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1. INTRODUCCIO

e g S .

1.1. EL METABOLISME PURINIC

El metabolisme purinic consta d'una série de reaccions enzimatiques que
poden separar-se en quatre grups segons el tipus de reaccié a qué donin

1lloc:

1) Biosintesi "de naovo"
2) Reaccions d'interconversio entre nucledtids
3) Recuperacié de les purines

4) Reaccions catabdliques

Totes les possibles interconversions entre les bases puriques lliures, els

nucleésids 1 els nucleotids s'indiquen en la Figura 1.

La biosintesi "de novo" és la ruta que condueix a la sintesi de 1'IMP a

partir de precursors no purinics.

Les reaccions d'interconversié entre nuclesdtids permeten l'obtencié dels

diferents nuclestids a partir de 1'IMP.
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Les reaccions cataboliques permeten la degradacis dels nucledstids fins a
les bases piriques per tal de ser excretades, o recuperades mitjancant les
rutes de recuperacié, que incorporen les purines als nucledtids 1

nucledsids.

S'ha observat que la ruta de “recuperacié" de purines té més o menys
importancia segons la cél.lula que s'estudii, detall que suggereix que el
nivell de nucledtids, nucleéosids 1 bases piriques pot tenir diferent

significacié "in vivo" segons la funcié desenvolupada per la cél.lula (1).

En el cervell, on la sintesi "de novo" de les purines és de poca
significacié (2'), la ruta de "recuperacié" té molta importancia; s‘'han
observat greus neuropaties en nens que presentaven anormalitats
genetiques en un dels enzims relacionat amb aquesta ruta, la HGPRT (3).
Per altra banda, l'obtencié de nuclestids per la via de recuperacié de
purines permet un estalvi d'energia, ja que en la biosintesi "de novo" es

consumeix ATP.

"In vitro" les esmentades vies de recuperacié tenen molt poca activitat en
comparacié amb les vies de degradacié, que condueixen els nuclestids 1
nucleosids a hipoxantina 1 xantina; ambdues bases produeixen acid dric
per l'accié de la xantin oxidasa (X0) en la majoria dels teixits. Ara be,
en cervell l'activitat d'aquest enzim és practicament nul.la encara que
alguns autors suggereixen que existeix una petita quantitat en cervell de
rata (4) detectada per metodes molt sensibles (fluorimetrics). Segons

aixé, el producte final de la degradacié de purines en cervell no seria

. Introduccio Pagina



1'acid duric siné la hipoxantina 1 la xantina, essent, almenys la

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

La gairebé nul.la activitat XO en cervell fa pensar en una recuperacié més
gran de purines, factor logic perque aquest teixit és molt deficient en la
sintesi "de novo" (2); també es suggereix la possible toxicitat de 1l'acid

tric pel teixit nerviés en general o pel cervell en particular.

La via degradativa és intrincada i complexa perqué cada un dels enzims
que hi sén implicats sén factibles de regulacié. D'aquesta manera podria
ser que llur activitat "in vitro" fos superior a la que presenten "in

vivo".

Henderson et al. (5) van fer un estudi "in vivo" sobre els enzims del
metabolisme purinic 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 trobar casos en que els resultats obtinguts
d'extractes de cel.lules concordaven amb els obtinguts en cel.lules

intactes, peré 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 sintesi i
metabolisme dels coenzims nucleotidics. Per altra banda, hi ha processaos

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

metabolisme de purines.

1.
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Cal tenir en compte que, en fer una extrapolacié dels resultats obtinguts
"in vivo", les discrepancies entre ambdés sistemes sén:

a) Vies metaboliques interrelacionades.

b) Activitats intracel.lulars dels enzims.

c) Regulacié enzimatica tant a nivell metabdlic com a nivell genetic.

d) Concentracions intracel.lulars de metabolits.

Altres factors que sé6n més dificils d'avaluar sén, entre d'altres, la
localitzacié intracel.lular, tant d'enzims com de substrats, la preseéncia
de metabolits inhibidors o estimuladors, el medi 1idnic 1 1l'entorn

hidrofébic.

1.2, PAPER HORMONAL DELS COMPOSTOS PURINICS

Les purines intervenen en el metabolisme intermediari com a substrats,
com a cofactors 1 sén també mol.lécules reguladores. Aixi, poden actuar en
la transmissié de l'energia cel.lular, en la sintesi dels Aacids nucleics,

en la vasodilatacié 1 en la neurotransmissis.

L'adenosina esta relacionada amb les respostes degudes a anoxia. Aixi, en
els pulmons i en el miocardi, en resposta a una manca d'oxigen s'allibera
adenosina (7), inosina i hipoxantina. En el fetge, en canvi, no s'alliberen
purines com a resposta d'una manca d'oxigen (8). Quan el fetge esta
normalment oxigenat, el 80% de la hipoxantina, xantina i acid uric

s'eliminen pel pas a la sang; llavors l'adenosina s'incorpora probablement

s
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als eritrocits 1 constituira una font potencial d'alliberament per anoxia
en els diversos telxits (9). BS'ha descrit també 1la relacié entre

l'adenesina 1 les malalties asmatiques (10).

La utilitzacié de l'adenosina depén de les activitats relatives de 1'ADA i
de l'adenosina quinasa (11,12). Els valors de Km per a 1'ADA sén més
elevats que per a l'adenosina quinasa. Una concentracié baixa d'adenosina
tendeix, doncs, a ser utilitzada novament per a formar AMP via adenosina
quinasa (13). Peré els nivells d'adenosina no influeixen només en les
reaccions enzimatiques relacionades amb aquest metabolit. VWinn et al. (14)
van suggerir que l'adenosina podia jugar un paper important en la
regulacié del fluxe cerebral de la sang. L'efecte vasodilatador de
l'adencsina és causat per aquest metabolit 1 als seus derivats
nucleotidics (15); aixi 1'ATP, ADP i AMP exerceixen efectes vasomotors. No
estd ben establert com l'adenosina provoca la vasodilatacis, perd aquestes
propletats estan relacionades amb la unié del metabolit a un receptor
especific en la superficie de les artéries coronaries, Rockwell et al.
(16>, en un estudi comparatiu dels efectes d'analegs d'adenocsina com a
inhibidors de 1'ADA de cor de bou 1 com a vasodilatadors, no troben cap

correlacis.

L'adenosina també actua com a neurotransmissor en el sistema nerviés
mitjancant la unié del metabolit a diversos receptors especifics que es
troben en la sinapsi (17). Segons aixoé, 1'ADA actuard com a regulador de
la transmissié nerviosa en aquests nervis, anomenats nervis purinérgics.

En pacients amb deficiencia d'ADA, l'acumulacié d'adenosina en el cervell

L
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condueix a un estat menys excitat quan aquest metabolit es troba en la

regio dels receptors (18).

La importancia dels compostos purinics en la funcié del SNC no es basa de
forma Gnica en les evidéncies fisiolégiques 1 bioquimiques esmentades.
Existeixen dades que condueixen a suggerir que els nucledtids i nuclessids
purinics temen un paper essencial en aspectes del comportament i en
desordres psiquiatrics (19). En paclents amb estats esquizofrénics o de
depressié psicotica i neurética, el nivell 4'ATP i d'adenosina és elevat en
sang, aixi com el d'AMP. en orina (20). També varia el nivell de

nucledsids en cervell després d'administrar antidepressius (21)

L'efecte de l'adenosina sobre la secrecié hormonal és també forga notable.
L'accié sobre la esteroideogénesi ha estat la més estudiada;
l'administracié d'adenosina en rata estd associada a un increment en les
quantitats de corticoesterona en plasma (22). Pero, l'adenosina, la inosina
i la guanosina estimulen també la secrecié de la insulina del pancreas
(23,24), possiblement perqué en ser metabolitzades donen 1lloc a

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

la glucosa (25).

La diabetis va associada a un augment d'activitat de l'adenilat ciclasa i
a una disminucié de l'activitat 5'N. En ser l'adenosina un potent inhibidor
de 1l'adenilat ciclasa, sembla que un augment de la concentracié

d'adenosina pot estar relacionada amb aquesta malaltia (26).

1.
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1.3, LOCALITZACI6 1 DISTRIBUCIS DELS ENZIMS PURINICS
Els enzims purinics, excepte la 5'N que és un enzim marcador de membrana,
es troben fonamentalment en la fracclé soluble, peré també es troben en

altres fracciomns.

Segons Stern et al. (6), la PNP de teixits de cavall i bou es localitza en
els nuclis de les ceél.lules, quan es fan servir técniques no aquoses per a
aillar els nuclis. Schneider 1 Hogeboom (27) mitjangant técniques de
centrifugacié diferencial, van localitzar 1l'activitat PNP en el citoplasma

en teixits de fetge de rata.

La distribucié intracel.lular de la GAH ha estat molt estudiada per Kumar
et al. (28), els quals van obtenir la major part d'activitat en la fraccié
soluble de cervell de rata, tot 1 que també esta present en les altres

fraccions, com en la fraccié mitocondrial pesada.

Segons Masters hi ha enzims que existeixen en dues formes d'equilibri,
una unida a membrana 1 1l'altra lliure (29). De fet s'ha trobat molts
enzims citosolubles en fraccions membranoses subcel.lulars, com per
exemple l'adenosina desaminasa (ADA), la guanin aminchidrolasa (GAH), la
purin nucleésid fosforilasa (PNP), la lactat deshidrogenasa (LDH) 1 la

malat deshidrogenasa (MDH) (30,31).

Franco (32) ailld microsomes de cervell de rata pel métode de Schneider i
Hogeboom (33), va observar la preséncia de tots els enzims del

catabolisme purinic i suggeri que la 5'N i 1'ADA es troben en la cara
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exterior de les membranes, mentre que la GAH i la PNP es troben closes

dins dels components de la fraccié microsomal.

1.3.1. LOCALITZACI6 DE LA 5'NUCLEOTIDASA

La localitzacio subcel.lular de la 5'N indica que l'enzim es troba en
diverses fraccions subcel.lulars, 1 aixi s'utilitza com a enzim marcador de
membranes plasmatiques (34,35,36) sl bé també s'ha descrit la seva
presencia en nuclis (37,38), microsomes (39,40,41) 1 en fraccié

citoplasmatica (42,43,44,45).

Alguns autors han demostrat que la 5'N és un ectoenzim (46,47); pero
Zachowsky 1 Aubry (48) indiquen que existelx activitat 5'N lligada a 1la
cara interna de la membrana citoplasmatica. Per altra banda, Stanley et
al. (49) presenten evidéncia que existeix una relacié dinamica entre

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

Song et al. (50) localitzen l'activitat 5'N en el fetge de rata i en el de
l'home en una forma lisosomica, una citoplasmatica 1 una altra enllacada a
membranes citoplasmatiques, les quals mostren diferents especificitats de
substrat. En el cervell de vedella, la major part d'activitat 5'N esta
localitzada en la fraccié soluble; perd també s'ha detectat una activitat
5'N lligada a la membrana citoplasmatica (51), que per a ser alliberada
necessita agents que trenquin la unié hidrofobica, tal com detergents,

disolvents organics o ions caotropics.

I
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Per técniques immunoquimiques, Zachowski et al. (52) van demostrar que la
5'N és una proteina capa¢ d'atravessar la membrana i1 la seva zona
responsable de l'activitat hidrolitica pot estar encarada cap a l'exterior

o cap a la cara citoplasmatica, segons la ceél.lula.

En els sinaptosomes s'han efectuat pocs estudis de la preséncia de la 5'F,
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 técniques citoquimiques, bhan
determinat mitjancant microscopia electronica la preseéncia de 5'N a
membranes (53). Aixi, aquests autors han demostrat la preséncia de l'enzim

prop de les membranes sinaptosomals en cervell (54) i en la retina (59).

1.3.2. LOCALITZACI® DE L'ADENOSINA DESAMINASA

Encara que 1'ADA es troba fonamentalment en la fraccié soluble (27,32),
Stern et al. (56) utilitzant tecniques aquoses 1 no aquoses van localitzar
activitat ADA en nuclis de fetge de vedella, peré no en van trobar en

nuclis de timus de vedella.

La localitzacié subcel.lular en cervell ha estat molt dubtosa. Jordan et
al. (57) localitzen l'activitat ADA en la fraccié soluble de cervell de
rosegaire, 1 troben que el 65,3% de l'activitat en cervell de conill esta
en la fracciéo soluble i el 32,2% en el residu de cél.lules trencades

(nuclis, mitocéndries, microsomes),

1.
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Mustafa i Tewari (58), treballant amb cervell de ratoli, van trobar que la
fraccié mitocondrial tenia una activitat despreciable de 1'enzim, pero el
tractament de les mitocéndries amb Triton X-100 solubilitzava una
quantitat apreciable d'enzim entre el 15% i el 20%. Pull i Mcllwain (30)
han discutit l'associacié de 1'ADA a les mitocodndries de cervell de ratoli,
esmentant que l'activitat no estd associada a les mitocéndries sins als

sinaptosomes que s'aillen juntament amb la fraccié mitocondrial.

També en teixits de procedeéncia humana, Van der Veyden i Kelley (59)
citen la preséncia 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 déna la forma C de 1'ADA.

En cel.lules cerebrals cultivades, de diversos origens, s'ha observat una
localitzacié subcel.lular de 1'ADA paral.lela a la de la 5'N, enzim

marcador de la membrana plasmatica (60).

Aixi, doncs, encara que 1'ADA es classifica preferentment com un enzim
soluble, els estudis més recents assenyalen que es troba unida amb

algunes particules subcel.lulars, sobretot de la fraccié microsomal

32,33).

1.4, REACCI6 DE L'ADENOSINA DESAMINASA

L'adenosina desaminasa (ADA) (E.C. 3.5.4.4.) catalitza la desaminacis da

l'adenosina per hidrslisi a inosina i amoniac (vegeu Fig. 1). El mecanisme

P
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d'aquesta reaccié és dificil d'esbrinar; ja que encara que la reaccié sigui
irreversible, un dels substrats, l'aigua, es manté en concentracié saturant

durant tot el proceés.

En el medi biolégic, 1l'enzim actua sobre 1l'adenosina i sobre la
desoxiadenosina (61). "In vitro" exhibeix una baixa especificitat de
substrat. Aixi, l'especificitat de l'enzim és bastant restringida, tant
respecte a 1l'anell purinic (62,63,64,65,66) com respecte al carbohidrat
(62,67,68,69). La substitucié en Ce de 1l'anell purinic déna amplies
possibilitats (62,63,64). Les velocitats maximes de reaccié disminueixen
en l'ordre: adenosina, ribosid de 6-cloropurina, ribésid de 6-
hidroxilaminopurina, ribésid de 6-metoxipurina, que rendeixen tots
inosina. També s'ha estudiat l'acclé dels substituents en Cz, 1 aixi el
ribésid de 2-amino, 6-cloropurina i el ribésid de 2-amino, 6-metoxipurina
s6on substrats de 1'ADA (65) que rendeixen guanosina com a producte de la
reaccié. Simon (70) comenta que la preséncia d'un grup que atrau electrons
en la posicié Ce pot ajudar al fet que es produeixl la reaccié; en canvi,

les substitucions en la posicié 7 anul.len la reaccié amb l'enzim (66).

