HOFTEE DE LA INHIBICIO DE LIADA PFR INOSINA.

La concentraci6 de inosina augmenta de dalt a baix: O M; 1,37 10-5 M; 4,10 10-5 M; 6,83 10-5 M.

El tamp6 utilitzat fou tris-HCl 30 mM amb sacarosa 0,28 M pH 7,4 i la temperatura 30 +/- 0,1 2C.
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FIGURA 43 .- REPRESFNTACIO DI FADIE-HOFTEE DE LA. INHIBICIO DE LIADA PER GUANOSINA.

La concentració de guano�ina augmenta de dalt a baix: O M; 1,67 10-5 M; 3,33 10-5 M; 5,00 10-5 M.

El tampó utilitzat fou tris-HCl 30 mM sacarosa 0,28 M pH 7,4 i la temperatura de treball 30 +/- 0,12 C.
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5.3.6.3. EFECTE DE DIVERSES DROGUES SOBRE L'ACTIVITAT ADA

Phillis i Wu (142) van estudiar l'efecte de numerases drogues amb

propietats ansiolítiques, antidepressives, antihistamíniques,
vasodilatadores 1 antiinflamatories i antibiotiques sobre 1 'entrada

d 'adenosina a les cé1.1ules cerebrals i van comprovar que el nivell

extracel.lular d 'adenosina augmentava. Per a veure l'efecte d 'aquestes

drogues sobre 1 'ADA i comprovar si 1 'augment d 'adenosina podria ésser

també degut a una inhibició de l'enzim s'estudia l'efecte d'aquestes

drogues sobre l'activitat de 1 'enzim i es determinaren els parámetr-es

cinétics.

En primer lloc s'estudia la inhibició de 1 'etanol i del DMSO sobre l'enzim

purificat, ja que moltes de les drogues assajades, degut a la seva

estructura química, no són solubles en aigua i en canvi ha són en aquests

dissolvents organtcs. L'etanol fins 1,1 :M) i el DMSO (fins 1,9 M}

inhibeixen de forma competitiva a 1 'ADA amb uns valors de KiP de 0,50 +1-

0,08 M i 1,2 +1- 0,1 M respectivament. La concentració d'adenosina en

cubeta va variar entre 1 10-5 M i 9 10-5 M i la quantitat de protelna va

ésser de 0,3 Jlg.

L'efecte de les diverses drogues ansiolítiques, antidepressives,

antihistamíniques, vasodilatadores, antiinflamatóries, antibiótiques,

broncodilatadores, estimulants i antivomitives es va estudiar utilitzant

cancentracions de les drogues fins a 2,5 10-4 M.

5. Par� Experimen�al



Les solucions de cinnarizina, lorazepam, imipramina, diazepam, medazepam,

nitrazepam, clozapina, sulpirida, oxazepam i lidoflazina es van realitzar

en etanol, mentre que les altres drogues eren solubles en un .medi

tamponat de sacarosa O ,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4. En les inhibicions

efectuades amb les solucions de drogues dissoltes amb etanol es va

manten ir la concentració de l'etanol constant en la mescla de reacció

(0,34 M).

La Taula XX mostra l'efecte que tenen les diverses drogues assajades en

l'activitat de l'ADA� S'observa que la tripelenamina, cafelna i teobromina

no inhibeixen ni activen l'enzim en les condicions assajades. La

lidoflazina, la fenilbutazona, el clordiazepóxid, la rifampicina i el

dipiridamol són els inhibidors més potents¡ en canvi, la sulpirida, el

diazepam, el medazepam, la cinnarizina i la ouabaina activen l'ADA.

5.3.7. EFECTE DE LA TEMPERATURA EN L'ACTIVITAT ADA

L 'estudi de l'efecte de la temperatura en la velocitat de reacció

proporciona dades sobre l'estabilitat de l'enzim i sobre la reacció que

aquest enzim catalitza. La variació de la temperatura afecta l'estabilitat

de l'enzim i la del substrat .. 1 'afinitat de l'enzim pel substrat, les

constants de velocitat del procés i les constants de ionització de Is

components del sistema, degut a una variació de pK originada pels calors

de ionització (141Y.

5. Part EXDeri�2�tai



5. Part Experimenta:

TAULA XX

EFECTE DE DIVERSES DROGUES SOBRE L'ACTIVITAT ADA

CATEGORlA CLASSE DE DROGA OROGA EFECTE K, o K ..
TERAPtUTICA

ANTIPSICóTICS FENOTIAZINES 2-CLORPROMAZINA !NHIBlDOR NO COMPETITIU 1,18 10-'+/-0,09 10-3
DIBENZODIAZEPINES CLOZAPINA INHIBIDOR ACOMPETITIU 2,1 10-· +/- O,A 10-4
SULFAMOILBENZAMIDES SULPIRIDA ACTIVADOR ACOMPETITIU 2,8 10-4 +/- 0,5 10-4

ANSIDLtTICS BENZODIAZEPINES NITRAZEPAM INHIBIDOR COMPETITIU 3,0 10-4 +/- 0,2 10-�
•

HIPNOTICS LORAZEPAM INHIBIDOR COMPETITIU 1,6 10-3 +/- 0,2 10-3 1
SEDANTS DIAZEPAM ACTIVADOR'COMPETITIU 4,7 10-4 +/� 0,6 10-4

MEDAZEPAM ACTIVADOR COMPETITIV 3,2 10-4 +/- 0,3 10-4
CLORDIAZEPOXID INHIBIDOR COMPETITIU 8,3 10-5 +/- 0,5 10-5
OXAZEPAM INHIBIDDR COMPETITIU S 10-4 +/- 2 10-4

NO-SENZOOIAZEPINES MEPROBAMAT INHIBIDOR COMPETITIU 2,9 10-3 +/- 0,2 10-3

ANTIDEPRESSIUS TRICfCLICS IMIPRAMINA INHIBIDOR CDMPETITIU 6,4 10-4 +/- 0,6 10-4

ANTIHISTAMINES CINNARIZINA ACTIVADOR COMPETITIU 3,6 10-4 +/- 0,9 10-4 ¡
TRIPELENNAMINA NO TE EFECTE --------------

1
VASDDILATADORS LIOOFLAZINA INHIBIOOR ACOMPETITIU 3,0 10-5 +/- 0,7 10-s

CORONARIS OIPIRIOAMOL INHIBIDOR NO COMPETITIU 1,8 10-4 +/- 0,1 10-4
QUABA!NA ACTIVADOR ACOMPETITIU 9,6 10-4 +/- 0,7 10-4

ANTIINFLAMATORIS ACETAMINOFEN INHIBIODR ACOMPETITIU 3,2 10-4 +/- 0,3 10-4

ND-ESTEROIDALS FENILBUTAZONA INHIBIDOR ACDMPETITIU 5,4 10-5 +/- 0,2 10-s
NAPROXEN INHIBIOOR ACOMPETITIU 4 10-3 +/- 1 10-3

ANTIBIOTICS RIFAMPICINA INHIBIDOR ACOMPETITIU T,2 10-4 +/- 0,1 10-4

BRONCOOILATADORS ALBUTEROL lNHIBIOOR MIXTE Kii 0,0016 +/- 0,0006
Kip 0,005 +/- 0,004

CETOTIFEN INHIBIDOR MIXTE Ka 2,7 10-4 t/- 0,4 10-4

KiP 6 10-4 ti· 1 iO-.t

ESTIMULANTS CAFEINA NO TE EFECTE --------------

TEOBROMINA NO TE EFECTE --------------

TEOFILlNA !NHIBIDOR ACOMPETITIU 2,0 10-4 ./- 0,1 10-4

ANTIVOMITIUS DIMENHIDRINAT INHiBiDOR ACOMPETITIU 4,1 10-4 +/. 0,3 10-4

La cinnarlzlna, el 1Drazepam, la imipramina, el diazepam, el medazepam, el

ni tirezepem , la ciozepine, la eulpiriás, L'oxezepem t la l idotIezine es \7.3.n

dissoldre en etenol ; neiitre que les altres drogues es van di.seoldre en un

medi ta.11lponat de sacarosa 0,32 J[ tris-Hel 30 IlJ}[ pH 7.4



En els apartats següents s'estudia la temperatura óptima d'actuació del

sistema adenosina-ADA-inosina i 1 'efecte de la temperatura en els valors

de Km i V del sistema.

5.3.7.1. TEMPERATURA óPTIMA D'AeTUAeIó DE L'ADA DE eERVELL DE RATA

Per tal d 'establir la temperatura ópt.ína d 'actuació de 1 'ADA purificada es

van determinar les velocitats inicials de reacció del sistema adenosina-

ADA-inosina a temperatures compreses entre 21 i 52° e, utilitzant una

concentració d'adenosina de 5 10-6 M. La corba de temperatures obtinguda

apareix a la Fig. 44.

augmenta en augmentar la temperatura i no s'observaren símptomes de

En la zona de temperatures estudiada, la velocitat inicial de reacció

desnaturalització.

5.3.7.2. VARIAeló DE LA Km 1 DE LA V EN VARIAR LA TEMPERATURA.

DETERMINAeló DE �Ho 1 ÁE

L'estudi de la variació de la Km en variar la temperatura permet calcular

el valor de 1 'entalpia standard de la reacció si s 'aplica l 'equacfó de

Van't Hoff (vegeu 4.10.2.), A partir de la variado de la V amo la

temperatura i mí tjancarrt l'equació d'Arrhenius (vegeu 4.10.1.1 es pot

determinar el valor de l'energia d 'activaci6.

5. ?art Experi�entar • -l"'"
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FIGURA 44.- VARIACIó DE L'ACTIVITAT ADENOSINA DESAMINASA D'ESCOR9A
CEREBRAL DE RATA AMB LA TEMPERATURA

L 'activitat es mesura amb una concentració d 'adenosina de 5 10-13 ]( en un

tampó txie-Bcl 30 111)[, sacarosa 0,28 )[ pH 7,4.
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La determinació de les Km i Vales diverses temperatures s'efectua

utilitzant un marge de concentracions d'adenosina entre 1 10-6 M i 9

lO-S M. La Taula XXI resume ix els valors obtinguts de Km i Vales

diverses temperatures.

El pendent de la recta que resulta de representar - lag KM en front de

liT (K-1) permet determinar el valor de l'entalpia standard de la reacció:

Ll.Ho = 5,0 +/- 0,2 Kcal/mol wegeu Fig. 45a).

TAULA XXI

VARIACló DE LA Km 1 DE LA V AME LA TEMPERATURA

TEMP, Km - log Km V log V
(o C) (M) (jJkat)

21,0 3,6 10-5 +1- 0,2 10-5 4,44 1,08 10-3 t/- 0,02 10-3 -2,97
26,S 4,2 10-5 +/- 0,2 10-$ 4,38 1,57 10-3 +1- 0,04 10-3 -2,80
31,S 4,6 10-5 +1- 0,3 10-5 4,34 1,90 10-3 +1- 0,06 10-3 -2,72
34,S 5,1 10-5 +/- 0,6 10-5 4,29 2,2 10-3 +1- O,Y 10-3 -2,66
40,S 6,3 10-5 +/- 0,2 10-5 4,20 2,93 10-3 +1- 0,05 10-3 -2,53
47,S 7,2 10-5 +1- 0,3 10-5 4,14 3,98 10-3 +1- 0,09 10-3 -2,40
51,S 8,0 10-S +1- 1,0 10-5 4

r
1 O 4,6 10-3 +1- 0,3 10-3 -2,34

La concentració d 'edenoeine varia entre 1 10-s ]rf 1 9 10-s X en teapo
tris-Hel 30 11lJrf pH 7,4, sacarosa 0,28 Jrf.

5. Par: Experimental
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A partir de la representació de log V en front de lIT <K-1) es pot

determinar el valor de l'energia d 'act
í

vació: .!lE = 8,9 +1- 0,2 Kcal/mal

wegeu Fig. 45b).

5.3.8. EFECTE DEL pH EN L'ACTIVITAT ADA

L 'efecte de la concentració de H+ en l'activitat de l'enzim purificat de

fracció soluble de cervell de rata es determina en l'interval de valors de

pH 5,0 a 8,5 proporcionat pel tampó tris 30mM acetat-acétic 38mM.

Es prepara una dissolució 5 mM d'adenosina en aigua destil.lada i a

partir daques'ta i per dilucions amb els diferents tampons s'obtingué la

dissolució O ,2 mM d 'adenosina en cada un deIs tampons tris-acetic-acetat

de pH variable. Es comprova el pH de cada dissolució, així com el de cada

una de les mese les d 'incubació amb l'enzim.

En els apartats següents a'eatud.iá el pH 6ptim d'actuació del sistema

adenosina-ADA-lnosina i l'efecte del pH en els valors de Km i V del

sistema.

5.3.8.1. pH óPTIM D'ACTUACló DE L'ADA DE CERVELL DE RATA

Per a ceterminar el pH ó?ti� de "eaccio de l'adenosina desaminasa

s 'ut í l
í

tza una concerrtr-ac íc d'a·:'encs:'r:.a en cubeta .:1-= 5 U-s �. E::" 5:::-3.::::

de :a F:g. 46 JIlGstra la var
í

ac
íó

ie :a velc::i-:3.t ·:le reacc ío a:nb 22. :;:.E :.
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FIGURA 46.- VARIACló DE L'ACTIVITAT ADENOSINA DESAMINASA D'ESCOR9A
CEREBRAL DE RATA AMB EL pH

L'activitat es mesura smb una concetitreaiá á'edetioeine de 5 10-5 H en

diversos ta.mpons tris-acetic-acetat 30 JDJ[ en tris i 38 mH en dcétic­
eceiet: a una temperatura de 30,0 +/- 0,10 C.
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en e11 es pot observar que l 'adenosina desaminasa purificada de fracció

soluble de cervell de rata presenta un pH optim comprés entre 6,8 i 7,2.

L'efecte del pH sobre l'enzim és reversible, ja que s'ha observat que

després de tractar durant 30 min 1 'enzim amb els dos tampons extrems,

l'activitat a pH 7,4 es manté i és la mateixa que quan l'enzim no ha estat

en contacte amb aquests tampons.

5.3.8.2. VARIACIó DE LA Km I DE LA V EN VARIAR EL pH

La determinació de les Km i Vals diferents valors de pH s'efectua

utilitzant un lliarge de concentracions d'adenosina entre 1 10-5 M i 9

10-5 M. EIs valors dels par-amet.res cinétics determinats als diferents pH

es recullen en la Taula XXII.

La representació graf íca de Is valors expressats en aquesta Taula, segons

el métode proposat per Dixon (143), apare ix en la Fig. 47. En representar

els valors de log V per a cada valor de pH es poden apreciar els grups

ionitzables amb valors de pK que oscil.len entre 6,5 i 6,15; 7,0 i 7,2 i

entre 8,2 i 8,3. Aquests grups han de pertanyer al complex enzim-substrat,

ja que en variar el pH canvia la seva dissociació i afecta al valor de

la V.

En la representació de pKm per a cada valor de pH s'aprecien grups

ionitzables en els mat.e lxos val.ors de pK. EIs '17.3.::'0:::-5 de pK t.robats

suggereixen l'e;ds"ten·::;ia en el cer.tre actiu ce : 'e:l.:i::n d 'un grup :::nidaz:J:!.a

:- � ?art Experimena::' ?agina
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La concentració d 'adenosina varia etitre 1 10-5 }I[ i 9 10-s }[ -2D diversos
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procedent d'un reste d'histidina, amb pK = 6,0; d'un grup d'un resta anb

pK = 7 i d 'un grup sulfhidril d 'un reste de cisteina, amb ?K = B ,33. A la

zona bas íca no es pot descartar l'existéncia d'un grup a-amino, amb pK

entre 7,5 i 8,5 (144) s
"

TAULA XXII

VARIACló DE LA KM 1 DE LA V AME EL pH

pH K", - 10g K .. V 10g V
(M) (}Jkat)

5,05 4,4 10-5 +/- 0,5 10-5 4,36 2,0 10-3 +/- 0,1 10-3 -2,70
5,95 5,0 10-5 +/- 0,5 10-5 4,30 3,3 10-3 +/- 0,2 10-:¡ -2,48
6,35 4,7 10-5 +/- 0,2 10-5 4,33 3,35 10-3 +/- 0,06 lO-3 -2,47
6,85 3,9 10-5 +/- 0,2 10-5 4,41 3,07 10-3 +/- 0,08 10-3 -2,51
7,20 3,7 10-5 +/- 0,3 10-5 4,43 3,01 10-3 +/- 0,09 10-3 -2,52
7,50 4,3 10-5 +/- 0,110-5 4,37 2,97 10-3 +/- 0,04 10-3 -2.52
7,80 5,4 10-5 +/- 0,6 10-5 4,27 3,0 10-3 +/- 0,2 10-3 -2,52
8,30 7,7 10-5 +/- 0,4 10-5 4,11 2,61 10-3 +/- 0,08 10-3 -2,58
8,55 7,9 10-5 +/- 0,2 10-5 4,10 l,S4 10-3 +/- 0,04 10-� -2,7'

La concentració d'adenosina varia entre 1 10-5 ]I[ i 9 t o:» }[ en taJJJp6
tris 30 mH eceiet-ecétiic 38 mH. La temperatura de treball fou 3J,O +1-

0,10 C.

._-._.....----
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5.4. PURIFICACló 1 CARACTERITZACló DELS ANTICOSSOS CONTRA L'ADA DE

CERVELL DE RATA

L'adenosina desaminasa purificada segons (5.3.1.) s'injecta a dues conilles

albines craca New Zealand) per tal d 'obten ir l'anticós anti-ADA. El

programa de les injeccions efectuades fou el que s'indica a l'apartat

(4.4.) .

Un cop obtingut el sérum, que contenia una activitat ADA de B 10-5 Mmol /

seg mI sérum, es procedí a la purificació de la fracció immunoglobulínica,

segons el métode descrit en (4.4.). Aquesta purificació va permetre

eliminar l'activitat adenosina desaminasa del sérum de conill, que

interfereix en -les determinacions de l'adenosina desaminasa de cervell de

rata.

La Taula XXIII mostra un resum de les etapes de la purificació, on

s'indiquen la quantitat d'anticós i de protelna corresponent a cada etapa.

Per a la confecció d'aquesta Taula es va definir una unitat d'anticós com

la quantitat d'anticos que, en tractar-la 30 min amb una quantitat. igual

d'enzim amb una activitat de 1 10-4 MIDol L seg redueix un 10% l'activitat

adenosina desaminasa (és a dir, baixa l'activitat de 5 10-5 pmol, / seg a

4.5 10-5 unol, / seg) .

1" el _'"'" �

.,..._l=I ......._ _ _ ...



TAUlA :XXIII

PURIFICACIO DELS ANTICOSSOS ANTI-(ADENOSINA DESAMINASA DE CERVELL DE RATA}

Unitats

Volum (mI) Prote!na (mg)
Activitat

específica
(unitats/mg)

Factor de"
Rendiment

d'anticós purificació

l.Scruminicial 16 12,0 707,04 0,0170 1,00 100%

2.Sulfat d' amoni 10 11,5 190,2 0,0605 3,56 95,8%

3.DEAE-Scpharosa 20 10,2 106,0 0,0962 5,66 85,0%

... lob..... ,l'MItlYitE m brt2'f,A:bH n _a.1&·aikt»�- -u- __,,_I- +- ---- ..