Dels estudis amb substrats analegs es pot deduir que la basicitat del N.
de 1l'anell purinic és un factor important en la wunié dels purin
ribonucleésids al centre actiu de 1l'enzim (65,71). També cal tenir en
compte els impediments estérics d'alguns analegs de l'adenosina

substituits en C2, Ce 0 Ce que no mostren activitat ADA (65).

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

hidroxils de les posicions 2' i 3', que poden ser substituits ¢€2); en
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canvi necessiten de 1'hidroxil primari en la posicis 5', ja que si aquest

hidroxil esta bloquejat, el substrat no s'uneix a 1'enzim.

En determinar la influéncia del pH sobre 1l'activitat ADA (64,65) es
dedueix l'existéncla de grups especials per a la unié de l'enzim amb el
substrat: un grup amb pKa de 5,7, que podria ser degut a un grup
imidazola de la histidina i un altre a pKa de 8,7, possiblement d'un grup
sulfhidril de la cisteina. Maguire et al. (65) postulen que la unié de
1'ADA amb el substrat s'efectua mitjangant un pont d'hidrégen entre 1'SH
d'un reste de cisteina i el N1 de l'adenosina. La mol.lécula d'aigua s'uneix
també amb un enllag de pont d'hidrégen amb el ¥ terciari d'un grup

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

La presencia d'un grup que atregui electrons en la posicié Ce de
l'adenosina, determina que l'atac nucleofilic de l'aigua a la posicié Ce
sigui més potent, fet que havien comprovat experimentalment Simon et al.

70).

El mecanisme de la reaccié sembla ésser seqiiencial ordenat. L'adenosina
entra primer al centre actiu i a continuacié l'aigua; en primer lloc

s'allibera NHa i després la inosina (72).
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FIGURA 2.- POSSIBLE COL.LOCACI6 DE L'ADENOSINA I L'AIGUA EN EL CENTRE

ACTIU DE L'ADENOSINA DESAMINASA.

L'ADA es troba ampliament distribuida en els organismes, i aixi ha estat
estudiada en microorganismes (73), plantes (74), invertebrats (75,76,77),
vertebrats (78,79) inclosos manifers (80,81,82,83) 1 cel.lules humanes

(84,85).

Ma i Fischer (75) observaren que l'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 1 C
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respectivament. En 1l'home i en els mamifers més evolucionats (86,87) es
troben les formes A 1 C de l'enzim. La majoria dels organs 1 teixits
presenten activitat ADA; els més actius en conill i en home sén el duodé
i la melsa 1 els menys actius el miscul esquelétic, la pell 1 els ossos;
en la resta l'activitat és intermedia (88). La proporcié entre les formes
A i C varia també segons el teixit; en leucoécits 1 eritrécits humans
només apareix la forma C, en el pulmé i el fetge normals es troba
principalment la forma A i1 en el pulmé i el fetge cancerosos i en estémac

es troben les dues formes en quantitats apreciables (89),

La forma A procedeix de la formacié d'un complex entre la forma C activa
i una proteina. Aquest factor proteic s'ha aillat de teixits de conill
(30), d'home (91) i de fibroblasts (92). La forma A es considera com una
forma d'emmagatzematge de l'enzim, 1 1l'abséncia del factor proteic en
determinats teixits que normalment el posseeixen condueix a una alteracié
funcional del teixit. Aixi, no es troba el factor proteic en teixits de
pulmé cancerosos (91) i abunda la forma C, quan normalment en el teixit
normal s'hi troba la forma A preferentment. També és conegut que en els
teixits que creixen rapidament (com en els limfocits), la quantitat de
forma C respecte a la forma A és molt gran (93,94); els teixits
cancerosos també proliferen de forma rapida 1, com s'ha descrit,

posseeixen una quantitat superior de forma C.

La reaccié d'unié del factor proteic amb 1la forma C s'efectua a
temperatura ambient amb facilitat; aquesta reaccié sembla que no requereix
grups tidlics ni metalls divalents i no mostra especificitat de substrat;

és a dir, el factor aillat de pulmé o de ronyé pot unir-se a la forma C
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de qualsevol procedéncia ja sigui d'eritrocits, duode, ... (91,95). Aquest
fet ha servit per a demostrar que en els teixits malalts en els que no es
detecta activitat de conversié, l'alteracidé estructural afecta el factor
proteic peré no la forma de pes mol.lecular petit. S'ha demostrat que
moltes formes d'ADA aillades son glucoproteines; és a dir, posseeixen un
elevat percentatge de carbohidrat a la seva mol.lécula (96). Es suggereix
que el portador del carbohidrat és el factor proteic i que amb el temps
pot degradar-se. Segons alxé, la forma C no seria una glucoproteina per si

mateixa.

A causa de l'estreta relacié entre les formes A i C, les dues formes
exhibeixen algunes caracteristiques analogues; 1 aixi, els valors de Kam,
d'energia d'activacié, punt isoeléctric i comportament amb els inhibidors
sén comparables. No es pot dir la mateixa cosa respecte a l'estabilitat,
ja que la forma A és més estable que la C, tant front a la calefaccié com
front al temps. Aixi, el factor proteic podria ser una proteina reguladora

estabilitzant (91).

Mustafa et al. (97), treballant amb cervell de ratoli, consideren com a
forma C la de 1l'enzim de la fraccié soluble, que perd quasi tota
l'activitat per calefaccié 1 que apareix com un sol pic per cromatografia;
mentre que l'enzim mitocondrial, que perd solament un 22% d'activitat per
calefaccié, 1 per cromatografia déna lloc a dos pics anomenats formes A i

B pels autors.
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1.5. PATOLOGIA PER DEFICIENCIA D'ADENOSINA DESAMINASA. PAPER FISIOLOGIC

DE L'ENZINX

El paper que desenvolupa 1'ADA no estd massa clar. Les purines estan
intimament relacionades amb el metabolisme intermediari com a substrats,
com a cofactors i mol.lécules reguladores. Les funcions especialitzades
d'aquests compostos inclueixen, entre altres, la intervencié en la
transformacié de 1l'energia cel.lular, la sintesi dels acids nucleics, la

vasodilatacié, la neurotransmissié.

Hi ha evidéncies sobre deficiéncies lligades a la caréncia de tipus
genétic d'algin dels enzims purinics (2) i també sobre immunodeficiéncies
per caréncia d"ADA. PEP o 5'N (98,99,100), També el nivell enzimAtic 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 aixé suggereix la possibilitat
d'una regulacié a nivell genetic de la sintesi de proteines mitjangant una
repressié o des-repressié dels gens que codifiquen els enzims purinics

(2,98,100),

La importancia de 1'ADA en relacié amb estats patologics és gran. Aixi, en
l'anémia hemolitica hereditaria (104) s'observa un increment de 45-70
vegades en l'activitat ADA dels eritrécits, si bé l'enzim posseeix
caracteristiques 1iguals que les de l'enzim d'un individu sa. També
s'oObserva 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 immunodeficiéncia per déficit d'ADA sén
desconeguts, Aixo no obstant, l'aparicié repetida d'ambdés defectes pot
indicar 1l'important paper del metabolisme purinic en el desenvolupament
del sistema immune. La immunodeficiéncia és un desordre poc comd, perd
greu, que es caracteritza per una capacitat disminuida per a combatir les
infeccions. Les cel.lules encarregades per a combatre-les sén els
limfocits T i B. Els limfécits T mantenen 1'immunitat cel.lular i depenen
de la glandula del timus; els limfécits B fabriquen les immunoglobulines 1
deriven de la medul.la oéssia. Els limfocits més relacionats amb 1la
deficiéncia d4'ADA sén els limfocits T, ja que no s'observa deficiéncia
d'immunoglobulines en els pacienfs amb deficit d'ADA (98); apart que la
deficiencia d'ADA sembla que afecta més als precursors dels limfécits T

que als limfocits ja madurs (106).

S'ha intentat diversos tractaments terapéutics amb la finalitat de
corregir la deficiéncia d'ADA i restaurar la funcié immune, La terapia més
efica¢ consisteix en el trasplantament dels érgans limféids. Mentre que el
trasplantament de la glandula del timus s'ha vist que no és eficag, el
trasplantament de la medul.la o¢ssia ha provocat en determinats malalts
una millora del seu deficit immunitari (107). També s'ha intentar tractar
la deficiencia d'ADA mitjangant transfusions d'eritrécits 1 de plasma
(108>, 1 si bé disminueix la quantitat d'ATP 1 d'adenosina en els
limfécits 1 eritrocits, no canvia molt l'estatus immune. £s possible que
la correlacié parcial del defecte metabélic no sigui suficient per a
restaurar la funcié limfocitica; pot ser que la preséncia d'ADA en el
timus 1 en altres teixits 1limfoids sigui necessaria per al

desenvolupament del sistema limfoid.
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Els nivells baixos d'activitat ADA també estan assoclats amb el cancer.
S'ha postulat que el sistema immune juga un important paper en 1la
destruccié de les cél.lules neoplasmiques d'aparicis espontania; s'observa
que els nivells d'ADA sén normals en pacients amb tumors benignes i sén
baixos en pacients amb malalties canceroses, El nivell d'ADA déna 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 desenvolupada

esta la malaltia (99).

La deficiéncia hereditaria d'ADA és de tipus recessiu; aquesta deficiencia
enzimatica s'observa principalment en els eritrécits, limfocits 1 sérum
(98). A nivell genétic no hi ha relacié entre el deficit d'ADA (gen
localitzat al cromosoma 20) 1 d'altres que involucren 1la sintesi

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

S'ha descrit també, cassos en els que ambdés defectes no apareixen
conjuntament. Aixi, Van der Veyden et al. han trobat una activitat ADA
normal en els eritrocits dels pares d'un nen afectat d'immunodeficiéncia i
de deficlencia d'ADA. També citen el cas d'un nen amb una pérdua quasi bé
completa d'activitat ADA als eritrocits 1 que posseeix un funcionament
normal del sistema immune amb una quantitat normal de limfécits B 1 T i
de immunoglobulines (110). Tots aquests fets indiquen que les bases
mol.leculars per a la deficiéncia de 1'ADA i la immunodeficiéncia poden

mostrar una considerable heterogeneitat.

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

en el sistema immune sén dificils de conéixer. Existeix controvérsia sobre

1,
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si 1l'adenosina és téxica per al creixement cel.lular i la proliferacié. En
la maduracié dels monécits a macrofags (3-7% dels leucdcits), 1'ADA
exerceix un paper important, augmentant unes nou vegades la seva
activitat; 1 si s'afegeix un inhibidor de 1'ADA es paralitza el procés de
creixement 1 maduracié (111). Igualment, el contacte de 1limfoblasts,
fibroblasts 1 limfécits amb concentracions d'adenosina 10-¢ - 10-5 X

produeix una inhibicié de la proliferacié cel.lular (112,113),

Recentment s'ha descrit també una possible relacié entre 1'ADA i 1la

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

L'adenosina 1 la 2'-desoxiadenosina es poden generar en la cel.lula o
incorporar-se dins mitjancant uns mecanismes de transport que tenen les
caracteristiques de sistemes de difussié facilitada. En eritrécits 1
leucocits es suggereix que hi ha un dnic transportador que intervé en la
incorporacié de tots els nucleosids de les purines i pirimidines (115), En
plaquetes humanes hi ha dos sistemes de transport per 1l'adenosina; un
d'elevada a = 9,8 uM) i un de baixa afinitat Ka = 9,4 pMd> (116).
L'adenosina transportada pel sistema de balxa afinitat arriba intacta
dins la plaqueta 1 es transformara via ADA 1 PNP en inosina 1
hipoxantina, en canvi l'adenosina transportada pel sistema d'elevada
afinitat sembla que estd protegida contra la degradacié per 1'ADA 1 es
convertelx en AMP via adenosina quinasa. Se suposa que existeix una
estreta assoclacié entre el +transportador d'elevada afinitat amb

l'adenosina quinasa associada a la membrana (117)

1.
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De totes les dades esmentades, es dedueix que 1'ADA sembla que és un
enzim catabdlic relacionat només amb la degradacié de purines; peréo a
causa de l'estructura de 1l'adenosina estd relacionat també amb el
metabolisme dels carbohidrats i dels lipids (118) i també controla la
sintesi del DNA. Ara bé, els papers fisiolégics de 1'ADA i del seu
substrat 1'adenosina, no estan completament establerts. L'evidencia
demostra que les implicacions conegudes sén molt amplies i que moltes

d'aquestes implicacions sén encara desconegudes.

i,
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2. OBJECTE

La reaccié catalitzada per l'adenosina desaminasa queda inclosa dins les
transformacinﬂs que recull el metabolisme general de les purines i la
seva relacié amb la sintesi d'acids nucleics 1 amb el seu paper de
inactivacié de l'adenosiﬁa considerada com a neurchormona. La manca de
l'enzim provoca una alteracié del metabolisme purinic que es manifesta a

vegades en forma de greus immunodeficiéncies.

El principal objectiu del present treball ha estat establir diferéncies de
comportament de l'adenosina desaminasa respecte a altres enzims purinics
‘cum la 5'nucleotidasa, la guanin aminohidrolasa, 1 1la purinnucleésid
fosforilasa; aixi com respecte a la lactat deshidrogenasa i la malat
deshidrogenasa, enzims que es troben en gran abundancia en 1'interior

cel.lular.

Les esmentades diferéncies de comportament s'han comprovat que
existeixen, treballant amb diverses fraccions subcel.lulars d'escorga
cerebral de rata, teixit que s'ha emprat majoritariament en el decurs de

la present Memoria.

Amb teécniques biloquimiques, s'ha establert la presencia 2z l'adernosina
desaminasa en membranes cel.lulars 1 la seva analcga *zpolzgia rescects a

la S'nucleotidasa i diferent de la <cpologia dz2ls altras enzizs sstudiass.
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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 enziﬁs presents en la fraccié soluble. Per a comparar
els resultats obtinguts mitjancant métodes bioquimics en quant a la
especial localitzacié d'ambdés enzims es van fer comprovacions per

microscopia electrénica mitjangant tecniques citoquimiques.

El segient punt plantejat en aquest estudi va ser la caracteritzacié de
l'adenosina desaminasa de cervell de rata. Per aixd es purifica l'enzim a
partir de la fraccié soluble, 1 s'obtenen els anticossos policlonals anti-

ADA purificada.

La caracteritzacié de l'enzim inclou, entre d'altres, l'efecte que tenen els
intermediaris purinics 1 diverses drogues components principals de
farmacs antipsicotics, ansiolitics, antidepressius, antihistaminics,
vasodilatadors, antiinflamatoris, antibiotics, broncodilatadors i
antivomitius. També es determinen l'efecte del pH i de la temperatura en
l'activitat de l'enzim, aixi com les variacions de les constants cinétiques

amb aquests factors esmentats.