5.4.1. IMMUNOELECTROFORES 1 DELS ANT ICOS:30S PUR IF ICATS

Per a seguir el procés de purificació de les immunoglobulines del sérun

de conill es va realitzar una immunoelectroforesi sobre agar de les

diverses fraccions obtingudes a mesura que avanca el procés de

purificació, utilitzant com a anticos un serum de cabra anti- serum

complet de conill comercial (vegeu 4.6.4.).

La Figura 48 mostra la desaparició de bandes no-immunoglobulíniques a

mesura que avauca la purificació, així com la presencia d 'una única banda

(la de les immunoglobulines) en l'etapa final de la purificació.

".:J '.

,t::.:::':-==.�:.:�::�����: - .z:'; .-_=: .. - '-

1

2

3

4

FIGURA 48,- IMMUNOELECTROFORESI PER A SEGUIR LA PURIFICACIó DELS ANTICOSSOS

1.- Serum compIert:
2.- Precipitat amb OrIi4)zS04
3.- Eluit: de la DEAE-Sepharosa
4.- Rentat de la DEAE-Sapharosa _UIO .V::L-'� :f. ]rf

?ar:
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FIGURA 49.- CROMATOGRAFIA PER HPLC DE LA FRACCIó IMMUNOGLOBULíNICA

Per HPLC es va

Pack 300-SW amb

0,5 ml/min.

obtenir un útiic pie en treballar smb una

un tampó de fosfats de etxii 5D m)[ pH 7,["
columna
i a �n

Prctein
:'1ux de
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5.4.2. CROMATOGRAF lA PER HPLC

Les immunoglobulines purificades s'aplicaren a una columna tipus Protein

Pack 300-SW de 300 x '7.5 mm (Millipore Waters) amb un suport silica-

glicerilpropilsila, de partícules esfériques de 10 pm de diametre i de 250

A de dfanet.re de porus , La so lució de tampó utilitzada fou de fosfats de

sodi 50 mM de pH '7.0 i el flux de la bomba fou de 0.5 ml/min.

La Figura 49 mostra el pic que apareix en la cromatografia, que indica

que el purificat d 'immunoglobulines només conté protelnes en la zona

immunoglobulínica, fet que concorda amb la immunoelectroforesi que mostra

una única banda de immunoglobulines (vegeu 5.4.1.).

5.4.3. INHIBlCló DE L'ADA DE CERVELL DE RATA PELS ANTICOSSOS

La unió deIs anticossos a l'enzim va provocar una inhibició de l'act1vitat

adenosina desaminasa, que podia ser observada fac
í

Imerrt quan s'utllitzava

la fracció immunoglobulínica purificada. Aquesta fracció immunoglobulínica

no possela activitat adenosina desaminasa, ja que I'enzim deL sérum de

conill es va separar de les immunoglobulines en la columna DEAE-

Sepharosa. Es va comprovar mitjan�ant un control de serum de conill abans

d 'injectar 1 'antígen, que el sérum de conill na inhibeix 1 'adenosina

desaminasa de cervell de rata¡ la inhibició trobada és, per tant, deguda a

l'anticós anti- ADA de cervell de rata.

L
5. Part Experi�ental
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FIGURA 50.- INHIBICló DE L'ADENOSINA DESAMINASA D'ESCOR�A DE CERVELL DE
RATA PELS ANTICOSSOS SEGONS EL TEMPS DE CONTACTE

Els anticossos s'incubaren smb 1 'enzim duretit: intervel.e de tiempe
variables a 30,0 +/- 0,1e> C. A partir dels 30 min de contacte, la
inhibició és la meteixe. De dalt a beix, la concentració de 1 'enzim fou:
1 10-3 U, 2,5 10-3 U i 5 10-3 U.

5. Part Experimental
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En els estudis que es descriuen a continuació, s'utilitza la fracc16 !4�'
., jI;

,�

immunoglobulínica purificada (5.3 mg protelna/mD i adenosina desaminasa n

de cervell de rata purificada (3 �g protelna/ml).

5.4.3.1. INHIBICIó DE L'ADA PELS ANTICOSSOS SEGONS EL TEMPS DE CONTACTE

ANTfGEN-ANTICóS

La inhibició de l'adenosina desaminasa de cervell de rata per l'anticos
;

depén del temps en qué l'enzim esta en contacte anb L'ant ícós , Per a

comprovar aquest fet es van barrejar 0.1 m l de la so lució

d 'immunoglobulines purificades amb 0.1 m l de diferents solucions

d 'adenosina desaminasa de cervell de rata, i es van incubar a 30° C

durant diverses etapes de temps.

La Figura 50 mostra que el grau de inhibició és més elevat als primers 5

minuts de contacte enzim-anticos a 30° e, i després de 30 min de contacte

la inhibició és la mateixa. També s'observa al graf.íc que la inhibició és

més petita com més alta és l'activitat de l'enzim. La concentració

"d'adenosina utilitzada per a determinar l'activitat de l'enzim fou

5 10-5 M.

5.4.3.2. TIPUS D'INHIBICló DE L'ANTICóS

Un cop observa+ aue la i:ülibi:::ió es maxí aa a:s 30 m í.n ce contacte

ant igen-ant ícós a 30" C. es precedí a ,:'e"ter:nin3.:- el 1:i?us de ':nhibidó. Es



van mesclar diverses quantitats d'anticos amb la mateixa quantitat

d'enzim i s'incubaren durant 30 min a 30':) C. La mesura d'activitat

s'efectua a continuació, utilitzant una concentració d'adenosina que

variava entre 1 lO-S M i 9 lO-s M, entre O i 9 unitats d.'antrlcóa i una

concentració d'ADA de 3,7 10-3 ukat;

Com s'observa al gráf íc de Lineweaver-Burk (Fig. 51>, la inhibició és de

tipus no-competitiva, amb els següents parametres cinétics:

v = 6.3 10-3 t/- 0.3 10-3 j.lmol/s mI

Km = 3.6 lO-s +/- 0.4 lO-s M

Ki = 0.044 +/- 0.002 unitats

5.4.3.3. INHIBICló SEGONS LA CONCENTRACló DE L'ADA 1 DE L'ANTICóS

La dependencia amb el temps d 'un procés inhibidor és un indici d 'una

inhibició irreversible. Tanmateix, els inhibidors irreversibles poden

donar una il.lusió d 'una cinética inhibidora no competitiva, amb valors de

"Kili que depenen de la concentració enztmat íca i del temps de contacte

enzim-inhibidor (141).

Per a comprovar si la inhibició era irreversible es procedí amb el métode

de les dilucions enzim-inhibidor¡ ja que la dialisi no separaria l'enzim

de les immunoglobulines encara que aquesta inhibició fos reversible.

5. Part Experimental P3.gina 1-1,5
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F1GUHA 51 ._ HEPRESENTACIO DE LINEWE\VER-BURK DE LA. INHIBICIO DE L'ADENOSINA DESAMINASA PER LA FRACCIO
IHHUNOGLOBULINICA

Laconccntraci6 d'adenosina varia cntre 10 p}1 i 90 pM i el temps de
a�O+/_ O,1º C. La concentració d'anticós augmenta de baix a aa1t:

contacte antígen-antic6s f'ou de 30 min ,.,_.

Q unitats, 3 unitats, 6 unitats i,9 unitaU. , c', "i:�;��
,

.
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Es van preparar soluciona amb barreges diferents d'enzim i d'anticós

purificats, completant fins a un volum final de 1 mI amb tampó imidazola­

Hel 30 mM pH 7.2. Aquestes barreges es van incubar 30 m í.n a 30° C i es

va determinar l'activítat adenosína desaminasa utilitzant una concentració

d 'adenosina de 5 10-5 M.

La Figura 52 mostra l'activitat de l'enzim en funció del volum de la

solució enzimatica. S'observa que per a una cancentració determinada de

immunoglobulines, en augmentar la concentració de l'enzim, la recta

tendeix al paral.lelisme amb la recta control (sense immunoglabulines).

Aquest fet és també característic deIs inhibidors irreversibles.

A la Figura 53 es representa l'activitat de l'enzim en funció de les

unitats d'anticós. En aquest gráf íc s'observa també que com més elevada

és la concentració de l'enzim més acusat es el pendent de la carba de

inhibició. Així, la inhibició produida per una mateixa quantitat

d 'immunoglobulines és més elevada com nés activa és la salució

enz ímát íca.

Per a acabar de confirmar la irreversibilitat de la inhibició a'estudta

l'efecte de les dilucions sobre barrejes d'enzim i anticós que s'havien

tractat prev íamerrt durant 30 min a 30° C. Els valors de la Taula XXIV

confirmen que la inhibició de les IgGs anti- ADA de cervell de rata sobre

l'enzim és irreversible ja que en diluir 1/2 diverses mescles d'enzim i

anticós, les activitats no passen a ser la meitat. Mentre que a activitats

elevades aquesta relació s.'acoata a 2, a concentracions d'enzim baixes

aquesta relació s'allunya bastant.

5. Part EA�er�¿ntal
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FIGURA 52.- REPRESENTACIó DE L'ACTIVITAT DE L'ENZIM EN FUNCló DEL
VOLUM DE LA SOLUCIó ENZIMATICA EN VAR!AR LA CONCEN'!RACló
DE L'ANTICóS.

La concentració d'adenosina en cubeta 7a ser tie 5 �C-s .'1[ i el �e1J1ps de
contacte antígen-anticós, de 3r.; 1111;:¡ a 30 1-/- zJ,l oC.
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TAULA XXIV

MOSTRA SENSE DILUIR MOSTRA DILUIDA 1/2 RELACIó

(J.lkat) <J.lkat)

0,02461 0,01326 1,86
0,01246 6,731 10-3 1,85
6,538 10-3 3,077 10-3 2,12
4,461 10-3 2,244 10-3 1,99
3,077 10-3 1,667 10-3 1,84
2,244 10-3 1,090 10-3 2,06
1,308 10-3 8,974 10-4- 1,46

¡
5,961 10-4- 3,846 10-4- 1,55
4,250 10-4- 3,205 10-4- 1,33
3,846 10-4 3,077 10-4- 1,25
3,077 10-4 2,244 10-4- 1,37

J 2.244 10-¡- 1,846 10-4 1,21

METODE DE LES DILUCIONS PER A COMPROVAR
LA IRREVERSIBILITAT DE LA

INHIBICIó PER IgGs

Es va determinar l'activitat de divereee berregee d 'etieim i d 'stit icoe i de
les metieixee moeiree diluides 1/2. La concentració d'adenosina utilitzada
fou 5 10-5 N.

:::tz:::.l



5.5. CARACTERíSTIQUES DE L'ADA DE DIVERSOS TEIXITS DE RATA

5.5.1. ACTIVITATS ADA DE LES DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES

�

Les fraccions solubles de cervel l , cerebel, fetge, ronyó, melsa, cor , budell

prim I pulmó I múscul -esquelétic i estómac es van obtenir segons (4.1.) i si

bé per a obtenir homogeneltzats de pulmó I estómac i múscul esquelétic

s'utilitza un homogeneltzador d 'aspes amb ganivetes. L'activitat ADA de les

diverses fraccions solubles es va determinar un cop dessalades aquestes

fraccions m
í

tjancarrt una columna PD-10 (vegeu 4.5.1.). La Taula XXV mostra

l'activitat de l'enzim (vegeu 4.8.1.1.} a cada fracció soluble. La

concentració d'adenosina en la determinació d'activitat fou 5 10-5 M.

5.5.2. ELECTROFORESI DE LES DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES

S'efectua l'electroforesi de les diverses fraccions solubles (vegeu 4.6.1.�

i per tmcté específica (vegeu 4.6.6.)- s 'observa la preséncia d 'una única

banda corresponent a una única forma de l'enzim. Aques�a banda de

l'adenosina desaminasa presentava la aateíxa mobí l
í

tat en tates le5

fraccions considerades, ja que barreges de :Les d íverses :f:-3:::i�ns 73.::1

donar lloc a una sola banda per revelat especifico

-

-- ...
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TAULA XXV

ACTIVITAT ADENOSINA DESAMINASA DE
DrVERSES FRACCIONS SOLUBLES DE RATA

TEIXIT V 103

()J.kat/g teixit)

Pulmó 70 +1- 1
Melsa 62 +1- 3
Budell prim 55 +1- 9
Estómac 42 +I> 8

Ronyó 30,6 +/- 0,2
Cor 8,9 +/- 0,6
Fetge 8,3 +/- 0,1
Múscul esquelétic 3,4 +/- 0,5
Cerebel 1,5 +1- 0,1
Cervell 1,2 +/- 0,2

L'activitat edenoeitis deesmtusee es determina segons (4.8.1.1.), smb

sdenoeine 5 10-s N.

5.5.3. ESTUDIS CINETICS DE L'ADA DE LES DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES

5.5.3.1. DETERMINACló DE LA Km 1 DE LA V

Per a calcular els parametres cinétics de l'enzim de les diverses

fraccions solubles, es va utilitzar un marge de concentrací.ons. dadenos í

na

entre 1 lO-s M i 9 10-5 M. Les veloci�ats :nicia!s es je�erminaren segons

5. Par� gxperimental
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els paránetr'es cinétics segons (4.9.). Els valors de Km i V per a les

diverses fraccions solubles es presenten en la Taula XXVI.

TAULA XXVI

PARÁMETRES CINETICS DE L'ADA DE
DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES DE RATA

TEIXIT V 103 C}lkat/g teixit) Km lOS (M)

Pulmó 125 +/- 13 4,9 +1- 0,8
Melsa 123 +/- 42 4,7 +1- 0,3
Budell prim 115 +/- 38 4,1 +/- 0,2
Estómac 95 +/- 13 4,0 +/- 0,2
Ronyó 61 +f- 10 4,1 +1- 0,2
Cor 19 +/- 2 4,3 +1- 0,4
Fetge 17 +/- 2 4,5 +/- 0,1
Múscul esquelétic 7 +/- 1 4,3 +1- 0,5
Cerebel 3,2 +1- 0,7 4,0 +1- 0,6
Cervell 3,1 +1- 0,9 3,8 +1- 0,2

t
..

La concentració d 'adenosina utilitzada varia entre 1 10-s }{ i 9 10-s 11,

5.5.3.2. INHIBICló PER ETANOL

la inhibició per etanol de l'ADA de les d íver-ses rracc íona solubles

s'efectua utilitzant un marge de concentracions d'aden�sin3 e�tr� � �O-6 M

i 9 10-s M i unes concent:::-acions d 'etanol fins 1.1 �. L'e"Lauc--: in;:f:Jeix Q9
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forma competitiva l'adenosina desaminasa de les diferents fraccions

solubles de rata considerades.

La Taula XXVII mostra les constants d'inhibició per a les diverses

fraccions dels teixits de rata considerats.

"

5.5.3.3 .... INHIBICIó PER DMSO

Per a observar la inhibició de les diverses fraccions solubles amb

l'interval 1 10-5 M i 9 10-5 Mi mentre que les concentracions del

dimetil sulfoxid es van utilitzar unes concentracions d'adenosina en

dimetil aulfóxíd variaren fins a 1,9 M.

El DMSO és inhibidor competitiu de 1 'adenosina desaminasa en tots els

teixits assajats. Els valors dels paránet.res cinétics corresponents a les

diferents fraccions es recullen a la Taula XXVII.

5.5.4� CARACTERíSTIQUES DE L'ANTICóS DE L'ADA DE CERVELL DE RATA

f
f

5.5.4.1 .. ESPECIFICITAT DE L'ANTICóS EN FRONT DE TEIXITS DE RATA

Per tal d'observar l'especificitat de L'ant.ícós s'analitza l'efecte d'aquest

antic6s anti-ADA de cervell de rata sobre l'adcnosina desa:mínasa d 'altres

procedéncies ....

Pag:.na 1'54



TAULA XXVII

INHIBICló DE L'ADA DE DIVERSES FRACCIONS
SOLUBLES DE RATA PER ETANOL 1 DMSO

TEIXIT K1 (ETANOL) OD K1 (OMSO) (M)

Pulmó 0,58 +1- 0,05 1,36 +1- 0,07
Melsa 0,60 +1- 0,06 1,7 +1- 0,1
Budell prim 0,69 +1- 0,06 1,40 +1- 0,07
Estómac 0,71 +1- 0,05 1,26 +1- 0,09
Ronyó 0,78 t/- 0,09 1,5 +1- 0,1
Cor 0,58 +1- 0,06 1,4 t/- 0,1
Fetge 0,50 +1- 0,08 1,2 t/- 0,1
Múscul esquelétic 0,54 +1- 0,04 1,10 t/- 0,09
Cerebel 0,66 +1- 0,07 1,1 +1- 0,1
Cervell 0,48 +/- 0,09 0,99 +1- 0,06

La concentració d'adenosina utilitzada varia entre 1 10-5 }[ i 9 10-5 N.
Les concetitrecione d'etnnol i de DHSO arribaren fins 1,1 N i 1,9 N,
respecti vaaen t.

Per aixó es determina l'activitat ADA de diverses fraccions solubles a les

que s'afegiren 5 unitats de l'anticós purificat i es van deixar en

contacte durant 30 mino

De totes les fraccions solubles assajades, només aquelles que provenien de

rata eren inhibides per l'anticós. L'anticós anti-ADA de cervel1 de rata

no va afectar l'activitat adenosina desaminasa de les f:raccions so lub Iee

descorca cerebral de bou, de budell de bou ni d'eritrocí"ts auraans , La

Tau la XXVIII presenta L'efec'te de L'ant í.cós sobre : 'adancs
í

na �e.:;a:r::':-.a=a

de les diverses fraccions solubles de rata -est.uc.iade.:;.



TAULA XXVIII
,[

1
1INHIBICIó DE L'ADA DE DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES DE RATA

PER IMMUNOGLOBULINES ANTI-(ADA DE CERVELL DE RATA)
l·

�
h
r

TEIXIT ESPECIE % INHIBICIó

Pulmó Rata 64 +/- 2
Melsa Rata 56 +/- 14
Budell prim Rata 70 +/- 2
Estómac Rata 72 +/- 7

Ronyó Rata 80 +/- 2
Cor Rata 74 +1- 6

Fetge Rata 69 +/- 4
Múscul esqueIétic Rata 62 +/- 20
Cerebel Rata 43 +/- 7
Cervell Rata 48 +1- a
Cervell Bou o
Budell Bou o
Eritr6cits Home o

La concentració d'edeuoeitie utilitzada va ser de 5 10-5 .1[. Les moeiiree

eneimst.iquee es van diluir fins una activitat de 1,0 10-4 - 1,8 10-4 J.1kat
i es van tractar durant 30 min smb 5 unitats d'anticós per a determinar
la inbibicio resultant.