Els estudis immunoquimics 1 cinetics son de gran importancia en la
caracteritzacié de l'enzim, i permeten també una comparacié entre l'enzim
que es localitza en diversos teixits de rata (cervell, cerebel, muiscul

esqueletic, fetge, cor, ronyé, estomac, budell prim, melsa i pulmé).




3., MATERIALS

3.1, MATERIAL BIOLAGIC

Els materials biologics de partida van ser diversos teixits de rata. Eis
teixits es van separar de forma mecdnica a partir de rates mascles ie

raga Vistar de 200-300 g de pes, recentment decapitades. Quan s'empraren

cervells, els cerebels es van separar de forma sistematica.

Els animals utilitzats en la produccié d'anticossos van ser conilles

femelles albines de raga Vhite New Zealand (BIOCENTRE).

3.2. REACTIUS

3.2.1. PROTEINES

Com a proteines standard i com a enzims, acoblats = ger a mesurar
activitats enzimatiques, s'utilitzaren: serocalbumina bovina  (BSA)
cristal.litzada, ferricitocrom ¢, ovoalbdmina, tripsina, y-globulina humana
(SIGMA); adencsina desaminasa 1 fosfatasa alcalina 2‘'intest: _d2 Dbou.
xantinoxidasa de 1llet 1 purinnuclessid fosforilasa 4z melsa d= ‘a:n.;

(BOEHRINGER-MANHEIX).
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3.2.2. SUBSTRATS I INHIBIDORS

Els reactius utilitzats per a la determinacié de les diverses activitats
enzimatiques 1 com a inhibidors de l'activitat adenosina desaminasa van
ser: NADH, NADPH, inosina, xantosina (BOEHRINGER-MANHEIM); adenosina,
guanosina, hipoxantina, adenina, guanina, xantina, 5'monofosfat d'adenosina
(AMP), 5'trifosfat d'adenosina (ATP), acid D L malic, acid oxalacetic,
piruvat de sodi, p-nitrofenilfosfat de sodi, dimetil sulféxid (DMSO),

etanol absolut (MERCK); 5'difosfat d'adenosina (ADP) (SIGMA).

Les drogues utilitzades per a observar l'efecte que tenien sobre 1'ADA van
ser proporcionades per diversos laboratoris farmaceutics: 2-clorpromazina,
oxazepam, meprobamat, tripelennamina (WASSERMANN); clozapina, cetotifen
(SANDOZ S.A.); sulpirida, nitrazepam, naproxen, rifampicina (PRODES S.A.);
lorazepam (ORFI-FARMA); diazepam, medazepam, clordiazepéxid, imipramina,
cafeina, teobromina (LASA), cinnarizina, lidoflazina, acetaminofen
(ESTEVE); dipiridamol (BOEHRINGER INGELHEIM S.A.); ouabaina (SIGMA);
fenilbutazona, dimenhidrinat (J. URIACH I CIA.); albuterol (ANDREU S.A) i

teofilina (SCHARLAU).

3.2.3, ALTRES REACTIUS

Els productes utilitzats en 1la purificacié de 1l'enzim 1 de les
immunoglobulines, en la preparaciéo de les diverses dissolucions de tampé
i de les mostres per a observacié mitjangant microscopia electrenica van

ser: imidazola, clorur de sodi, trist¢hidroximetillamino meta, sacaraosa,
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dialdehid glutaric, tetroxid d'osmi (MERCK); acetat de sodi, acid acetic,
acid clorhidric, monohidrogen fosfat de sodi, dihidrégen fosfat de sodi,
metanol, monohidrogen fosfat de potassi, dihidrégen 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); ©N,NN'N'-tetrametil etilendiamina (TEMED)
(SCHUCHARDT); agarosa (MERCK). En la determinacié del punt isceléctric

s'utilitzaren anfoélits (LKB i PHARMACIA).

En els revelats electroforétics generals o especifics s'utilitza: bromur de
3(4,5-dimetil-tiazolil-2)-2,5 difenil tetraazoli MTT), metosulfat de

fenazina (PMS) (SERVA); Coomassie Brilliant Blue (SEARLE).

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

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

-
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4. MeTODES

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

L'homogeneitzat d'escorga cerebral de rata s'ha realitzat en el medi
tamponat de sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 nmM pH 7,4. La relacié habitual va

ésser de 6,5 ml de sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4 / g d'érgan.

L'homogeneitzacié s'efectua utilitzant un homogeneitzador de Potter-
Elvejhem (B. Braun Melsunger, entre 95 1 115 um de folganca) a 500 rpm,
15 impulsos. La suspensi¢ se centrifuga (centrifuga Beckman J2-21, rotor
JA-20, 12.500xg, 30 min a 4= C) per a eliminar les cél.lules senceres, els
nuclis, les mitocéndries i els sinaptosomes. El sobrenedant
s'ultracentrifugd  (ultracentrifuga Beckman L-5-75H, rotor 35 FA,
105.000xg, 90 min a 4= C)., El residu constitui la fraccié microsomal i el
sobrenedant la fraccié soluble. Pels assajos en que s'utilitza la fraccié
soluble, aquesta es passa préviament per una columna PD-10 (Sephadex G-
25, Pharmacia Fine Chemicals) per a eliminar les sals | els substrats

endogens (vegeu 4.5.1.),

Aquest métode d'obtencié de fraccié microsomal fou proposat per Schneider
i Hogeboom (33); considerant-se la fraccio microsomal com aquella que
sedimenta a 105.000xg despres d'elininar mitocendries i nuclis i'un

homogeneitzat del teixit corresponent, en medi Is075>n1:l de sacarosa.
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4.2. PREPARACI6O DE LA FRACCI6 DE VESfCULES SINAPTIQUES DE CERVELL DE

RATA

4.2.1, ¥eTODE DE SOLLER ET AL. (1973)

El métode de Soller (119) és una modificacié del de Vhittaker, Michaelson

i Kirkland (120).

S'homogeneitzaren 20 g de teixit en 10 volums de sacarcsa 0,32 M. La
suspensié se centrifugd a 1.000xg, 10 min per a eliminar les cel.lules
senceres 1 els nuclis. El sobrenedant se centrifuga a 11.500xg, 20 min per
a separar la fraccié mitocondrial crua. Aquest residu se suspengué en Hz0
(3 ml per g de teixit fresc equivalent) 1 es mantingué 15 min a 0-4= C
per a trencar els sinaptosomes 1 alliberar les vesicules sinaptiques.
Durant aquests 15 min es dispersaren les particules amb 1l'ajut d'un
homogeneitzador Potter-Elvejhem, a 500 rpm, 5 impulsos 1 a intérvals de 5
min. La suspensié se centrifuga a 6.000xg, 15 min 1 s'elimina el residu.
Es prengueren tres fraccions de 15 ml que es dipositaren cada una sobre
13 ml de sacarosa 0,2 M. El conjunt se centrifugd en rotor SV 25.1
(Ultracentrifuga Beckman L-5-75H) a 53.000xg, 120 min. La interfase
resultant i la capa de sacarosa 0,2 M que estava per sobre (2 mm) del
residu, es recolli 1 dilui en un volum igual de Hz0 i es centrifuga el
conjunt (105.000xg, 60 min, rotor 35 FA). El residu obtingut fou la
fraccié de vesicules sindptiques crues. L'esquema d'aquest meétode de
fraccionament es troba representat en la Figura 3. Totes les operacions

es realitzaren a 0-4°< C.
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20 gr teixit + 200 ml sacarocsa 0,32 M

1.000xg 10 min

Residu Scbmmt
____-___

Nuclis, c2l.lules senceres 11.500xg 20 mun

Fesidu Scbrenedant

Fracci6 mitocondrial crua
105.000xg 90 min

+ 60 ml H
15 min de disfupcis Residu Scbrenedant
6.000xg 15 min MICROSOMES FRACCIO SOLUBLE
Residu Sobrenedant

X
N 15 Ml sobrenedant

13 ml sacarcsa 0,2 M

53.000xg 120 min

Interfase i capa de sacarosa
2 mm per sobre del residu

105.000xg 60 min

Residu Scbrenedant

VESICULES SINAPTIQUES

FIGURA 3.- ESQUEMA D'OBTENCI6 DE VESIiCULES SINAPTIQUES.
M=TODE DE SOLLER ET AL. (1873)

Seguint el metode de fraccionament proposat per Scller et al. (119)
s'obtingué la fraccié de vesicules sinaptiques. Les fraccions microsomal i
soluble també es poden obtenir a partir d'aquest metode de fraccionament.
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4.2.2, MeTODE DE TAMIR ET AL. (1974)

El meétode de Tamir et al. (121) es basa en substituir e) gradient de
sacarosa o de Ficoll utilitzat en la majoria dels métode d'ajllament de

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

S'homogeneitzaren 20 g de teixit en 9 volums de sacarcsa 0,32 M. La
suspensié se centrifugd a 1.000xg, 10 min per a eliminar les cel.lules
senceres 1 els nuclis. El sobrenedant se centrifuga a 14.500xg 15 min per
a precipitar les mitocondries, els sinaptosomes, els fragments de mielina
1 alguns microsomes. Aquest residu es rentd en un volum de sacarosa
0,32 M igual que l'original i se sedimentd a 15.900xg 20 min. El residu se
suspengué en 10 ml de sacarosa 0,32 X 1 els Sinaptosomes se separaren
col.locant 3 ml de la suspensié sobre un gradlent discontinu de sacarosa
format per 13 ml de sacarosa 0,8 M sobre 13 ml de sacarosa 1,2 M i
centrifugant a 53.000xg 60 min en un rotor SV 25.1 (Ultracentrifuga
Beckman L-5-75H). Les tres bandes de dalt dels tres tubs es van recollir
juntes 1 es van diluir amb 1-2 volums d'aigua; els sinaptosomes es van

sedimentar a 20.000xg 15 min.

Les vesicules sinaptiques s'obtingueren per xoc osmotic dels sinaptosaomes.
Els sinaptosomes es van suspendre en 30 ml d'aigua freda (4= C) amb
l'ajut d'un homogeneitzador Potter-Elvejhem (500 rpm, 7 impulsos). La
suspensié es va dispersar tres vegades a intervals de 10 min i es va
centrifugar a continuacié a 20.200xg 30 min. 15 ml del sobrenedant
d'aquesta centrifugacié es van col.locar sobre 15 ml de diatrizoat de sodi

al 10% (p/v) 1 es va centrifugar el conjunt en rotor SV 25.1
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20 gr teixit « 180 ml sacarosa 0,32 M
1.000xg 10 min

——

e ——

Residu Scbrenedant "J
c2l.lules senceres, nuclis "_____J 14,500xg 15 min
\
Residu Scbrenedant

mitocdmiries, sinaptoscomes, mielina 105.000xg 9o _

+ 180 ml s 0,32 M Sesidu Sobrenedant ||
/@M 20 min MICROSCMES FRACCIO SOUBLE
-___'-'—-——._

Residu Scbrenedant '
+10 ml sacarocsa 0,32 M

3 ml residu resuspds ' ,
13 ml sacarcsa 0,8 M
13 ml sacarcsa 1,2 M

l 53.000xg 60 min r

Bandes de dalt !
+ volum igual d'H,0 I

‘/Jw 15 min !|
|

Residu Sobrenedant
SINAPTOSQMES

+« 50ml HZO
30 min de disrupcib

20.200xg 30 min

Residu Saobrenedant

\ 15 ml scbrenedant

k ) 15 ml diatrizoat de sodi al 10% (p/v) en medi A

e o

Resicu Bandes de dalt
MEMERANES SINAPTIQUES - 1105.000%g 90 min
Residu Scbrenedant

VESICULES SINAPTIQUES

FIGURA 4.- ESQUEMA D'OBTENCIS DE VES{CULES SINAPTIQUES.
M=TODE DE TAMIR ET AL, (1974).

Seguint el meétode de fraccionament proposat per Tamir elt al._ €121
s'obtingueren les fraccions de vesicules sindptiques o bé la fraccis
sinaptosomal. Al mateix temps gque s'aillen les fraccions esmentades, |
també es poden obtenir els microscmes I la fraccis scluble.



(Ultracentrifuga Beckman L-5-75H) a 50.000xg 60 min. E) reside estava
constituit per fragments de membranes sinaptiques; mentre que la banda
corresponent a la fraccié de vesicules sinaptiques, es va recsllir i es va

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

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

L'esquema d'aquest métode de fraccionament es troba representat en .a

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

4.3, RENTATS DE LES FRACCIONS PARTICULADES

Les fraccions particulades (microsones, vesicules sinaptiques,
sinaptosomes i membranes sinaptiques) van ser rentats tal com s descriu

a continuacié.

La fracci6 particulada es renta amb l'ajut d'un homogeneitzador de FPotter—
Elvejhem (500 rpm, 7 impulsos) i amb 2 ml del medi de rentat/g de teixzit

original equivalent.

Una aliquota de la suspensié es prengué per a fer determinacions
d'activitats enzimatiques 1 per a determinar proteina. Per a tornar a
precipitar 1la fraccié particulada, se centrifuga a les mateixes
revolucions en que s'havia obtingut aquesta fraccio. Z1 scbrenedant es

guarda per a fer andlisis enzimatice i per a determinar proteina.




Quan fou necessari, el nou residu 25 tornid a rentar segons ol mazsix

procediment indicat.

En general s'ha procurat que els medis de rentat fossin isoténics i s'ha

treballat a 0-4= C.

4.4, GENERACI6O DELS ANTICOSSOS I SAGNAT DELS CONILLS

El procediment seguit fou analeg al descrit 'per Judith L. Vaitukaitis
(122). S'utilitzaren conilles femelles albines per a la obtencic dels
anticossos. A continuacié es descriu, esquematicament, el procediment

seguit per a l'obtencié d'anticossos:

lr. dia.- Extraccié de 20 ml de sang de l'arteria centrai Ze l'oreliaz. lLa
sang es deixa coagular 30 min a 37= C i, després de 2 h a 2® C, el coagul
es desenganxa de les parets del recipient mitjancant vna vareta. El dia
segient el serum es decanta i se centrifuga 10 min a 2.200 rpm, per a

eliminar els eritrécits que no bhaguessin coagulat. Ajuest zerum es va

utilitzar com a control.

2n. dia.- Injeccié intradérmica de 7 ml d'smulsionat 4'antigen-adiuvant

i

complet de Freund 1l:1. El1 pel de l'ssquena dels coallls s'afaita &

s'efectuaren diverses injeccions per zota l'sscuena =l conill tal com es
veu a la Fig. 5. Per a augmentar la resposta Immuns. 2 21 d'una susgensio
da PBordetells pertusis s'injeczaren 2n iuves guniades Ilnvradarainuss a2
cart sacra-lumdar da2 i'zsquena.