El conjunt de resultats presentats en l'apartat 5,5.� pel que fa als

estudis cinétics i immunológicst sembIa indicar que l'adenosina desaminasa

de les dive�ses fraccions solubles del::; teixit::; de ra�a considerats és, si

no el mate íx enz
í

m a "t:Jts als teixit::o, similar t:\el :¡_u¿ fa a ':'e::otructura

del centre act íu i del centre immunogenic a L'enz ím de cerve l I,



6. DISCUSSIó

6.1. DIFERENCIES DE LA 5'N 1 DE L'ADA RESPECTE A ALTRES EllZrMS

El desaxicolat desorganitza les membranes i aixó permet extreure e1s

enzims associats a les membranes i alliberar els enzims que es troben

dins deIs orgáuul.s rodejats per membranes. Aixó s 'ha demostrat en

fraccions subcel.lulars d 'escorca cerebral de rata <145}.

L'activitat ADA' de la suspensió de ·vesícules sinaptiques en sacarosa i la

de la suspensió en desoxicolat són molt similars; a
í

xó suggereix que

l'enzim es troba en la cara externa de les vesicules s ínapt íquea. La

presencia de la 5'N a les membranes ba estat descrita per numerosos

autors (34,35,36,46,47,52) . Es suggereix que la 5 'N • igual que l 'ADA t es

loca1itza en la cara externa de les vesicules sinaptiques. Aixó concorda

amb els resultats obtinguts per Franco (32) � En altres enzims, en tractar

amb desoxicolat s 'observa un augment d'activitat. Aquesta aparició

d'activitat es deu probablement al fet que en desorganitzar les membranes

degut a l'acció del detergent, s'ban alliberat els enzims de l'interior

de Ia organu ls. Aixo val per a la PiP, GAH. LDH i MDH.

En els sinaptosomes, igual que en les vesícules aí nap+íques i en els

microsomes, l'ADA i la 5 'N es traben també en la cara externa de Is

crganuls. Aixó també s'observa coaparant, ccrrespcnem.s act íví tata d.e

6 � Discuss ió ?as:'na 1.57



les suspensions amb sacarosa i amb desox1colat. Ara :)é, 'St \t"i :.�r.$.!i-3'r�

que les vesícules a ínapt iquea es traben en l'inter<..cr "'A_e ,
.. "'_'" $.n.\':'tcs,,:y¡es,

els resultats també indiquen que l'act1vitat ADA ! 5'11 én • '�::1��r::::r es

:molt :menor en front de l'activitat exterior.

Aquesta diferencia d'ADA i de 5'N respecte als altres en:!:.us ¿studiats

LDH, M:DH, PNP i GAH es fa notoria encara st s'cDserven 1es activitats

globals després del tractament amb desoxicolat en sinaptosomes. V8S1cules

r
1 sfnápt íques i microsomes. ÉS important, doncs, e-! fet q'Je. mentre la

relació entre la quantitat deIs enzims LDH. )I{DH. PiP i GAH. en

sinaptosomes I vesícules s ínapt íques i microsomes es '1 �ér.� iea per a tots

e11s, l'ADA i la 5'N es traben proporcionaIment en qua::'ti":.1�s mes e�evades

que la resta deIs enzims, tant en vesrcul.es ::in.a?tl;:Je5 com en

sinaptosomes. En el present treball es cOhf:rmen e�s r�s�l���_s obtinguts

per Franco en vesícules amapt íques (32) i s'extenen e:s resultats als

sinaptosomes. La proporció més elevada d'!!)A 1 :5 ry sobre els altres

enzims és un altre indici que aquests enzims si�uin �nz:ms de membrana.

Aixo esta d'acord amb que la possible i-pa.:t:'·¡a:::o- de l'adenosina,

considerada com a neurotransmissor (146' t s 'ba j 'efectuar m í.t jancarrt

1 'ADA, enzim que es suposa localitzat en �a s'Jper:l:::ie de les cél.lules

cerebrals (60). Si l'adenosina juga un paper' ;::C:::l a neurotransmissor o

neurohormona en el sistema nerv
íó

s central t �4Q ¡, 1 'ADA s'hauria de

localitzar en determinades zones de les ne�rones ... per exemple, en les

s ínapaí s: i atxó estaría d 'acord amo e:" ;"?t ';''':12 : '3::"::.,,.i-:a-.;. ADA és elevada

en sinaptosomes i en vesrcures i me:::¡bra::L.o:5 ::;�:-,a::r:íq''';'2.5 Iveiteu Taules IV,

V i VID.
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En el present treball s'ha estudiat també els valors de les constants de

Xichaelis de la 5'H en front d'AXP i de l'ADA en front d'adenosina, de

diversos organuls membranosos i de fracció soluble.

Pel que fa referencia als parametr-es cinétics de la 5'H, cal destacar que

els resultats són similars en tates les fraccions subcel.lulars

estudiades, cosa que no concorda amb la presencia de dos enzims diferents

(en fracció soluble i en orgánula membranosos). En els experiments

cínet ícs efectuats sobre fraccions particulades es va establir la

proporció de 1 'enzim uni t a les membranes de les partícules. L'activitat

5'H solubilitzada per acció de l'AXP va ser molt baixa, un 8% com a max.ím

(vegeu Tau les IX, X i Xn. En el cas de l'ADA, l'alliberació de l'enzim

particulat per acció de 1 'adenosina , en canvi, va ser més elevada respecte

a l'alliberació de la 5'H, i varia entre un 20 i un 30% segons la fracció

particulada (vegeu Taules XIV, XV i XVD. Xalgrat aixó, l'enzim de totes

les fraccions particulades, igual que el de fracció soluble, exhibeix en

tots els casos una cinética de Michaelis-Menten. Tampoc s'observen

discrepancies entre els valors de Km determinats per a l'ADA deIs

diferents orgánul.s subcel.lulars.

A pH 7,4 i 30'" e, els valors de Km per la 5'H utilitzant A)1P cero a

substrat és de 1,4 10-5 X - 1,6 10-5 M segons la fracció estudiada f.vegeu

Taula XID, BIs valors de Km de 5'H de fracció soluble, de microsomes, de

sinaptosomes i de vesicules s ínapt íques són analegs i a íxo suggereix ;ue

es tracta d'un ún.íc enzim. El valor de K... dE:t¿rmina,: :o:�:::J::-::a 30m':: �l

6. lJiscuss:'Jo



rata (Km = 1,1 lO-S M). També concorda amb el valor donat per Mallol per

a la 5 'N de fracció soluble de cervell de bou (149) (Km = 9,2 10-6 M),

pero difereix del de membranes de tiroides bovina (150) (Km = 8,5 lO-S

)[) .

,.l
EIs dinucleótids i els tr-ínucleót.ída, i principalment 1 'ATP, l'ADP i el GTP

modulen la 5 'N de diversos orígens. En aquest treball i per a 1 'enzim de

cervell de rata s'ha observat que la inhibició per ADP és de tipus

competitiu, tant en les fraccions membranoses com en el citoplasma, amb

"

un valor de KiP similar en totes les fraccions subcel.lulars estudiades

(Kip = 2 10-7 M - 6 10-7 M) wegeu Taula XIID. Aquests valors de Kip

són molt petits, la qual cosa indica que 1 'ADP és un potent inhibidor de

l'enzim. La petita variació entre els valors de KiP, trobats pels diferents

orgánul.s subcel.lulars pot ser deguda, per tant, a variacions en 1 'entorn

de l'enzim unit a les diverses fraccions membranoses. La inhibició per

ADP té sentit fisiologic si considerem la reacció de 1 'adenilat quinasa

que a partir d'AMP i d'ATP genera dues mol.lécules d'ADP. Quan en una

cél.lula hi ha excés d'ADP és degut sovint a un defecte d'ATP. Llavors és

Ióg íc que s'eviti la pérdua d'AMP pel camí de degradació de purines

Unhibint la 5'H) i que s'obtingui més ADP via adenilat quinasa per a

fosforilar-lo a continuació per a obtenir energia. El fet que es

metabolitzi més AM:? per una ruta (vía adenilat quinasal fa que no es

metabolitzi tant AMP per una altra ruta (ví.a 5'H)' L'enzim de cervell de

bou <151 J i el de pore (30) són també inhibits fortament i de forma

competitiva par l'AD?



En la present memoria s'ha trobat activitat ADA en les fraccions

particulades estudiades, i segons els experiments d'alliberació sembla que

l'ADA podria trobarse lligada a les membranes cea a protelna periférica.

Es pot pensar, degut a la relació que té amb la 5'N i a la diferent

facilitat amb la qual s'allibera de les membranes per acció del

desoxicolat 0,075%, que es trobessin unides en les membranes; la 5'N com

a protelna constituent i l'ADA com a protelna periférica.

Trams i Lauter van proposar l'any 1975 la hipótes
í

de l'existéncia d 'una

ADA particulada associada a la membrana plasmatica en cultius de

cél.lules (60), si bé no van poder demostrar-ho. 8'ha observat en diversos

teixits que l'activitat ADA es troba lligada a una protelna anomenada

protelna d'unió -de l'ADAj- que esta associada a les membranes (92). L'ADA

s'allibera, en les condicions de treball, en més proporció de les

membranes i a íxó podria induir a pensar que es tractés d 'un enzim que

tingués dues formes en equilibri: una unida a membrana i 1 'altra no

(29,152,153). Aixó té una importancia relativa a l'hora de determinar els

par-ame'tres ctnét.Ics , perque les K .... són del mateix ordre per a totes les

fraccions (Km = 2 10-5 M 4 10-5 M). (vegeu Taula XVID, i es pot

considerar igual que en el cas de la 5'N que es tracta d'un únic enzim que

es localitza en tates aquestes fraccions estudiades.