"
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FIGURA 5.- ASPECTE DEL CONILL DESPRES DE LA INJECCI6 INTRADERMICA PER
TOTA L'ESQUENA DE L'EMULSIONAT D'ADA DE CERVELL DE RATA - ADJUVANT
COMPLET DE FREUND 1:1

328, dia.- Injeccié intramuscular d' 1 ml d'emulsionat d'antigen-adjuvant
complet de Freund 1:l1. La punxada s'efectua a l'extremitat posterior dreta

de 1l'animal.

62¢&. dia.- Injeccio intravenosa d' 1 ml d'antigen. L'enzim s'injecta a la
vena marginal de l'orella del conill. En aquest cas, no s'ha a'administrar

adjuvant de Freund, perqué podrien apareixer embolies grasses a l'animal.

692, dia.~- Extraccio d'aproximadament 20 21l de sang 42 zada anizal 12

l'arteria central de 1'orella i repeticir d2l procediment 3 Zescorit

o

w

Y

obtenir el serum.
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76, dia.- Segona extraccié d'aproximadament 20 ml de sang de cada animal

i obtencié del serum.

g3e. dia.- Tercera extraccié d'aproximadament 20 ml de sang i obtencié

del serum.

90e, dia.~ Quarta extraccié d'aproximadament 20 ml de sang i obtencisé del

serum,

Per a purificar la fraccié immunoglobulinica del sérum es van barrejar 20
ml de sérum amb 20 ml de tampé fosfats 13 mM, NaCl 9 g/]l de pH 7,2 i la
mescla es va precipitar amb (NHa)280a 2l 40% de saturacié. La mescla
s'agita a 4°.C durant 15 h 1 a continuacié se centrifuga a 5.000 rpm
(rotor JA-10) durant 15 min. El residu es va disoldre en 60 ml de
(HH4);SD¢ 1,75 M, se centrifuga a 5.000 rpm (rotor JA-10) durant 15 min i
el nou residu es va disoldre en 10 ml de tris-HCl 0,1 M pH 6,5. La
solucié es va dialitzar en front de la mateixa solucié de tris-HCl i es va
aplicar a una columna DEAE-Sepharosa (1,6 cm @ x 35 cm) a un flux de 30

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

La fraccié d'immunoglobulines aixi obtinguda no presentava activitat

adenosina desaminasa.




4.5, TECNIQUES CROMATOGRAFIQUES

En les purificacions de 1'enzim i de I'anticéds s'han utilit-at es

tecniques cromatografiques de filtracié en gel 1 de bescanvi isénic.

En els diferents processos, el flux de 1l'eluent s'ajusta aitjancant una
bomba peristaltica LKB Bromma, model 2120 Varioperpex, o bé Gilson, model
Minipuls II, intercalada entre la sortida de la columna i el col.lector de
fraccions. Els eluits es recolliren amb l'ajut d'un col.lector de ‘raccions
Gilson model Escargot VFC, o bé LKB Bromma, model 2112 Redirac.

En cada procés, el gel corresponent s'equilibra amb el tampd adisnt. El
procés d'equilibrament es considera acabat quan el pH i la conductivitat
del tampé coincidien tant en l'entrada com en la sortida de la zclumna.

.

Tots els processos cromatografics es van realitzar a una temperatura de

4= C,

4.5.1, CROMATOGRAFIA DE FILTRACI6 EN GEL

El gel de Sephadex G-25 s'utilitza per a eliminar les s=ais, 215 z2tabclits

endégens i pel canvi de tampé.

Quan el volum dels preparats enzimatics era petiz s'utilitzarsa columnes
pre-enpaguetades de Sephadex G-25 ({FD-190, Pharmacia Firz ThRamizalsze, la

columna s'squilibra passant a traves d'ella 2% mi d2l =azz: cZorrestonancy

4. Metodes
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s'apliquen 2,5 ml de la mostra que es deixa penetrar iins

‘& oluana d
s'elueix després amb 3,5 ml del mateix tampé d'equilibras. —a colupsa es

renta amb 25 ml de tampé abans de tornar-se a utilitzar,

Durant el procés de purificacié de l'adencsina desaminasa s'ytiTt+-a
Sephadex G-25 en una columna Pharmacia K-26 (26 cm @ ¥ &0 cm!
equilibrada amb tampé imidazola-HCl 50 mM pH 6,2 a un flux de 90 mi/h.

L'aplicacié de la mostra i 1l'elucié s'efectuaren al mateix flux.

4.5.2. CROMATOGRAFIA DE BESCARVI IONIC

Una columna amb un volum de 1lit de (1,0 cm @ x 9,1 cm) s'ompli d2 zel ie
DEAE-Sepharosa inflat i desgasificat. Aquesta columna s'equilidra am> .n
tampé imidazola-HCl 50 mM pH 6,2 a un flux de 25 ml/n, aplicaat a
continuacié la mostra enzimatica que a aquest pH interacciona
electrostaticament amb el grup dietilaminocetil. L'elucis d'aquesta mostra
s'efectua al mateix flux amb un gradient linial de NaCl de 0 M a 0,4 ¥ =an

el mateix tampé imidazola-HC1 50 mM pH 6,2.

Per a purificar la fraccié immunoglobulinica s'utilitza una cclumna
Pharmacia K-16 (1,6 cm @ x 35 cm) amb un fiux de 25 2. 3. L=s
immunoglobulines no s'uneixen al grup DEAE a un pH ©,5 i s'oObtenen en =1
volum d'elucié. El desenvolupament d'aquaesta cromazografia 23 va seguir
mesurant l'absorcié a 280 nm dels eluits m:itjangant un sscastrziztozatra
ce flux contipu LXB, model 833) Uwizord 17 dotas 2'un tsscrizzor LIS

3529-1 1 col.lozas 12 s5or+ida 223 Ta pziumaa.
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4.5.3. DETERMINACI6 DEL RADI DE STDKES PER FILTRACI& EN GEL

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

realitza mitjancant el metode d'Andrews (123) 1 es calcula el radi de

Stokes (124, 125).

La cromatografia s'efectud a través de una columna de Sephacril S-300
(1cm @ x 110 cm) utilitzant un tampé tris-HCl 50 mM ¥aCl 0,1 M pH 8,2

com a tampé d'elucié.

Les proteines utilitzades com a marcadores van ser:

1~ Citocrom ¢ (Pes mol.lecular 13.000, Ra = 16,5 A)

17,800, Re = 20,8 A)

2.~ Mioglobina (Pes mol.lecular
3.~ Quimotripsinégen (Pes mol.lecular = 25.000, Re ='22.4_ A)
4 - Ovoalbimina (Pes mol.lecular = 43.000, Re = 30,5 A)

5.~ Seroalbimina bovina (Pes mol.lecular = 67.000, Re = 35,5 A)

6.~ Aldolasa (Pes mol.lecular = 158.000, Ra 48,1 A)

7.~ Catalasa (Pes mol.lecular = 232.000, Re = 52,2 A)
8 - Ferritina (Pes mol.lecular = 440.000, Re = 61,0 A)

9.~ Tiroglobulina (Pes mol.lecular = 669.000, Rs = 85,0 Aj




4.6. TECNIQUES ELECTROFORETIQUES

Les técniques electroforétiques han estat de forga ajut en la purificacie

de l'enzim 1 per a seguir el procés de purificacié de 1l'antices anti

adenosina desaminasa de cervell de rata.

4.6.1. ELECTROFORESIS ANAL{TICA EN GELS DE POLIACRILAMIDA

S'utilitza la técnica d'electroforesi discontinua. Els gels de
poliacrilamida es van preparar amb 1,4 ml de gel separador (T = 9%,
c=056 10,2 ml de gel concentrador (T = 0,02%, C = 3 10-4), en tubs

de 6,5 cm de longitud 1 0,7 cm de diametre intern.

El gel separador es prepara amb:
- 7,2 ml acrilamida/bisacrilamida (T = 40%, C = 2,5)
- 1,28 ml tampé tris-HC1l pH 8,9
- 20,2 ml aigua
- 52 pl NN N'N'-tetrametilendiamina (TEMED)

- 3,2 ml persulfat de potassi

El gel concentrador es prepara amb:

- 2 ml acrilamida/bisacrilamida (T = 0,16%, C = 2 10-=y

2 ml tampé tris-HsPOa pH 6,4

8,56 ml aigua

1

40 pul TEMED

= 1,4 ml persulfat de potass

1. Metcdes
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El tampé del dipésit inferior fou tris-HCl 25 mM pH 8,9 mentre que en el
dipésit superior s'utilitza tris-glicina 37 mM pH 8,3, L'electroforesi
s'efectua durant 90 min a 1 mA per tub. 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-ELUCI®)

L'electroforesi preparativa es va realitzar ’en un tub de 7,3 cm de
longitud 1 2,0 cm de diametre. L'electroforesi s'efectud durant 10 h a
200 v; en linles generals es prepara tal com es descriu a l'apartat 4.6.1.,
pero s'utilitzaren 16 ml de gel separador (T = 12%, C = 0,75) i 7 ml de

gel concentrador (T = 0,02%, C = 3 1074),

L'enzim es recolli utilitzant una bomba peristaltica a un flux de 25 mi/h.

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

4.6.3. ELECTROENFOCAMENT ISOELECTRIC EN PLAQUES D'AGARCSA "
Per a efectuar l'enfocament isceléctric en plaques d'agarcsa es procedi
seguint el metode de Pharmacia Fine Chemicals (126} amb una unizas

electroforatica FBE 3000 {(Pharmacial.

Les plagues d'agarcsa &s van preparar esca_fant (,3 g z'agarcsa “IET

"

b et

(Pharmacia) en una dissdluvcis d2 35 g d2 ac

4, Metodas Tazirs
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cop dissolta l'agarosa s'afegi 1,9 ml d'anfolits (40%) qej marge da oH
3-10 i es prepara una placa sobre un full de 114 x 225 pp 45 “sa'hond

film" (Marine Colloids Division).

L'aplicacié de la mostra s'efectua amb l'ajuda del paper absorbent
Scheleicher-Schiill (Blood Collection Paper) de 10 x 5 mm, que absorbeix
25 pl de mostra. Els aplicadors es van eliminar després de 45 pin de?

comengament de l'enfocament.

La dissolucié catodica fou de NaOH 1 M i l;l anédica de HzS0. 0,05 X.
L'enfoc isceléctric s'inicia amb un voltatge de 500 v i una poteéncia limit
de 15 w, que es mantingué constant durant tot el procés, El voltatge no
supera en cap moment els 1.500 v. Com a marcador s'utilitza hemoglobina i
l'electroenfocament es perllonga fins 15 min després d'enfocar-se aques<a

proteina (uns 75 min),.

4.6.4. IMMUNOELECTROFORESI EN PLAQUES D'AGAR

Les plaques d'agar es van preparar escalfant 0,1 g d'agar en 12 ml iz
tampé tris~HCl 0,2 X pH 8,6 que, un cop dissolt, es va gelifizar scir2

full 10 x 10 cm de "Gelbond film" (Marine Colloids Divisicn:,

Es van fer una serie da2 pous a la placa d'agar i =3 wvan aplizar laz

mostres. S'efectud una electroforesi duraat 2 h a 220 7 a ~emparatura
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ambient. Per a 1l'electroforesi s'utilitza una camara d'el&ctrofgresi amb

250 ml de tampé tris-HCl 0,2 M pH 8,6 a cada costat de 1a camara

Un cop realitzada l'electroforesi es buida el gel de leg trinxeres, que
s'havien marcat previament paral.lelament al sentit en qud es realitza
l'electroforesi, i s'omplen amb 70 ul d'anticés. la immunodifusis es

realitza en una camara humida durant 12 h a temperatura ambient.

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

color blanc. Per a millorar l'observacié d'aquestes bandes s'efectua el

procediment de tincié:

- diversos rentats amb 9 g/1 NaCl per a eliminar les proteines no
precipitades.

- un premsat de 15 min amb paper de filtre per a acabar d'abscrbir les
proteines no precipitades. .

— diversos rentats amb aigua per a eliminar les sals.

- un premsat amb paper de filtre.

- tincié amb 1 g/l Coomassie Brilliant Blue R (SIGMA) en una dissolucio
10:9:1 d'aigua:etanol:acid acetic.

- decoloracié amb una dissolucié 10:9:1 d'aigua:etanol:dcid acetic.

4.6.5. TINCI6 GENERAL DE PROTEINES

Els gels o les plaques que es volien tenyir es van mantenir uns 39 on
en aczid triclcracetic al 3% gper tal Z2 fixar Za2s baxdas, 85 7an rentar

ambh acid acetiz al 0% 1 =23 wan mantenir 2 2 en uma disscluzis da
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Coomassie Brilliant Blue R (SIGHAJ al 0.25% 2n una mescla +4s macans)

acid acetic 1 aigua (30:10:60) (v/v/v) (127).

Els gels es van decolorar a continuacié amb diversos rentats de metancl
acid acetic 1 aigua (30:10:60) (v/v/v), La decoloracié s'efectua em 2 3 an

un bany a 60< C.

4.6.6. TINCI6 ESPEC{FICA DE L'ADENOSINA DESAMINASA

L'activitat ADA es manifesta en els gels o les plaques mitjan¢ant =i
metode de Spencer et al. (128). Es van dissoldre 10 mg d'adencsina i
0,2 g d'agar en 15 ml de tampé de fosfats de sodi 100 m¥ pH 7,5 i
s'escalfa la mescla a 90= C. La dissolucié es va deizar refredar fians a
452 C i es barreja amb una altra dissolucié que coﬁtenia 8 ul d= PY¥P
comercial (1 mg/ml, A.E. 25 U/mg), 8 pl de XO comercial (10 mgs/mi, A.E.
0,4 U/mg), 2 mg de MIT i 2 mg de PHS en S5 ml de tampé de fasia‘s de

sodi 100 mX pH 7,5.

Els gels de poliacrilamicia es van collocar en twdbs que contenian la
mescla i es van incubar a les fosques, a temperatura amZisnt, duraat 20
min. L'activitat enzimatica es localitza en bandes de «zcizr 3laU 3ue
destaquen sobre un fons grec. El color blau no queda fixzat scdrz 21 3zl

de poliacrilamida, siné que =2s Cifsén a traves cal ga: d'agar.

. ¥Yemndes . ol PR |
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4.7. TECNIQUES DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Les tecniques de microscépia electronica s'utilitzaren en 1'observacié de
microsomes 1 de sinaptosomes. A continuacié es descriu el procés

preparatiu previ a l'obtencié de les micrografies electréniques.

4.7.1. PROCES DE FIXACIOS

Per a fixar els precipitats de microsomes Il:l sinaptosomes s'utilitza
dialdehid glutaric 2,5% (v/v) en un medi tamponat de sacarosa 0,28 X
tris-HCl 30 mM pH 7,4. La mescla es deixa 1,5 h en contacte amb el residu
1 a continuacié-es renta tota la nit amb sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 nM

pH 7,4,

El residu rentat es post-fixa amb 0sOa. al 2% (p/v) en sacarosa 9,23 X,
tris-HC1 30 nM, pH 7,4, durant 15-30 minuts. Un cop eliminat el 0OsCa
mitjangant diversos rentats amb el tampé 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 1l'ajuda d'una espatula i la deshidrataczis es
portd a terme per immersié en séries succesives d'etancl: 70%, 3C%, 27%,

05% 1 etanol absolut.