Franco (32} ha demostrat per igualtat en el recorregut electroforetic que

l'ADA de fracció soluble i la de, microsomes de cervell de rata correspón

a la mateixa forma mo lLecular , dada que concorda amo els resulta"ts

esmentats. Els va lors de K .... per l'A:iA obt ínguts en el present treball

conccrcen amo els de l'enzim de cerveE de meno ¡l54} <1(". = 3,2 10-5 JfL



i da er
í

tr ócí ta humans (Kr.. = 2,5 10-5 Jü (155), pero' difereiz:en del de

1 'enzim de fetge de bou (K... = 8 10-5 '0 (156), En fetge de bou S'observa

que l'ADA no és afectada per la presencia de productes de la síntesi de

novo ja que l'ATP, el GMP, l'XMP i l'IM:P no manifesten la més mínima

inhibició (156). En la present memoria s'observa que l'ADA de cervell de

rata no és inhibida per ADP.

Cal considerar que els parametres cinétics calculats, tant per la 5'N com

per l'ADA són parámatres aparents, donat que considerem que 1 'aigua, segon

substrat de les dues reaccions, es traba en concentració saturant. Les

dades cinetiques obtingudes per a ambdós enzims de les diverses fraccions

subcel.lulars de cervell de rata són indistinguibles i probablement

representen diferents localitzacions deIs mateixos enzims. Com que la 5'N

i l'ADA de fraccions soluble i microsomal venen principalment del pool

intracel.lular, mentre que en sinaptosomes i en vesícules s ínapt íques

venen de les membranes pl.asmát íques (pres íuapt.íques) j aquestes similituds

suggereixen que és factible el moviment deIs dos enzims entre la

superfície cel.lular i intracel.lular. Aquest moviment s'ha demostrat per a

la 5'N en hepatocits i limfócits (157) i en fibroblasts (158},

Pel que fa als estudis de microscopia electrónica per a observar ia

localització de la 5'N i de l'ADA s'observa que ambdós enz íms. es troben

associats a les membranes de sinaptosomes� Aquests resu�tats estan

d 'acord ambeIs descrits per Kreutzberg i Hussain (159) per a la 5 ']', Ara

bé, no tots els sinaptosomes tenen 5'N un ída a les me:nbra::J.as>l :a qua L

cosa indica que no tats els siLlaptosamas presents a: cervall ?r�¡ene::J. Ce

nervis purinérgics. Ev ídentnent , e�s s.í.naptosomes que no per tanyes s ín ala

e ... �iscussi.(J



nervis purinérgics no precisarien l'ADA ni la 5'N units a la seva

superfície, ja que no tenen com a neurotransmissor l'adenosina, o l'ATP, 1

no necessiten metabolitzar-los un cop utilitzats. Pero aixo no esta molt

clar , perque l'ATP també es llibera com a cotransmissor en sinaptosomes

obtinguts a partir de L'crgan e léc'tr-Ic del peix Torpedo maTmQTata, que

consta solament de nervis colinergics (160).

6.2. ESTUDI DEL TRANSPORT DE L'ADENOSINA

En l'apartat anterior s 'ha descrit el diferent comportament de l'ADA i la

5'N en diverses fraccions subcel.lulars respecte als altres enzims

estudiats (vegeü 6.1.). S'ha explicat també que aquesta diferencia pot ser

deguda a que l'ADA i la 5'N es trobin associades a les membránes de.Is

organul.s subcel.lulars.

La causa de que aquests dos enzims estiguin cap a l'exterior de les

ceLIules és desconeguda , Si s'observés el transport de substrats

relacionats amb l'ADA ilo amb la 5'N cap a 'l'interior dal.s or'gánul.s

membranosos, es podria pensar en una actuacté coordinada de l'ADA i la

5'N com a transportadors de membrana captant adenosina cap a l'interior

de la cél.lula. Tanmateix, les act ív í.tata daqces'cs dos enz ias , juntament

amb la de l 'adenosina quinasa, regulen la concentració de 1 'adenosina

(161).

En haver treballat sempre en medí que -::r::':e!..:a sacarosa IJ ,23 �". e�s

microsomes, s ínaptcscaes :i ves ícu Ies s:'naft:;_::.:r: ere:. ser.::ers � CO!ll?OS"':C.5
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de membranes tancades de nou. Els sistemes que contenien aquests orgánuls

mantenien amb el temps els punts isosbéstics adenusina-inosina, tant

treballant amb adenosina com amb adenosina i Pi en el medio En cap cas

va disminuir o augmentar l'absorció de1s punts isosbéstics. Aixo indica

que l'adenosina no entra en les condicions d'assaig dins les partícu1es.

Igualment tampoc entra inosina. Si aquests metabolits haguessin entrat

dins del.s orgánul.s s 'hauria observat una variació d 'absorció en els punts

isosbéstics degut a la disminució de concentració en l'exterior d'aquests

organuls.

1

Ara bé, es possib1e que la funcionalitat del sistema de transport sigui

molt reduida o bé que s'hagi perdut comp1etament degut al procés

d 'homogeneització per a obtenir la fracció particulada. No és possible,

pero, un tractament més prolongat de les partícules per veure un canvi

d'absorció de1s punts isosbéstics perque, transcorregut un cert temps a

30° e, es produeix una precipitació d'aquestes partícules.

Degut a la no aparició d 'hipoxantina, es confirma que no existeix PNP en

l'exterior de les fraccions particulades com ja s'havia observat en

l'apartat (6.1.), Si existís PNP es formaria hipoxantina i desapareixeria

inosina produint una variació d 'absorció en els punts isosbéstics en

aquells casos en que hi havia Pi en el medi, ja que el sistema :nosina­

nipoxantina no té els mateixos punts isosbestics que el sistema

adenosina-inosina.

Respecte als e�;-w¿is per HPLC, en cervall sencer tanpcc s 'cbser'va un

'transpcrt d 'adencs ína , aiA: con taaj oc 'E:S Dcs",:!.';:¡:e cbservar apar íc í.ó ie



inosina per efecte de 1 'enzim. Aixó pot ser degut a la poca activitat de

l'enzlm a cervell (vegeu 5.5.), ja que en treballar amb budell l'activitat

és ben visible.

L 'ADA de budell de rata degrada continuament l'adenosina extracel.lular en

una proporció bastant elevada. L'enzim es localitza a la cara

extracel.lular de la membrana p lasmát íca, ja que no s'observen signes de

disrupció cel.lular durant els banys de teixits. No s'observa tampoc la

presencia d'hipoxantina, que podria apareixer per acció de la PiP sobre la

inosina formada i el Pi de la soludó de Krebs. De fet[ la suma ce

1 'adenosina i de la inosina coincideixen en tot moment amb la

concentració d'adenosina inicial.

Aquests resultats concorden amb els estudis efectuats sobre fracci:::ms

subcel.lulars de rata observant la no variació deLs punts iS05best::.cs

(resultats discutits en aquest mateix apartat s. El fet que l'enzim s'uneixi

amb la protei:na d'unió de l'ADA, proteina intrinseca de membrana (92} i la

demostració d'una topologia similar entre la 'S'N i l'ADA !'vegeu 5.1.> també

estan d'acord amb els fets aquí descrits.

El dilazep és un inhibidor del transport d'�de��si�a, ��ntre que l'EHNA és

un potent inhibidor de l'ADA, ta� cero es pct .¿'-,re er. !.'apartat <5.2." En

el present estudi s'ha ob5ervat elle ccmpoatos estudiats

inhibeixen l'enzi:rn. Aixó uodrka sU5Serir :;'1..:-: liADA actués com a

-:ranspon.ador de ::"�d¿ncs:na, don=.":: ;ue ¿:"s :;:::;:m?cs.¡:,.:;s que mh í be íxen e::'



no actuen independentment, ja que 1 'EHNA afecta la cinética del transport

de l'adenosina (162). Ara bé, per a veure si 1 'enzim és el responsable del

transport de 1 'adenosina caldrien estudis més extensos. Seria, dones

necessari recorrer a compostos marcats radioactivament en l'NH2 del Cs de

1 'adenosina.

6.3. PURIFICACló 1 CARACTERITZACló DE L'ADA DE FRACCló SOLUBLE DE

CERVELL DE RATA

La similitud en les característiques cinétiques de 1 'ADA de les diverses

fraccions subcel.lulars d 'escorca cerebral de rata (vegeu 5.1.2.2.)

justifica que·s'utilitzi com a material de partida en la purificació el

sobrenedant de la ultracentrifugació a l05.000xg d'un homogeneltzat de

cervell de rata en sacarosa 0,28 M: tris-HCl 30 mM: pH 7,4. En la

electroforesi d 'aquesta fracció soluble apareix només una banda

d 'activitat ADA per revelat especifico L'electroforesi del purificat mostra

també una única banda, tant per revelat específíc com per revelat general

de protelnes (vegeu 5.5.2.) .