4. Metodes
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4,7.2, PROCsS D'INCLUSI®

Les mostres deshidratades es tracten amb el dissolvent del monomer de la
polimeritzacié. Aquest mondémer no és soluble en aigua i per aizé es tracta
la mostra dessecada amb etanol, amb els dissolvents:

~ Dues parts d'etanol absolut i una part d'oxid de propile.

Una part d'etanol absolut i una part d'oxid de propile.

Una part d'etanol absolut i tres parts d'oxid de propile.

oxid de propile absolut.

El temps utilitzat en aquestes operacions va ser de 15 min per a cada
tractament; cada procés es va repetir tres vegades. Les mostras aixi
tractades es van poder introduir dins del monoémer i es va iniciar la seva

polimeritzacié de la forma habitual amb "Araidite Durcupan ACK“.

4.7.3, PROCES D'ULTRAMICROTOMIA

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

quars o diamant i es van prendre mosires a diferents nivells del residu

perque les observacions fossin més representatives.

4.7.4. PROCES DE TINCIo

La tinci) s'ha sfectuat amb- azatat d'uranil al 2% tp 7, =&Izns 2. xmaToda

de Vatson £:29» I cizrat de picm sezocna 13 tecnica &2 fzync.diz LI,




4.7.5, PROCES D'OBSERVACIO

L'observacié de les mostres es va realitzar amb un microscopi electrénic
EX 200 i EM 301 a 60 kv d'acceleracis en el Servei de Microscépia

Electrénica de la Universitat de Barcelona,

4,7.6. LOCALITZACI6 CITOQUIMICA DE LA S'NUCLEOTIDASA

La localitzacié de la 5S'nucleotidasa a les fraccions particulades es posa
de manifest mitjangant el metode de Kreutzberg et al. (53). El residu
particulat es fixa amb dialdehid glutaric 2,5% (v/v) en medi tamponat de
sacarosa 0,28 M, tris-HCl 30 mM, pH 7,4, i es tractda 3 h en el medi
histoquimic, que contenia tampé tris-maleat 50 mM pH 7,0, AMP I nM,
Pb(NO=)= 2 mM, Mn(HOa)zrﬁo mM i sacarosa 0,25I M. Els controls

s'efectuaren utilitzant el medi histoquimic sense AMP.

Després del tractament amb el medi histoquimic es procedi a la fizacios,

inclusis, tincié, ultramicrotomia 1 observacié amb microscopi electrénic

(vegeu apartats anteriors).

4.7.7. LOCALITZACIo CITOQUIMICA DE L'ADENCSINA DESAMINASA
La localitzacic de l'adenssina desaminasa a =3 fraccians par=isulalss =z
posa de manaifsst mitiacgant el mesode ZasIrit T2

o s e

residu particulat o5 tracta durant 3 3in 8 IT? O axt

e 3
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ribosid de 6-cloropurina 10 nM. Aquest substrat, analez de 1'adenosina,
rendeix clorur com a producte de la reaccié de 1'ADA, que =s fa pracipizar
mitjangant un posterior tractament amb AgNO= 120 m¥ Qurant 5 min a

37= C 1 a les fosques. -

Després d'aquest tractament es procedi a la fixacié, inclusis, tincis,
ultramicrotomia i observacié amb microscopi electrénic (vegeu apa‘rtats

anteriors).

4.8. DETERMINACI6 DE LES ACTIVITATS ENZIMATIQUES

La determinacié-de les activitats enzimatiques de forma continua s‘efectua
espectrofotométricament mesurant els increments 0 decrements
d'absorbancia deguts a la variacié de concentracié dels subsirats o iels

productes, segons les condicions experimentals.

Totes les mesures s'efectuaren en un espectrofotometre Pye Unicam SP 1700
termostatitzat,- provist d'un inscriptor AR 25 i en cubetes de !0 mm dao

pas de llum, a la temperatura de 30 +/- 0,1< C.

Les activitats es calcularen en pkat, que corresponen a umois ce subs=rat

transformats en un segon.




4.8.1. ENZIMS DEL METABOLISME PURINIC

Els substrats utilitzats van ser l'adenosina per 1'ADA, 1'AMP per la 5'N,

la guanina per la GAH 1 la guanosina per la PNP.

Per a evitar una elevada absorbancia, la concentracié dels substrats va
ser de 5 107 M en la cubeta de l'espectrofotémetre quan nomes es

determina l'activitat especifica.

Les reaccions s'efectuaren en un medi tamponat de pH 7,4 compost de
sacarosa 0,28 M i tris-HC1l 30 mM, i en la determinacié de 1l'activitat PNP
s'afegi tampé de fosfats de sodi 0,2 M.

TAULA I

INCREMENTS D'ABSORTIVITAT MOLAR A LES LONGITUDS D'ONA EN LES QUALS ES

DETERMINA L'ACTIVITAT

ENZIN SISTEMA A (nm) € (A/M cm)
ADA adenosina-inosina 265 7.82C
5'N AMP-inosina 265 8.400
GAH guanina-xantina 248 4,703
PYP guanosina-guanina 260 Fonil

+. ¥etodes



4.8.1.1, DETERMINACIS6 DE L'ACTIVITAT ADA

La determinacié d'activitat de l'adenosina desaminasa s‘efectua mesurant
els decrements d'absorbancia a 265 nm segons el métode de Kalckar (132)
deguts a la desaparicié d'adenosina. A aquesta longitud d'ona cc;*respcn la
maxima diferéncia entre els valors d'absortivitat molar per l'adencsina i

la inosina (vegeu Taula ID.

4.8.1.2. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT 5'N

La determinacié d'activitat de la S'nucleotidasa s'efectud mesurant els
decrements d'absorbancia a 265 nm a causa de la disminucié en 1la
concentracié d'AMP. Aquest metode és acoblat 1 esta basat en 1'addicio a
la cubeta de reaccié d'ADA comercial en quantitat suficient perjue
transformi rapidament l'adenosina que es va formant, en inosina; aixi
s'obté una diferéncia més gran entre els valors d'absor‘tivitat molar
(vegeu Taula I). Aquest metode és el descrit per Kalckar (133).

La concentracié d'ADA comercial que s‘ha afegit en la mescla de resaczin en
totes les determinacions d'activitat efectuades en el present tredail aa

estat 3,4 U/ml.

A



4.8.1.3. DETERMINACIO6 DE L'ACTIVITAT GAH

La determinacié d'activitat de la guanina aminohidrolasa s'efectua
mesurant els decrements d'absorbancia a 248 nm deguts a la desaparicié
de guanina (134). Aquesta longitud d'ona correspon a la maxima diferencia
entre els valors d'absortivitat molar entre guanina i =xantina (vegeu

Taula ID.

4.8.1.4, DETERKINACIO DE L'ACTIVITAT PNP

La determinacié d'activitat de la purin nucledsid fosforilasa s'efectua
mesurant els decrements d'absorbancia a 260 nm, punt isosbéstic de la
guanina 1 la xantina, deguts a la desaparicié de la guanosina (vegeu

Taula D).

S'ha treballat en aquesta longitud d'ona perqué en els preparats

enzimatics, acompanyant a la PNP es troba la GAH que interferiria en les

determinacions.

4. Metcdes Fagizs



4.8.2. ALTRES ENZIMS NO PURINICS

4.8.2,1, DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT LDH

La determinacié de 1l'activitat de la lactat deshidrogenasa s'efectua
mesurant els decrements d'absorbancia a 340 nm, deguts al NADH, en un

medi tamponat compost per sacarosa 0,28 M 1 tris-HCl 30 nX de pH 7.4.

La concentracié de piruvat i NADH en la cubeta de 1'espectrofotéometre fou
de 8 10~ M i 8,5 10~% M respectivament. L'increment de 1l'absortivitat

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

4.8.2.2. DETERMINACISO DE L'ACTIVITAT MDH

La determinacié 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 concentracié d'oxalacetat i1 NADH en la cubeta de l'espectrcfotéometre
fou de 35 107 M 1 1 10~* M respectivament. L'increment de l'absortivitat

molar per a aquesta reaccic és de 6.220 A/M cm a 340 nm (133).

1. Matodes Zaginy
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4.8.2.3. DETERKINACI6 DE L'ACTIVITAT FOSFATASA A pH 7.4

La mesura d'activitat de la fosfatasa s'efectua de forma discontinua, La

mescla de reaccié fou:

- 0,8 ml fosfat de p-nitrofenil 18 nX I+

- 0,1 ml tampé sacarosa 0,28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4 contenint HMgCla2
0,ilmg/ml.

- 0,1 ml dissolucidé enzimatica.

Després de 10 min s'aturd la reaccié afegint 2 ml de N¥aOH 0,5 M i es

mesura l'absorciéo a 405 nm en front d'un blanc.

Aquest metode es basa en el descrit per WValter 1 Schiitt (136). El
coeficient d'absortivitat molar del p-nitrofenol és de 18.500 A/M cm

(136).

4.9. DETERKINACI6 DELS PARAMETRES CIN®TICS

Els diversos parametres cinetics (constants de Michaelis Km, velocitat
maxima V i constants de inhibicié Ki) es determinaren estadisticament,
mitjancant un ordinador Tektroniz 4051. Les dades experimenzals
s'ajustaren a la corresponent equacié de velocitat de Michaelis-Menten

senzilla (137) o estesa al cas de inhibicié (138), mitjangant un programa

en llenguatge BASIC de regressio no linial sense derivadas (139).

4.
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4,10. DETERMINACI6 DE LES CONSTANTS TERMODINAMIQUES

4,10,1, CALCUL DE L'ENERGIA D'ACTIVACI®O

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

estat descrit per Arrhenius (140):

K = constant de velocitat
dInK A E i AE = energia d'activacis
_“dﬂ hT“m- ) -;{-—;;-» i R = constant dels gasos

T = temperatura (K)

De la integracié d'aquesta equacié 1 a partir de 1l'equacié de Michaelis-

Menten, s'obté l'equacié (141):

-AE 1
log V= =~—=====w== ———=- + constant
28303 R T

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

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

4.10.2, CALCUL DE L'ENTALPIA STANDARD

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

Keq del sistema ve descrita per l'equacio de Van't Hoff (140):

4. Metodes Pagina 3=
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constant d'equilibri

d In Kag A He A H® = entalpia standard
dT R T2 R = constant dels gasos
T = temperatura (K)

De la integracié d'aquesta equacié s'obté:

= 108 Kag ® wmemmmemm: sy + constant
A partir del pendent de la recta que s'obté en representar -log ;.q en
front de 1/T s'aconsegueix calcular el valor de l'entalpia standard de la
reaccié. Per a les reaccions que arriben rapidament a 1l'equilibri, la Keq
pot identificar-se amb la Ka (141); per a aquestes reaccions la
representacié grafica de -log Ka en front de 1/T permet calcular

l'entalpia standard del sistema reaccionant.

4. Metodes Tazina
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5. PART EXPERIMENTAL

5.1. DIFERENCIES DE LOCALITZACI6 DE LA 5'N I DE L'ADA RESPECTE A ALTRES

ENZIMS PUR{NICS .

Per tal d'observar el diferent comportament de 1'ADA i la 5'N respecte a
altres enzims purinics 1 respecte a la lactat 1 malat deshidrogenasa s‘han

efectuat els experiments descrits a continuacis.

-

5.1.1. EXTRACCI6 DELS ENZIMS DE DIVERSES FRACCIONS SUBCEL.LULARS DE

CERVELL DE RATA

En les diverses fracclons subcel.lulars es van efectuar els rentats i les
extraccions que s'indiquen en les Figures 7 1 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 1 residus resuspesos novament.
5.1.1.1, SINAPTOSOMES
Els sinaptosomes 1 microsomes es van aillar tal com s'indica =n l'apartat

(4.2.2.», 2s van rentar dues vegades (vegeu 4.3.) amb medi A, tamponat de

sacarosa 0,28 M, tris-HC1 30 oM, pH 7,4, 1 es va efectuar, a continuacio,
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un tractament amb desoxicolat 0,075% (p/v) en medi A per a zrencar els

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

Les activitats ADA (vegeu 4.8.1.1.) 1 5'N (vegeu 4.8.1.2.) es van determinar
en la suspensio en medi A del segon rentat, en el sobrenedant resultant
de la centrifugacié d'aquesta suspensi6é, en la suspensié en desoxicolat
0,075% (p/v) en medi A i en el sobrenedant resultant de 1la centrifugacio
d'aquesta suspensié. Els resultats obtinguts s'indiquen en la Taula II. Amb
desoxicolat 0,075% es produeix un gran deslliurament de 1'ADA lligada als

sinaptosomes; 1l'alliberament de l'activitat 5'N és molt petit.

TAULA II

ACTIVITATS ADA I 5'N EN SINAPTOSOMES

ENZIM MOSTRA v 104 {pkat/g teixit)

ADA Suspensié en sacarosa 1,131
Sobrenedant de sacaraosa 0,098
Suspensié de desoxicolat 0,967
Sobrenedant de desoxicolat 0,173

5'N Suspensié en sacarosa 4,542
Sobrenedant de sacarosa 0,069
Suspensisé en desoxicolat 4,443
Sobrenedant de desoxicolat 2,073

Les activitats ADA I 5'N es van determinar en diverses suspensicn
tractament descrit en la Figura 7. Les velocitais 3'sxpresser
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pkatsg teixit. Les concentracions d’adenosina I Jd'AMF =n cubeta van asser
en tots els casos 5 107% M.

Dissolucic de desoxicolat: 0.075% (ps/v: en medi A.

Dissolucié de sacarcsa: medi A (sacarpsa 0,28 M tris-Z71 2 aX o-H 74
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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 centrifugacié un cop
realitzada l'extraccié amb desoxicolat 0,075% (p/v) en medi A, tant de
microsomes com de sinaptosomes. Aquesta concentracié 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 fraccié 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 Dbtingtllts es mostren en la Taula
IV. La 5'F 1 1'ADA s'alliberen dels sinaptosomes en una proporcié molt més
elevada que la resta dels enzims, els quals s'alliberen en proporcions

similats.