.Pel métode de Andrews (123) es determina el pes· mol.lecular aparent del

purificat (35.000), D'acord amb la classificació de Fisher (75. 78). la

única forma que apareíx en cervell de rata és la forma C, de pes

mol.lecular petit. El valor de pes mol.lecular obtingut és similar al de la

forma C de granota (75), pollasue {78}, mamífers 1.65, 79, 83) i teixits

humans (84).
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La composició d'aminoacids del purificat es simi�ar 11 :a :'e �a. f:lrma c:

d'altres mamífers (80, 82, 84, 85), si bé la GLY es bas ...arit elevada i la

VAL disminuida (vegeu Taula XIX). Pel que es pot, veure 3. :a Taula XIX

l'enzim presenta una proporció bastant elevada de GLlJ i A3.P¡ per aixó el

seu punt isoeléctric és a la zona acída <pI ::. 5,2 -r/- 0,2). Aquest valor

concorda amb el punt isoeléctric de la forma e de budell de conill <pI =

4,94-5,12) (86), de mucosa de budell de bou epI = 4,8-4,9) (163, 164>. de

duodé de pollastre <pI = 5,0) (72', de fetge de bou <pI = 4,8) (83) i de

er rtrócrta humans (p I = 4,7-5,05) (165),

L'energia d'activació de la forma e determinada segons la representació

d 'Arrhenius és de 8,9 Kcal/mol. Aquest valor es comparable amb el de

l'enzim d 'eri trócíts humans (165) <8 Kcal/moD i el de fetge de bou (8,85

Kcal/moD (83) i indica que es necessita relativament poca energia per a

provocar la reacció d 'hddró Lí.s í.. El valor d 'energia d 'activació es traba

dins del límit establert per Ha i Fisher per als mamlfers (166). La forma

e de fetge de pollastre mostra un valor lleugerament superior: 17

Kcal/mol (78).

De ls estudis amb el pH es suggereix que el grup imidazola d 'un reste de

histidina i el grup sulfhidril d'un reste de cistelna estan involucrats en

la unió del substrat amb L'enzfn. Aquest fet esta d 'a.:ord amb els

resultats descrits per Maguire i Sim per :'enzi� de ?:a.:enta de bau \65>.

L'enzim ¡Jot actuar en un marga de pH opti::n -e;¡�I'e "'5 1 i' .4, val.ors molo;

pr6xims al seu pI¡ i aixo suggereix qu-e : 'adencs ír.a :.� s 'unéi:( 3: cen:::e



atraccians de tipus hidrof¿bic, fet que concar·da amb 1e mecanisme

d 'actuació de l'enzim proposat per Maguire i Sim (65).

S'ha estudiat també el comportament cmét.íc de l'enzim purificat,

utilitzant adenosina com a substrat de la reacció. Els valors de Km i V

de la reacció a 30° e i pH 7,4 són 4,5 10-6 Mil ,98 nmol/s ml

respectivament. Aquest valor de Km coincideix amb els determinats per els

diferents organuls subce1.1ulars estudiats (vegeu 5.1.), així com també amb

els va lors de KrA de l'enzim d 'altres procedéncies: cervell de mono (K"" =

3,2 lO-s M) (154), eritrocits humans (KM = 2,5 lO-s M) (155); pero

difereix del de l'enzim de melsa de bou, que posseeix una afinitat més

baixa cap a l'adenosina (KM = 4 10-4 M) (167). Totes les dades de Km

donades corresponen a la forma e de l'en�im.

La inhibició de l'ADA és útil per tal d'augmentar els nivells d'adenosina,

produint un augment en la depressió basal de les neurones (168). En

aquest aspecte és important conetxer 1 'efecte de diversos compostos en

l'activitat de I'enzim. Dins de Is metabolits purínics, només l'adenina, la

hipoxantina, la guanosina i el producte de la reacció: la inosina

inhibeixen 1 'enzim (vegeu Figs. 46, 47, 48 i 49). La inosina és un

inhibidor competitiu del purificat de cervell de rata (Ktp = 1,53 10-4 .Mi.

L'adenina i la hipoxantina són inhibidors no compet.í t íue de l'A:lA; la

guanosina és un inhibidor competitiu, amo una :orTa simi:ar a �a inosina,

producte de la reacció. Els altres metabolits pur ín ícs :10 alteren

l 'act
í

vitat del purificat de cerve l.l :le rara. .:\.:::'':09::;'':3 r-=su>:a:s :':Jr.·::or:'e!:¡

amb els descri�s per Fonoll �B3} i Fra�cD I32 .



La inhibició per etanol i per dimetil sulfóxid és de tipus competitiva.

Tot i no ser ana legs de l'adenosina, l'etanol i el dimetil sulfóxid

inhibeixen l'enzim probablement perque competeixen amb l'aigua, l'al tre

substrat de la reacció. La inhibició per etanol pot estar relacionada amo

l'efecte depressiu que segueix a una ingestió d'alcohol. Considerant que la

K1 de l'etanol val 0,48 M, es pot arribar a més d'un 20% de inhibició en

els nivells més elevats d 'intoxicació alcohOlica (més de 2 g d 'etanol/D.

Ara bé, aquest valor pot arribar encara a ser més elevat si es considera

que la difussió de 1 'etanol a través de les membranes del sistema nerviós

central és alta. Els símptomes d'alcoholisme cróritc poden ser para1.lels a

la no funcionalitat de l'adenosina desaminasa. La inhibició de l'enzim per

aquests disolvents organics (DMSO i etanol) pot ser deguda a la modulació

de l'activitat dal.s enzims units a membrana quan es produeixen canvis en

la composició lipidica de les membranes (169). Com que l'ADA es localitza

a la cara externa de les membranes (32, 60), la inhibició produiria un

excés d 'adenosina extracel.lular i aquesta adenosina actuaria com a

neuromodulador de la transmissió nerviosa en cervell�

L

Per la mateixa raó, s'ha estudiat l'efecte que diverses drogues

antidepressives tenen sobre L'act ív
í

tat ADA. Les metilxantines cafelna i

teobromina no afecten l'activitat de l'enzim, i a íxó suggereix que l'efecte

terapéut íc d 'aquests dos compostos nonés es deu a la unió als receptors

d 'adenos ína del sis'Lema nerviós cerrtra.; , En canví 1- l'efecte de �a

teobromina és doble, ja que antagonitza l'acció de l'adenosina mi tjan<;:ant

una interacció amb els receptors p\ 070J i tambe Inb
í be íx l'enzim Que

áegrada L'aderios ína ;ADAí \vegeu Tau:a XI,t. ::"a inbib:clO de l s :::''1e:-;'::J'2.



d'adenosina estudiada per Phillis i Vlu en el sistema nerv
íé

s
.

central.

(142)-.

6.4. PURIFICACló 1 CARACTERITZACIó DELS ANTICOSSOS CONTRA L'ADA DE

CERVELL DE RATA

L'ADA de cervell de rata és capac; d'actuar com a antígen en el conill, la

qual cosa indica que 1 'enzim de rata, tot .í les similituds de pI i

composició am ínoác ída amb el de canill (82, 86) és diferent de 1 'enzim de

conill, al menys en quant a zones antigeniques.

La unió d'aquest anticós amb l'ADA pradueix una inhibició en l'activitat

de l'enzim. Aixo suggereix que, o bé el centre antigénic i el centre actiu

es traben molt a prap i la unió de l'anticos pradueix un lleuger

impediment estéric a 1 'entrada del substrat cap al centre actiu, o- bé que

la unió antígen-anticós fa canviar lleugerament la canformació de 1 'enzim

i aquest canvi lleuger afecta al centre actiu creant certs prablemes per a

la unió enzim-substrat.

Les IgGs anti- ADA de cervell de rata es van purificar 5,7 vegades amb un

rendiment del 85%. L'únic pic abtingut per HPLC i la única banda

abtinguda per immunoelectroÍoresi indiquen que la fracci6

immunaglabulínica és horaogema í: que altres proteines no
í

rrteracc
í

anen

amb I 'enz íra pravocant la ir.hibid6. áquesr :e;:. �:5. conf írna :Jbserv�nt

el serun d 'un coní l l nG-immunitzn no �rod'�ei:{ :i:ni":::ii::.io sobr-a � fAJA.



L'estudi c ínet íc sobre l'ADA de les IgGs purificades mostra que la

inhibició depén del temps de contacte enzim-immunoglobulines. lndiei d'una

inhibició irreversible (141), La irreversibilitat de la inbibieió de -les

19Gs es confirma mitjan�ant el metode de les dilucions Cvegeu Taula XXIV)_

�
j

1
La "Ki" de la inhibició no competitiva no té doncs, cap valor. ja que

aquesta "constant" depén del temps de contacte enzim- 19Gs i de la

concentració d'ADA utilitzada.

Cal esmentar que estudis recents han mostrat
_ que altres anticossos no

inhibeixen el seu antígen enz.íraát íc , Així, Aran, trebat lant amb l'ADA

d 'eritracits humans ha observat que les 19Gs antl- ADA d 'er
í

tróci ts no

inhibeixen l'ADA de eritrocits (171), la qual cosa indicaría que .1'enzim de

rata i l'enzim huma tenen diferents centres amb diferent potencia

antigénlca. Per altra banda, Daddona i Kelley C84} van observar que

l'anticós anti-ADA de budell de bou precipita l'ADA d'eritr6cits humans í,

a íxó indicaría una similitud entre els centres antigénics de Is enzims

d'eritrocits humans i de budell de bou. L'enzim de eervel::t de rata, en

canvi, com ja s 'ha descrit anteriorment, no presenta similituds

antigéniques amb el de budell de bou ni amb el d'eritrocits humans, ja que

l'anticós anti-ADA de cervell de rata no inhibeix ca? d'aquests dos enzims

esmentats.

6.5. CARACTERíST1QUES DE t'ADA DE DIVERSOS TE�XITS DE RATA

Es determina la dis¡.r¡'�ucí:) diversas fraccions

citoplasmatiques dela que 1 'actav
í

tat



disminuia en el següent ordre: pulmó :r melsa > budell prim ) est6mac )

ronyó > cor > fetge 7 múscul esqueletic r cerebel > cervell.

La baixa activitat ADA en els teixits del sistema nerviós és logica

considerant que aquest teixit és molt defieient en la síntesi "de novo"

(2). Una aetivitat més baixa deIs enzims del catabolisme purínie i una

més alta reeuperació de les purines estabilitzaria la deficient síntesi "de

novo".

És curiós observar que, en els organs que tenen una comunieaeió directa

amb el medi ambient (pulmó , estómae, budell prim) , l'activitat ADA sigui

molt més elevada que en els órgans interns (ronyó, cor, fetge). El nivell

elevat de l'enzim en melsa, teixit productor de limf6cits, pot estar

relacionat amb el sistema í.nmune: dones s'ha observat qua sovint, la

immunodeficiéncia va lligada a una deficiencia d'ADA (98) • Numerosos

autors han observat la toxicitat de l'adenosina i la 2'desoxiadenosina en

presencia d 'inhibidors de l'ADA. Així, en injeetar inhibidors de l'enzim

s'observen inhibicions de la eitolisf mediada per limfocits, de la

limfoblastogénesi i de la transformaeió de monocits a macrófags (172).

Conway i Cooke (173), treballant amb l 'enzim de teixits de con
í

lL, van

trobar que liADA es traba en proporcions bastant elevades en melsa 1 en

part del tracte intestinal, mentre que en el ronyo, fetge, múscul

esquelétie, cor, pulmons i cervell els vaIcr s eren menors. En ers teixits

digestiu \.e:cepte en
..,._. '''':0'''''
_ .... __ ...L,_ :n.en�!'e- 1. '1-9

O.:: e:. ;r. ús ; ..!�



bufeta, pulmó, ronyó, cor i cervell. Aquestes similituds entre els enzims

funció d'alguns teixits.

de rata, conill i home suggereixen que l'ADA té un paper important en la

L'alta activitat de 1 'enzim al budell prové, principalment, de la lamina

propia com es pot veure deIs estudis immunohistoquímics realitzats per

Chechik <174, 175). Aquesta localització específica pot estar relacionada

amb l'efecte daIs inhibidors de l'ADA sobre l'acció relaxant de l'adenosina

en el múscul 11is del budell. En les fraccions subce1.1ulars de cervell,

l'enzim es localitza, juntament amb la 5'H, en la cara externa de les

vesícules s ínápt íquas i sinaptosomes (145). D'aquesta manera, tot i que

l'activitat de l'ADA es baixa en el sistema nerviós central <tant en

cervell com en cerebel.) , la localització específica de l'enzim pot tenir un

paper important en la degradació de l'adenosina en determinades zones.

Les inhibicions per DMSO i per etanol són competitives i a íxó pot ser

degut a que l'inhibidor competeixi amb l'aigua, l'altre substrat de la

reacció. La inhibició per etanol ·pot estar relacionada amb els efectes que

produeix la ingestió d 'alcohol. Com que l'enz1m esta probablement i en

part, localitzat a la cara externa de les ceLlules (vegeu 5.1.). la seva

inhibició augmentaria el n1vell extracel.lular de l'adenosina. L'adenosina

té un efecte depressor en el teixit cerebral .. pero també té un efecte

vasodilatador, augmentant el flux de la sang a: �ervell (176) i estimulant

1a secreció de insulina (132, 177).

En l'apartat (6.3.J ja s.'ha ¿is::.n:it '=!'Je 3. 'A:A :r:·!..!r:':i�.3.i3. de ;::erve:l de



descrita per Ha i Fisher (75,78). E1s estudis cinétics, immunoquímics i

electroforetics indiquen que l'ADA és similar en tots els te1xits

estudiats i que en tots ells es traba només la forma e de 1 'enzim. Aixó

esta d'acord amb el fet que Ma i Fisher, quan van descriure les diferents

formes de l'enzim de diversos orígens, van observar que en fetge de rata

apareixia principalment com a forma e (79).



lª.- En la fracció soluble, en sinaptosomes i en vesícules atnápt tquas de

�.,
r·

'

¡

7. CONCLUSIONS

cervell de rata es troben tots els enzims del catabolisme purínic:

5'Nucleotidasa, Adenosina desaminasa, Purín nucleosid fosforilasa i Guanín

amino hidrolasa i també. la Lactat deshidrogenasa i la Malat

deshidrogenasa. Els esmentats orgánuts subcel.lulars són, dones, uns bons

medis per a l'estudi del catabolisme purínic.

2ª.- En les fraccions particulades estudiades, l'ADA i la 5'N es comporten

de manera diferent del.s enzims: LDH, MDH, PNP i GAH:

- L'ADA i la 5'N es troben proporcionalment en quantitats més elevades en

sinaptosomes, vesícules aínapt íques i membranes s ínapt.íques respecte als

altres enzims.

Les activitats ADA i 5'N de les suspensions de les fraccions

membranoses tractades amb desoxicolat 0.075% no varíen respecte a les

suspensions en tampó tris-HCl 30 mM, sacarosa 0.32 � pH 7.4¡ mentre que

els altres enzims augmenten notablement.

3ª.- De la conclusió anterior i deIs estudis de localització per

microscopia electrónica se suggereix que l'ADA i la 5'� es troben lligades

a les membranes en la cara exterior deIs organul.s subcel.Iulars estudiats.

La 5'}T és una prtrtema conat
í

tuent de membrana í se sugger-aíx que l'ADA,

·::¡_ue s'a:'li"':iera més facilme�t ::e :¿s merabranes ::¡_ue :q 5'5. eS una pro"telr.a

per
í

rer tca.



4ª.- BIs valors de Km de 5'H per AMP deLs diferents organuls d'escon;:a

cerebral de rata estudiats són similars. Aquest fet succeeix també amb

els valors de Ktp a causa de l'ADP, que inhibeix de forma competitiva

l'enzim. Es pot pensar, dones, que es tracti del mate ix enzim en totes les

fraccions subcel.lulars. Les fosfatases no interfereixen en la

determinació d'aetivitat 5'N en les condicions de treball.

5ª.- EIs valors de Km d'ADA per adenosina deIs diferents organuls

subeeI.lulars estudiats en eervell de rata són, similars. En tots aquests

orgánuls l'ADP na inhibeix l'ADA. Es pot pensar, dones, que es tracti del

mateix enzim en tates les fraccions subcel.lulars.

6ª,- El sistema adenosina-inosina posseeix tres punts isosbéstics a les

Iongituds d 'ona A = 221.5 nm, A = 250 nm i A = 281 nm. Aquests punts

isosbéstics es mantenen en estudiar microsomes, sinaptosomes í vesícules

sináptiques tant amb adenosina com amb adenosina i Pi en el medi de

reacció. L'ADA es traba dones a l'exterior d'aquests orgánu la subcel.Iulars

i la PNP a 1 'interior .

n.- L'aetivitat ADA de cervell de rata després de l 'bonogenertzactó es

localitza prineipalment en la fraeeió citosoluble i per aixó es purifica a

partir d 'aquesta fraeció, El purifieat s 'efectua per calefaceió a 60"" e

durant 30 min, precipitaeió amb (NH4)2S04 al 80% de saturació.

cromatografia en DEAE-Sepharosa r electroelueió. S'obté un únic pie

d 'activitat ADA, amb un pes mol.lecular de 35.000 i un punt isoeleetric de

6,0.

r Conc.Ius ícas



8ª.- L'ADA purificada de cervell de rata presenta un comportament

mtchaal ía i és inhibida de manera competitiva per la inosina i per la

guanosina. La hipoxantina i l'adenina la inhibeixen de forma no

competitiva, mentre que els altres metabolits purínics no tenen cap efecte

sobre l'enzim. L'etanol i el dimetil surróxíd són també inhibidors

competitius de l"enzim¡ diverses drogues amb efectes antihistamínics,

1 'enzim. Aix6 suggereix que aquests compostos poden modular l"acció

t

¡
vasodilatadors, antidepressius, ... es comporten també com a inhibidors de

neurodepressora de l'adenosina mitjan<;ant la inhibició de l"ADA.

9ª.- L"estudi termod ínam íc del sistema ha estat fet mitjan<;:ant la mesura

de t:.H i Ea, magnituds que controlen en part la reacció. L'energia

d"activació no" és molt elevada ( Ea = 8.9 Kcal/mol ) i el procés és ,

dones, bastant favorable. L'entalpia standard té també un valor baix i

positiu ( t:.H = 5.0 Kcal/mol ).

lOª.- DeIs estudis amb el pH se suggereix que en el centre actiu de

1 'enzim intervenen en la unió de 1 'adenosina i l"enzim un grup imidazola

d"un reste histidina i un grup sulfhidril d"un reste de cistelna.

11ª.- La fracció immunoglobulínica anti - ADA de cervell de rata inhibeix

l"enzim de diversos teixits de rata. Aquesta inhibició, palesada en cervell

de rata, augmenta amb el temps de contacte antigen-anticós, i és constant

a partir deIs 30 min de contacte. La inhibició és pseudoirreversible i el

grafic ,de Lineweaver-Burk té l"aspecte de una :nhibició no competitiva�

t , Conc.lus ícns



12ª.- La distribució de l'activitat ADA en e1s· diferents teixits de rata

estudiats és la següent: pulmó > melsa > budell prim ) estómac > ronyó >

cor > fetge > múscul esqueIétic > cerebel > cervell.

13ª.- EIs valors de K.., d 'ADA per adenosina de les diverses fraccions

solubles deIs diferents teixits de rata estudiats, els valors de les Ktp

de les inhibicions per etanol i per dimetil sulfoxid, aixi com la

inhibició que L'ant ícós produeix en 1 'enzim de totes les fraccions solubles

deIs teixits estudiats, suggereixen que es tracta del mateix enzim en tots

els casos. Així mateix, l'electroforesi demostra que l'enzim es presenta en

la forma e en tots els teixits en les condicions d'experimentació que

s'han descrito

7. Con.::t::s:::::ns
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