TAULA III »

ACTIVITATS ENZIMATIQUES ALLIBERADES DELS MICROSOMES

ENZIM : ACTIVITAT (nmol/s g teixit)
ADA 0,12
GAH 0,47
PNP 0,11
5'N 0,71
LDH 25,5
¥DH 53,7

La fraccié microsomal es va rentar dues vegades amb medi 4, es va
tractar amb desoxicolat 0,075% <(ps/v}) en medi 4 I es va centrifugar a
105.000xg 90 min per a separar un residu sélid de 13 fraccis. les
activitats es van determinar en el sobrepedant del tractament amb ol

detergent,
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TAULA 1V

ACTIVITATS ENZIMATIQUES ALLIBERADES DELS MiCROSCMES
I DELS SINAPTOSOMES

ENZIK SINAPTOSOMES ¥ ICROSOMES

ADA 53,3 120 s
GAH 6,8 100
PEP 6,0 100
5'N 36,6 100
LDH 7,9 1090
MDH 58 1090

Ambdues fracclons es rentaren dues vegades amb medi A, es tractarsn amb
desoxicolat 0,075% (p/v) en medi A 1 es centrifugaren per tal de separar
els organuls. Les activitats enzimatiques es van deterninar en els
sobrenedants respectius dels tractaments amb detergent. Els resultats son
comparatius; es déna el valor 100 a l'activitat de cada enzim alliberada
de la fraccié microsomal.

5.1.1.2. VESICULES SINAPTIQUES AILLADES PEL MeTODE DE SCLLER =T AL.

(1973)

Les vesicules sinaptiques i els microsomes es van aillar tal zoa s'indi:za
en l'apartat (4.2.1.). Les fraccicns particulades es van renzar Zuss
vegades en medi A (vegeu 4.3 1 els enzims es5 wan =2utrevr2 amd
desoxicolat 0,075% (p/v) en medi A (Fig. 7).

En les vesicules sinaptiques, l'activitat ADA (vegeu 4.2.1... &= 2starmizz
en la suspensié del medi A del segon rentat, enm 21 sITramalant risul-ans

de la centrifugacié en la suspensi» en descyizclat 3,177s T oen mazi o4
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i en el sobrenedant resultant de la centrifugacis d'aquesta suspensisé. Els
resuitats obtinguts es mostren em la Taula V. Igual que quan es treballa
amb sinaptosomes, el desoxicolat al 0,075% produeix un gran deslliurament

de 1'ADA 1lligada a les vesicules 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 1l'extraccié amb
desoxicolat 0,075% (p/v) en medi A 1 posterior centrifugacis, tant en les

vesicules sinaptiques com en els microsomes.

Els resultats obtinguts en vesicules sinaptiques es van comparar amb els
obtinguts en microsomes donant a aquests darrers el valor 100 d'activitat
de cada un dels enzims. Aquesta comparacié es pot veure en la Taula VI.
La 5'N i 1'ADA s'alliberen en les vesicules sinaptiques en una proporcié
molt més elevada que la resta dels enzims estudiats, que s'alliberen en

unes proporcions similars.

5.1,1.3. VESICULES SINAPTIQUES 1 MEMBRANES SINAPTIQUES AYLLADES PEL

M:TODE DE TAMIR ET AL. (1974)

Les vesicules sinaptiques i membranes sindptiques aillades segons (4.2.2.)
es van rentar tres vegades (vegeu 4.3.) amd medi A, tamponat de sacarosa
0,28 M tris-HCi 30 mM pH 7,4. Els microsomes, en canvi, es van rentar

només dues vegades, perqué no contenien diatrizoat.
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TAULA V

ACTIVITAT ADA EN VESICULES SINAPTIQUES

MOSTRA v 10% (pkat/g teixit)
Suspensi6é en sacarosa 2,706
Sobrenedant de sacarosa 0,513
Suspensié de desoxicolat 2,350
Sobrenedant de desoxicolat 1,148

L'activitat ADA es va determinar amb adenosina 5 10~% M, en diverses
suspensions del tractament descrit en la Figura 7. Les velocitats
s'expressen en ukat/g teixit.

Dissoluciso de desoxicolat: 0,075% (p/v) en medi A.
Dissolucié de sacarocsa: medi A (sacarcsa 0,28 M tris-HC1 30 nM pH 7,4)

TAULA VI

ACTIVITATS ENZIMATIQUES ALLIBERADES DELS MICROSOMES
I DE VESICULES SINAPTIQUES

ENZIM VES{CULES SINAPTIQUES MICROSOMES
ADA 18,6 100
GAH 2,0 100
PNP 1.8 100
5'N 12,6 100
LDH : 1,6 100
¥DH 1,8 » 100

Les vesicules sinaptiques i els microsomes, obtinguts segons (4.2.1.) es
rentaren dues vegades amb medi A, es tractaren amb desoxicolat 0,075%
(p/v) en medi A 1 les suspensions se centrifugaren per a3 separar 2ls
organuls. Les activitats enzimatiques es van determizar en els
sobrenedants respectius després dels tractaments amd datergent. Elis
resultats sén comparatius, donant el valor 100 a l'activitar de -ada enzia
alliberada d= la fraccis microsomal.
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Els residus rentats es van tractar amb desoxicolat 0,075% (p/v) en medi
A, centrifugant a continuacié (vegeu Fig. 8). En els tres sobrenedants
d'aquesta centrifugacié, que corresponien a vesicules sinaptiques, a
menbranes sinaptiques 1 a microsomes, es van determinar les activitats
ADA: 5'N, GAH, PNP (vegeu 4.8.1.), LDH (vegeu 4.8.2.1.) i MDH (vegeu
4.8.2.2.). Els valors de velocitats obtinguts es compararen com es mostra
a la Taula VII; per a cada enzim el valor corresponent a l'activitat

alliberada dels microscmes es prengué com 100.

Tot 1 que l'activitat 5'N no ha pogut ésser mest]lz;ada a causa de l'elevada
absorcié del diatrizoat tot i haver rentat les particules tres vegades,
sembla que els resultats sén analegs als obtinguts en l'apartat anterior.
De fet, la proporcié d'ADA alliberada és més elevada que la dels altres

enzims estudiats. M

5.1.2. CARACTERITZACI6 CINRTICA DE LA 5'W I 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 troben en les diverses fraccions subcel.lulars d'escorga de cervell de
rata s'ha determinat llurs caracteristiques cinétiques amb AXP <5'N)» i

adenosina (ADAJ com a substrats.
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TAULA ViI

ACTIVITATS ENZIMATIQUES ALLIBERADES
DELS MICROSOMES, DE LES VESIiCULES SINAPTIQUES
I DE LES MEMBRANES SINAPTIQUES

VESfCULES MEMBRANES
ENZIM SINAPTIQUES SINAPTIQUES M ICROSOMES

ADA 4,80 4,80 100

GAH 0,30 1,50 1090

LDH . 0,15 , 0,08 100

MDH 0,22 0,33 100
Suspensié en
desoxicolat

ADA 3,40 2,70 100

Les vesicules sinaptiques I les membranes sinaptiques, obtingudes segcons
(4.2.2.) es van .rentar tres vegades; menire que els microsomes, cbtinguts
pel mateix métode es van rentar dues vegades. Els residus es van tractar
amb desoxicolat 0,075% (p/v) en medi A 1 es van centrifugar per a separar
de nou els organuls. Les activitats enzimatiques es van determinar en els
sobrenedants respectius dels tractaments amb el detergent. Els resulitats
sén comparatius, es doéna el valor 100 a 1l'activitat de cada enzim
alliberada de la fraccié microsomal. Igualment 1'activitat ADA es
determind en les suspensions en desoxicolat, que es va referir tambe al
valor obtingut en microsomes. 2

El métode no va ésser prou sensible per a determinar les activitats dels
enzims 5'N 1 FNP degut, probablement, a la presercia de traces de
diatrizoat.
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5.1.2.1. 5'NUCLEOTIDASA

La 5'F és un enzim que pot actuar sobre els quatre nucieotids purinics
cel.lulars AMP, GMP, IMP 1 XMP; si bé 1'AMP és el substrat mes afi (32,
L'enzim no requereix del cation Mg2* per a la seva activitat (32} i per

aixé no s'inclou aquest cation en el tampé per a determinar l'activitat.

5.1.2.1.1. INTERFERENCIA DE LES FOSFATASES SOBRE LA 5'N

Les fosfatases catalitzen la ruptura dels enllagos ésters en esls que
intervé el fosfat. Segons el pH 6ptim en que actuen es classifiquen en

fosfatases acides o alcalines.

Per tal de comprovar si en les condicions de treball, a pd 7,4, les
fosfatases interfereixen en la determinacié de 1l'activitat 35'N, s'efactua

el segiient experiment:

L'activitat fosfatasa es determina a pH 7,4 segons es descriu 2n <4.3.2.3.»
utilitzant fosfat de p-nitrofenil com a substrat de la reaccii en una
concentracié de 5 10== M. Igualment es determina l'activitat rosiatasza a

pH 7,4 afegint EDTA o AMP en el medi de reaccio.

S'ha demostrat que 1'EDTA inhibeix la 5'N de cervell de ra%a '32r i, en
cas d'actuar aquest enzim sobre el fosfat de p-nitrcienil, sutsirat gens
preferent, la seva activitat seria molt minsa I =23 detarminaria solamarns

i'activitat fosfatasa, a no ser que la fosfazasa s =amce iakitiza zer

(81}
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EDTA. 5i les fosfatases actuessin sobre 1'AMP es veuria una inhibicié en
afegir AP en el medi de reaccié, i segons es pot otservar en la Taula
VIII, les fosfatases a pH 7,4 no actuen sobre 1'AMP. En la Taula VIII es
pot comprovar també que ni 1'EDTA ni 1'AMP inhibeixen les fosfatases que

actuen a pH 7,4; en les condicions assajades.

A causa de l'elevada absorcié del fosfat de p-nitrofenil a 265 nm, no és
possible mesurar si aquest metabolit inhibeix 1l'activitat 5'N mesurada

segons es descriu en (4.8.1.2.).

TAULA VIII

DETERMINACIS DE L'ACTIVITAT FOSFATASA

MOSTRA v 10® (pkat/g teixit)
Control 4,367
EDTA 9,24 10+ N 4,543
AMP 1,98 10+ X 4,375
AMP 3,98 10-+ M 4,567

L'activitat fosfatasa de la fraccié soluble (vegeu 4.l1,) es determina en
tampé tris-HCl1 30 nmM pH 7,4 amb sacarosa 0,28 N 1 es compara amb
l'activitat determinada en presencia d'EDTA 1 de dues concentracions
diferents d'AMFP per a veure si existia inhibicié deguda a aquests
metabolits. Les velocitats es donen en ukat/g teixit.

5. Part Experimental Eszizy



5.1.2.1.2, CONSTANTS DE MICHAELIS

La 5'N adapta el seu comportament a la cinetica de Michaelis-Menten en

totes les fraccions subcel.lulars estudiades.

Per a determinar els parametres cinétics de l'enzim s'obtingueren les
diverses fraccions subcel.lulars: fraccié soluble, microsomes (vegeu 4.1,
sinaptosomes (vegeu 4.2.2.) 1 vesicules sinaptiques (vegeu 4.2.1.). Les
fraccions particulades (microéomes, sinaptosomes i vesicules sinaptiques)
es van rentar dues vegades amb sacarosa 0,28 'H tris-HC1 30 mM pH 7.4
(vegeu 4.3.), 1 els corresponents residus es van suspendre novament en el

mateix medi.

La proporcié de 5'N de les fracclons particulades que s'allibera en les
condicions de treball es calcula per tal de conéixer si l'enzim resta unit
a les membranes en preséncia dels seus substrats. Per aixs, es va
efectuar una incubacié de cada fraccié particulada durant 10 min a
30 4/~ 0,1 = C amb AMP 5 10~% M, essent el contingut en proteina en les
incubacions 0,3 - 2,9 mg/ml. La  suspensia s'ultracentrifuga
(Ultracentrifuga Beckman L-5-75H, rotor 35 FA) durant 90 min a 105.000xg
a 42 C i es determina l'activitat 5'N en el sobrensdant i en el residu.
Paral.lelament es confecciona un blanc en el qual es va substituir 1'AMF
per tampé tris-HCl 30 mM, pH 7,4, amb sacarosa (.28 M. Els resultats as
mostren en les Taules IX, X i XI. La quantitat d'enzim alliberada no wa
arribar en cap cas al 8% 1 per tant, en els experimeris cinetics

efectuats a continuacic es pot considerar que la 3'N actia ilizada a les

5. Part Experimental



membranes de les vesicules particulades en una proporciéo més elevada del

92%.

El calcul de la Km s'efectua treballant dins d'un marge de concentracions

d'AMP de 1 10™% ¥ a 5 107% M en medi tamponat de sacarosa 0,28 M tris-

HC1 30 m¥ pH 7,4.

TAULA IX

ALLIBERAMENT DE LA 5'N MICROSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACI6 D'AMP 5 108 K 0X
Activitat 5'N del residu 104 X 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'N retinguda pels microsomes després d'incubar-los amb
AMP 5 10-% X durant 10 min a 30 +/- 0,1 C es calcula determinant
l'activitat en els sobrenedants i residus de centrifugar a 105.000xg 90
min. Aquestes activitats venen donades en ukat/g teixit, I a partir
d'elles es determina el percentatge retingut de 5'N en els microsomes. El
contingut de proteina en la mescla d'incubacié fou de 2,94 mg/ml.

J
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TAULA X

ALLIBERAMENT DE LA 5'N SINAPTOSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACIS D'AMP 5 10-% X oX
Activitat S'N del residu 104 X 1,405-1,500 1557
Activitat 5'N del sobrenedant 104 X 0,026-0,020 0,023

% 5'N RETINGUDA 97,2% 97,4%

La quantitat de 5'N retinguda es determinad de manera analoga al cas dels
microsomes (vegeu peu Taula IX). Les velocitats inicials dels residus 1
sobrenedants es donen en ukat/g teixit, calculant a partir d'aguestes
dades la proporcié retinguda de 5'N en els residus sinaptosomals. El
contingut de proteina en la mescla d'incubacié fou de 1,71 nmg/ml.

TAULA XI

ALLIBERAMENT DE LA 5'N DE VESIiCULES SINAPTIQUES
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACIS D'AMP . 5 10~ X 0 X
Activitat 5'N del residu 104 X 1,640-1,614 1,481
Activitat 5'N del sobrenedant 104 XM 0,148-0,143 0,081

% 5'N RETINGUDA 91,8% 94 .8%

La quantitat de 5'N retinguda es calcula com altres vegades ivegeu peus
Taules IX i X). Les activitats 5'N dels residus i d2l1s sobrenadants es
donen en pkat/g teixit 1 el calcul de la proporcio de 5'N retinguda en I2s
vesicules sinaptiques s'efectud a partir de les dades d'activitats. la
proteina en la mascla d'incubacio va esser de 0.22 ag-ml.
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A partir de les velocitats inicials de reaccié, obtingudes cdesprés
d'efectuar una mitjana de cinc experiments -amb cada concentracié, es
realitza la representacié d'Eadie-Hoftee <(Figs. 9, 10, 11, 12) i es
calcularen els parametres cinetics tal com es descriu en ¢4.3.) amb
l'obtencié dels resultats que apareixen en la Taula XII. El contingut de
proteina en la cubeta de l'espectrofotémetre varia entre 0,6 i 0,29 mg/ml.
Els resultats indiquen que 1'afinitat de la 5'N vers 1'AMP és similar en

totes les fraccions assajades.

TAULA XII

PARAMETRES CINETICS DE LA 5'N EN DIVERSES
FRACCIONS SUBCEL.LULARS DE CERVELL DE RATA

FRACCIS Km 10% X V 10® (pkat/g teixit)
FRACCIS SOLUBLE 1,42 +/- 0,07 1,17 +/- 2.04
MICROSOMES 1,44 +/- 0,06 0,94 +/- 8,03
SINAPTOSOMES 15 +/- 0,2 055 +/- 0,03
VES{CULES SINAPTIQUES 1,63 +/- 0,03 0,32, +/- 0,04

Les concentracions d’'AMP van variar entre 1 1075 ¥ i 5 10°% X, en
sacarcsa 0,28 M tris-HC1 30 nM pH 7,4.
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5.1.2.1.3. CONSTANTS D'INHIBICIS PER ADP

Per tal d'esbrinar si 1'ADP és un substrat de la 5'N s'efectud un control
d'activitat a 265 nm tal com s'indica en (4.8.1.2.) substituint 1'AMP per
ADP. Dins del marge de concentracions d'ADP fins a 3 10-% 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 1'AMP. Aquesta inhibicié
s'estudia utilitzant un marge de concentracions d'ADP' fins a 3 10~ ¥ i
un interval de concentracions d'AMP de 1 107% a 6 105 M en un medi

tamponat de sacarosa 0,28 M tris-HCl1 30 mM pH 7 4.

Els preparats enzimatics utilitzats s'obtingueren segons (4.1.) (fraccié
soluble 1 microsomes), <(4.2.2.) (sinaptosomes) 1 (4.2.1.) (vesicules
sinaptiques). Les fraccions particulades es van rentar dues vegades
segons es descriu a l'apartat (4.3.) i es van redisoldre en el mateix

medi.

Es va realitzar la representacié d'Eadie-Hoftee (Figs. 13, 14, 15, 16) i es
van calcular els parametres cinetics tal com es descriu en (4.9.) amb
l'obtencié dels resultats que s'indiquen en la Taula XIII, E1 contingut de
proteina en la cubeta de l'espectrofotémetre varia entre 0,2 1 0,8 mg/ml,
segons la fraccié subcel.lular. De la mateixa manera, els resultats
indiquen que la constant d'inhibicié de 'ADP es =zimilar en totaes les

fraccions estudiades.

=
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TAULA XIII

CONSTANTS D'INHIBICI6 PER ADP DE LA 5'N EN DIVERSES
FRACCIOFS SOLUBLES DE CERVELL DE RATA

FRACCIS . K:i 107 X Km 108 ¥ v

FRACCIS SOLUBLE 3,7 +/- 0,2 1,03 +/- 0,07
MICROSOMES 6,0 +/- 0,7 1,6 +/-0,2
SINAPTOSOMES 3,9 +/- 0,3 1,05 +/- 0,08
VES{CULES SINAPTIQUES 6,6 +/- 0,2 1,35 +/- 0,05

Les concentracions d'AMF van variar entre 1 10~ M 1 5 105 N en
sacarosa 0,28 M tris-HCl1 30 mM pH 7,4. Les concentracions d'ADF assajades
variaren fins a una concentracié de 3 10-° M.

5.1.2.2. ADENOSINA DESAKINASA

5.1.2.2.1. CONSTANTS DE KICHAELIS

Per a calcular els parametres cinétics de 1'ADA de fraccié soluble,
microsomes, sinaptosomes 1 vesicules 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'observd que l'enzim segueix un comportament

Michaelia.

-
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Per a coneéixer la proporcié d'ADA de les fraccions particulades que
s'allibera en les condicions de treball, s'incubaren els microsomes,
sinaptosomes o0 vesicules sinaptiques durant 10 min a 30 +/- 0,1 C amb
adenosina, essent el contingut de proteina en el medi d'incubacié entre
0, 1 2,1 mg/ml segons la fraccio particull;da. L'incubat _s'ultr:c-:entrifuga
a continuacié a 105.000xg durant 90 min a 4° C (Ultracentrifuga Beckman
L-5-75H, rotor 35 FA) 1 l'activitat ADA es determind en el sobrenedant 1
en el residu. Paral.lelament s'efectud un blanc en el que l'adenosina es va

substituir per tampé tris-HCl1 30 mM pH 7,4 amb sacarosa 0,28 M. Els

resultats obtinguts s'indiquen en les Taules XIV, XV i XVI.

En una proporcié relativament elevada (69~77%) 1'ADA queda retinguda en
les membranes-i actua en gran part lligada a aquestes membranes en els

assaigs cinetics descrits.

El marge de concentracions d'adennsi.na utilitzat en la determinacié dels
parametres cinétics va ésser de 1 107 X a 9 10~ M. Les velocitats
inicials de reacci6 es van determinar tal com s'indica en l'apartat
(4.8.1.1.) 1 a partir de les dades obtingudes s'efectua la representacié

d'Eadie-Hoftee (Figs. 17, 18, 19, 20).

Els parametres cinétics s'avaluaren segons (4.9.J i es van obtenir els
valors que es mostren en la Taula XVII. La quantitat de proteina en cubeta
va ésser de 0,1 - 1,6 mg/ml segons la fraccic particulada utilitzada. Els
resultats indiquen que 1'afinitat de 1'ADA vers l'adenosina es similar en

totes les fraccions assajades.
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TAULA XIV

ALLIBERAMENT DE L'ADA MICROSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACIS6 D'ADENOSINA 5 10~= ¥ 0X
Activitat ADA del residu 10® M 3,282-2,646 2,272
Activitat ADA del sobrenedant 10 X 1,212-1,278 1,022

% ADA RETINGUDA 70,2% 69,0%

Es calcula 1°ADA retinguda després de tractar els microsomes durant 10
min a 30 +/- 0,1= C amb adenosina 5 10-% M, Es centrifuga a 105.000xg
durant 90 min per a separar el residu 1 el sobrenedant i1 es determinaren
les respectives activitats ADA. Amb aquestes activitats, donades en ukat/g
teixit, es determina la proporcié d'ADA retinguda en els microsomes. La
proteina de la mescla de reaccié va ésser de 2,07 mg/ml.

TAULA XV

ALLIBERAMENT DE L'ADA SINAPTOSOMAL
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCERTRACI6 D'ADENOSINA 5 10~ X (VA §
Activitat ADA del residu 10+ M 4,232-4,172 4,743
Activitat ADA del sobrenedant 104 M - 1,513-1,485 1,917

% ADA RETINGUDA 73,7% 71,2%

La quantitat d'ADA retinguda es determind de manera analoga al cas dels
microsomes (vegeu peu Taula XIV). Les velocitats iniclals d'ADA en els
residus 1 sobrenedants es donen en ukat/g teixit, calculant a partir
d'aquestes dades la proporcié retinguda en els residus sinaptoscmals. E:
contingut de proteina en la mescla d'incubacio fou de 1,71 mg/ml.
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TAULA XVI

ALLIBERAMENT DE L'ADA DE VESICULES SINAPTIQUES
EN LES CONDICIONS DE TREBALL

CONCENTRACIA6 D'ADENOSINA 5 10~ X 00X
Activitat ADA del residu 104 M 1,031-1,225 1,128 ‘
Activitat ADA del sobrenedant 104 X 0,318-0,487 0,338

% ADA RETINGUDA 74,0% 76,9%

La quantitat d'ADA retinguda es determina de manera analoga al cas dels
microsomes (vegeu peus Taules XIV I XV). Les activitats de residus i
sobrenedants, donades en pkat/g teixit, permeten calcular la proporcié
d'ADA retinguda en les vesicules sinaptiques. El contingut de proteina en
la mescla d'incubacié fou de 0,22 mg/ml.

TAULA XVII

PARAMETRES CINETICS DE L'ADA EN DIVERSES
FRACCIONS SUBCEL.LULARS DE CERVELL DE RATA

FRACCI® Km 10% X V 10® (pkat/g teixit)
FRACCI6 SOLUBLE 38 +/- 02 3,1 +/- 09
XICROSOMES 29 +/- 04 0,25 +/- 0,04
SINAPTOSOMES 38 +/-04 0,32 +/- 0,02
VES{CULES SINAPTIQUES 2,7 +/- 0.2 0,18 +/- 0,03

Les concentracions d'adenosina van variar entre 1 10~ M 1 5 1075 M, en
sacarpsa 0,26 M tris-HC1 30 mM pH 7.,4.
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5.1.2.2.2, INHIBICI6 PER ADP

Per tal d'observar que 1'ADP no és substrat de 1'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 1075 X

d'ADP, no s'observa activitat ADA sobre aquest metabolit.

Quant a la inhibicié per ADP, no s'ha observat cap tipus de inhibicié en
fraccié soluble ni en microsomes en el marge de concentracions d'ADP

estudiat.

5.1.3. LOCALITZACI6 DE LA 5'W I DE L'ADA EN DIVERSES FRACCIONS

SUBCEL.LULARS DE CERVELL DE RATA

El diferent comportament de la 5'N i de 1'ADA respecte a altres enzims
suggereix que aquests dos enzims es localitzen en les membranes
cel.lulars, menfcre que els altres son enzims de la fraccié soluble. Si bé
la 5'N és constituent de la membrana, sembla que 1'ADA s'allibera més
facilment de les memhrénes (vegeu 5.1.2.1.2. 1 5.1.22.1.)) 1 podria
tractar-se d'una proteina periférica. En els segients experiments es
descriuen diverses técniques citoc'luimiques per a la localitzacié de 5'N i

d'ADA en diverses fraccions subcel.lulars.

"
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5.1.3.1, LOCALITZACI6 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 histoquimic descrit per Kreutzberg et al.
(53) que contenia tampé tris-maleat 50 mM pH 7,0, AMP 1 nM, Pb(NOa)=
2 mM, Mn(W0=s)= 50 mM i sacarosa 0,25 M. Una altra fraccié de microscmes

es va tractar amb el medi histoquimic sense AMP o amb ADP 1 10-5 X,

En les Fig. 21 i 22 es pot veure el precipitat degut al Ps que allibera 1la
5'N microsomal en reaccionar amb 1'AMP. Els microsomes no tractats amb
A¥P 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 iroba prop de les membranes dels microsomes.

-

5.1.3.2. LOCALITZACI6 DE LA 5'F A SINAPTOSOMES

Els sinaptosomes es van obtenir segons es descriu en (4.2.1.), es van
tractar segons (4.7.6.) amb el medi histoquimic descrit per Kreutzberg et

al. (63) i s'observa al microscopi electronic,

Les Figs. 24, 25 1 26 mostren els sinaptosomes que presenten un
precipitat de fosfat de plom, degut a la preséncia de 5'N, a ies membranes
sinaptosomals. Altres sinaptosomes tractats amb el medi kistoquiziz s

presentaven l'esmentat precipitat. Aquest precipitat mo s'observa tazgzoe
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FIGURA 21.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DELS MICROSOMES TRACTATS AMB
EL MEDI HISTOQUiMIC DE KREUTZBERG ET AL. (53)
54.000 X

i
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GURA 23.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DELS MICROSOMES NO TRACTATS

s
1

54.000 X




FIGURA 24.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DELS SINAPTOSOMES TRACTATS AMB
EL MEDI HISTOQUiMIC DE KREUTZBERG ET AL. (53)
23.500 X

e

FIGURA 25.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DELS SINAP
EL MEDI HISTOQUIMIC DE KREUTZBERG
39, 00C¢ X
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FIGURA 26.- MICROGRAFIA ELECTRoONICA DELS SINAPTOSCMES TRACTATS AME
EL MEDI HISTOQUfMIC DE KREUTZBERG ET AL. (53)
50.000 X




en preséncia d'ADP 1 10~® M o quan la fraccié sinaptosomal es tracta amb

el medi histoquimic sense AMP, substrat de la 5'N (vegeu Figs. 27).

5.1.3.3. LOCALITZACI6 DE L'ADA A SINAPTOSOMES

La fraccié sinaptosomal obtinguda segons (4.2.1.) es va tractar segons es
descriu en l'apartat (4.7.7.) amb el medi histoquimic de Tritsch et al.
(131) 1 s'observa al microscopi electrénic. Una altra fraccié de
sinaptosomes es va tractar amb la primera solucié del medi histoquimic

peré no es tracta amb la solucié de nitrat de plata.

Les Figs. 28 i 29 mostren el precipitat de clorur de plata, a causa de la
preséncia d'ADA prop d'algunes membranes sinaptosomals. Aquest precipitat

no s'observa en la fraccié sinaptosomal no tractada amb nitrat de plata.
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FIGURA 28.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DELS SINAPTOSOMES TRACTATS AMB
EL MEDI HISTOQUiMIC DE TRITSCH ET AL. (130)
23.500 X

ACTATS AMB




5.2. ESTUDI DEL TRANSPORT DE L'ADENOSINA

'r'l
La 5'N i 1'ADA sén enzims que en els microsomes es troben en la cara
exterior de les vesicules que pertanyen a la fraccié microsomal (32).
Trams i Lauter havien postulat, encara que la demostracis inequivoca no

fou possible, que 1'ADA podia tenir una localitzacié idéntica que la 5'N en

cultius de ceél.lules de teixit nerviés (60),

En l'apartat anterior s'ha demostrat que la 5'N i I'ADA es comporten de
manera diferent a la resta dels enzims en les diverses fraccions
subcel.lulars estudiades (vegeu 5.1.0. En els experiments que es descriuen
a continuacié s'ha estudiat l'actuacié de I'ADA en front del seu substrat
adenosina, tant treballant amb fraccions subcel.lulars com amb fragments

de teixits.
L'adenosina, per accio de 1'ADA, es transforma en inosina, que rendeix

hipoxantina per accié de la PNP solament quan hi ha Py en el medi de

reaccis.

5.2.1. ESTUDI SEGONS LA VARIACI6 DELS PUNTS ISOSBeESTICS DEL SISTEMA

ADENOSINA-INOSINA

5.2.1.1. DETERMINACI6 DELS PUNTS ISOSBESTICS ADENOSINA-INOSINA

Per tal de conéixer a quines longituts d'ona coincideixen els coeficients

d'absorcié molar de l'adenosina i de la inosina en la regio UV s'estudia
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la reaccié adenosina-inosina utilitzant ADA comercial d'intest; 4e
atest de dcu

(BOEHRINGER-MANHEIM).

La concentracié de l'adenosina, substrat de la reaccis, en 1a cubeta va
ésser de 1 104 M en medi tamponat de sacarosa 0,28 M tris-HC1 3g nM pH
74. La concentracié d'ADA va ésser de 0,02 unitats (1 '10-= ng

proteina/ml).

Després d'afegir l'enzim en el medi es realitzaren lectures d'absorcis
entre 200 nm i 320 nm a diversos i.ntervals de temps en un
espectrofotometre Hewlett-Packard 8450 A. Amb aixé es va obtenir 1la
grafica de la Figura 30, en la qual es pot observar la presencia de tres

punts isosbéstics a A = 221 nm, A = 250 nom i A = 281 nm.

5.2.1.2. MICROSOMES

Els microsomes s'aillaren segons (4.1.) i1 es rentaren dues vegades en un
medi tamponat de sacarosa 0,28 X tris-HC1 30 mM pH 7,4 segons (4.3.). El

residu es va suspendre de nou en el mateix medi.

Es realitza un experiment mesurant 1l'absorcisé entre 200 nm i 320 nm a
diferents intervals de temps. La cubeta de reaccié contenia adenosina 5
10-= M i microsomes en una concentracié de 0,16 mg de proteina/ml en
medi tamponat de sacarosa 0,28 ¥ tris-HC1 30 n¥ pd 7,4. La grafica
obtinguda es mostra en la Figura 31. En una sagona cudeta s'adsgy “amde

Py en una corcentracido de 5 1072 X * 2= raalizza 1z ma<sixa ooerzcii da
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fer escombrats a diferents intervals de temps. La grafica obtinguda va

ésser similar a la de la Figura 31.

En ambdés casos s'observd que es mantenen els punts isosbestics

adenosina-inosina calculats amb l'enzim comercial (vegeu 5.2.1.1.).

5.2.1.3. SINAPTOSOMES

Els sinaptosomes es van aillar segons (4.2.2.), 1 a continuacié es van
rentar dues vegades amb sacarosa 0,28 M tris-HC1 30 nM pH 74 segons
s'indica en l'apartat (4.3.). El residu rentat es va suspendre de nou en el

mateix medi.

Es va seguir la reaccié catalitzada per 1'ADA en totes les longituds d'ona
entre 200 nm i 320 nm essent l'adenosina dins de la cubeta 5 10-% X i la
concentracié de sinaptosomes de 0,13 mg de proteina/ml. S'cbtingue 1la
grafica de la Figura 32. Igualment es realitza una mesura afegint P: en el

medi en una concentracié de 5 102 M obtenint resultats idéntics,

La conservacié dels punts isosbéstics adenosina-inosina es compleix 2n
ambdés casos. Aquest fet indica la presencia d'ADA  1ligada als
sinaptosomes en la part exterior d'aquests organuls. la PYP, que també es
troba en els sinaptosomes (vegeu Taula IV), no actva Zegut pritablement a

que aquest enzim es troba en l'interior deis szinaptascass.
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5.2.1.4. VESICULES SINAPTIQUES

lLes vesicules sinaptiques s'aillaren segons (4.2.1.) i es van rentar dues
vegades en un medi tamponat de sacarosa 0,28 M tris-HC1 30 mX pH 7.4

(vegeu 4.3.). El residu es va suspendre de nou en el mateix medi,.

Tal com s'indica en els apartats anteriors s'efectuaren mesures d'absorcié
a diferents intervals de temps treballant amb adenosina 5 10— ¥ o amb
adenosina 5 107 M i P+ 5 1072 M en el medi tamponat de sacarosa 0,28 M
tris-HC1 30 mM pH 7,4. El contingut de proteina en cubeta, degz;t a les

vesicules sinaptiques va ésser de 0,10 mg/mI.
S'observa també en aquest cas que els punts isosbéstics adenosina-inosina
es mantenien. .

5.2.2, ESTUDI DE BARYS D'ORGANS PER HPLC

5.2.2.1. DETERMINACI6 DELS TEMPS DE RETENCIS DE L'ADENOSINA I LA INOSINA

L'adenosina 1 la inosina es van separar per HPLC en fase reversa
utilitzant una columna p-Bondapak Cis. la fase movil utilitzada fou
isocratica i constava de tampé de fosfats d'amoni 50 mM pH 5,9 1 metanol

85:15 (v/wv).

—
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Els temps de retencio corresponents a les mostres patrs 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'escor¢a de cervell de rata es van rentar durant 5 min
en una solucié de Krebs, composada per NaCl 133mM, KCl 4,7mM, FaHoPQs«
1,3mM, NaHCOs 16,3mM, MgSO. 0,6mM, glucosa 7,8mM i CaCl= 252m¥ i a
continuacié es va tractar amb adenosina 1 107 M en solucié de Krebs. Es
van pendre dues aliquotes de 100 pl de la solucié després de 2 min i
després de 4 min de tractament del teixit i es van dipositar sobre
100 pl d'acid percloric 200 =M. Durant tot el procés es va passar un

corrent de carbégen en les solucions que mullaven el fragment de cervell.

les mostres aixi preparades es van aplicar a una columna p-Bondapak Cie
per a separar adenosina 1 inosina 1 per a determinar les seves
quantitats. El tampé utilitzat en la separacié fou tampé de fosfats
d'amoni 50 mM pH 5,9 que contenia un 15% de metanol. S'observa que 1la
concentracié d'adenosina no va variar amb el temps de tractament. Tampoc
s'observa un pic corresponent a la inosina en cap de les aliquotes.
Probablement, aixé era degut a la poca activitat de l'enzim a cervell, per
tant, es procedi a efectuar el mateix experiment amb fragments de budell

prim, teixit amb activitat ADA superior (vegeu 5.5.)
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5.2.2.3. BANYS DE FRAGMENTS DE BUDELL PRIM

Petits fragments de budell prim extrets de la primera regié després de
l'estomac es van ren’é.ar durant 5 min en la solucié de Krebs descrita en
l'apartat anterior i, a continuacié, es van tractar amb adenosina 1 10—+ X
en la mateixa solucié de Krebs. Es van pendre mostres de 100 Bl de la
solucié després de 1 min, 2 min, 3 min 1 4 min de tractament del teixit i

es van recollir sobre 100 pl d'acid percloric (concentracié final 0,1 M).

Les mostres aixi preparades es van aplicar a una columna ,u—Bond;\pak Cre
per a separar adenosina 1 inosina 1 per a quantificarles. El tampé
utilitzat en la separacié¢ fou el mateix descrit en els apartats anteriors.
En aquest cas- s'observa la transformacié d'adenosina en inosina amb el
temps; fet que indica que l'enzim es localitza en les membranes enfocat

cap a l'exterior (vegeu 5.1.).

A continuacié es va estudiar 1l'efecte de 1l'eritro-9-(2-hidroxi-3-
nonil)adenina (EHNA) i del dilazep, inhibidors de 1l'enzim i del transport
d'adenosina respectivament, sobre la disminucié de 1la concentracis

d'adenosina i1 augment de la concentracié de inosina amb el temps.

Els fragments de budell prim, després de rentar-los 5 min amb la sclucio
de Krebs, que contenia respectivament dilazep 10 pM o EHNA ! pM, es wvan
tractar amb adenosina 1 107* M en la mateixa solucié i es wvan prerndre

mostres després de 1 min, 2 min, 3 min i 4 min, qQue es van raczllir sobre

acid percloric.
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FIGURA 33._ EFECTE DEL DILAZEP I DE L'EHNA SOBRE L'ADENOCSINA DESAMINASA

Es prengueren diverses aliquotes amb el temps per a analitzar I'adencsina
i la inosina per HFLC.
A) Nostra centrol (Adenosipna 1 1074 M

B) Adencsina 1 10~* M + Dilazep 10 uM

C) Adenosina I 10—+ M + EHNA 1 LM




La cromatografia* per p-Bondapak Cis va mostrar una disminucié
d'adenosina i de inosina en ambdés casos. Ara b, l'efecte del dilazep no
va ser tan marcat com l'efecte de 1'EHNA, que va disminuir molt la
concentracié d'inosina  formada. la Fig. 33 mostra 1'efecte que les

esmentades drogues tenen sobre l'activitat de L'ADA.

18]

Part Euperimenta. Pagiaa



5.3. PURIFICACI6 I CARACTERITZACI6 DE L'ADA DE FRACCI6 SOLUBLE DE

CERVELL DE RATA

Per a caracteritzar l'énzim d'escor¢a cerebral i comparar-lo amb 1'enzim
caracteritzat d'altres procedencies es purifica l'adenosina desaminasa de
l'esmentat origen. En la purificacié es parti de fraccié soluble perque
s'havia observat que el comportament cinetic de l'enzim en les diverses
fraccions particulades estudiades era similar al de la fraccié soluble

(vegeu 5.1.2.2.) 1 perqué l'enzim era més abundant en l'esmentada fraccié.

5.3.1. PURIFICACI6 DE L'ADA DE FRACCI6 SOLUBLE DE CERVELL DE RATA

Es proposa un métode de purificacié de 1l'enzim que consta de les etapes

segiients:

1> Qbtencié de la fraccié citoplasmatica.- L'escorga dels cervells de

rata es va homogeneitzar amb 6,5 volums de sacarosa 0,28 M en tampé
tris-HC1 30 mM de pH 7,4 1 es procedi tal com es descriu en

l'apartat 4.1. per a obtenir la fraccié soluble.

2) Tractament termic.— La fraccidé soluble de la primera etapa s'sscalfa
durant 30 min a 60 C en un bany d'aigua termostatitzat. A
continvacié, la solucié es refreda rapidament fins 2 4 C i es
centrifuga a 20.000xg durant 30 =zin per tal &

e
trasta

dasnaturalitzades anb e

(8]
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4)

5)

Fraccionament amb sulfat d'amoni~ E1 sobrenedant de 1'etapa

anterior es porta al 80% de saturacié amb sulfat d'amoni soélid. El
residu obtingut per centrifugacié a 20.000xg 20 min es va disoldre
amb la minima quantitat possible de tamps imidazola-HC1 50 mX pH
6,2 1 es dessala utilitzant una columna de Sephadex G-25 equilibrada

amb el mateix tampé (vegeu 4.5.1.).

Cromatografia en DEAE-Sepharosa.~ La fraccié obtinguda en 1'etapa

anterior es cromatografia a través de DEAE-Sepharosa tal com es
descriu en l'apartat (4.5.2.). L'enzim s'elui mitjangant un gradient de
NaCl de 0 M a 0,4 M en el mateix tampé d'equilibrat. La Fig. 34

mostra el perfil d'elucié de l'enzim,

Electroforesi preparativa.—~ Els eluits de 1l'etapa anterior es van

unir, es van dessalar (vegeu 4.5.1.) 1 s'aplicaren a una electroforesi
preparativa (vegeu 4.6.2.). L'enzim es col.lectd utilitzant una bomba
peristaltica a un flux de 25 ml/h, 1 només es detecta un unic pic

amb activitat adenosina desaminasa.

En la Taula XVIII es presenta un resum dels valors d'activitat adenosina

desaminasa i la quantitat de proteina a través de la purificacis. Totes

les etapes s'efectuaren a una temperatura de 0-4< C.
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Proteina (mg/ml)

H

Activitat ADA 102 (Pkat/ml)

- N W OO 9 ®©

0 50 100

Nimero de fraccié

FIGURA 34.- CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHAROSA A pH 6,2

L'eluent fou tampé imidazola-HCl 50 mM pH 6.2 i el gradient d'slucis de
NaCl 0 - 0,4 M en el mateix tampd.

(@) Activitat adenosina desaminasa

(o) Froteina

{+«-) Gradient de NaCl
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n

.3.2. ELECTROFORESI DEL PURIFICAT D'ADA

S'efectua una electroforesi en gels de poliacrilamid

purificat d'ADA d'escorga de cervell de rata (vege

descriu en l'apartat (4.6.1.).

S'aplicaren 200 pl del purificat, que contenia 2.4

1,76 10—+ ukat d'activitat adenosina desaminasa.

FIGURA 35.- REVELAT ESPECIFIC DE L'ADA PURIFICADA IE
L'electraforesi es realitza segons 4.0.l i1 s'obser

W

sobre el preparat

u 5.3.1.) segons es

10™% mg proteina i
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Per revelat especific d'ADA (vegeu 4.6.6.) s'obtingué només una banda (Fig.
35) que coincideix en movilitat amb la unica banda que apareix per

revelat general de proteines (vegeu 4.6.5.).

5.3.3. COMPOSICI6 AMINOACIDA

El purificat es dialitza en front d'aigua per a eliminar els ions que
podien interferir, s'evapora a sequedat 1 es va sotmetre a una hidroélisi
|

amb HCl 6 N durant 24 hores a 110 C 1 en atmosfera de nitrégen. La

mostra s'aplica finalment a un autoanalitzador d'aminoacids Beckman 119C.

La Taula XIX mostra els resultats obtinguts, que es comparen amb l'enzim

d'altres procedéncies (80,82,85),

5.3.4. RADI DE STOKES

El radl de Stokes de l'adenosina desaminasa purificada es determina per
cromatografia en gel de Sephacril S-300 (vegeu 4.5.3.). la columna
s'equilibra en tampé tris-HC1l 50 mM KFaCl 0,1 M pH 7,4 a un flux de

6,5 ml/h (125).

En la Fig. 36 es mostra la recta de calibrat que permet estimar un wvalor
de Rae per 1'ADA de cervell de rata de 27,2 A. lLa Fig. 37 permet la
determinacié del pes mol.lecular aparent de TI'enzim, que *z un valzr d=

39.000.

5. Part Experimental fagpits



60

_._“-._Int_.._.

PR P!

"y

02 04 06 08 10

-1 ]
erf- (1 - Kd)

FIGURA 36,~ CORBA DE CALIBRAT DE LA COLUMNA SEPHACRIL S-300

Les proteines patré van ser:

Citocrom ¢ (Pes mol.lecular = 13.000, Ra 16,5 4)
Mioglobina (Pes mol.lecular = 17.800, Re = 20,8 A2
Quimotripsindégen (Pes mol.lecular = 25.000, Re = 22,4 A)
Ovoalbumina (Pes mol.lecular = 43.000, Re = 30,5 4)
Serpalbumina bovina (Pes mol.lecular = 67.000, Re = 35,5 4)
Aldolasa (Fes mol.lecular = 158.000, Re = 48,1 A)
Catalasa (Pes mol.lecular = 232.000, Re = 52,2 A4
Ferritina (Pes mol.lecular = 440.000, E« = 61,0 4
Tiroglobulina (Fes mol.lecular = 663.000, Re = 25,0 4/
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FIGURA 37.- CORBA DE CALIBRAT DE LA COLUMNA SEPHACRIL S-300

Les proteines patré van ser:
1.- Citocrom ¢ (Pes mol.lecular = 13.000, Re = 16,5 4)
2.- Mioglobina (Pes mol.lecular = 17.800, Rs = 20,8 A)
3.~ Quimotripsinégen (Fes mol.lecular = 25.000, Re = 22,4 A)
4.~ Ovoalbimina (Pes mol.lecular = 43.000, Re = 30,5 4)
5.~ Sercalbumina bovina (Pes mol.lecular = 67.000, Re = 35,5 A)
6.—- Aldolasa (Pes mol.lecular = 158.000, Rs = 48,1 A)
7.- Catalasa (Pes mol.lecular = 232.000, Ra = 52,2 A)
8.— Ferritina (Pes mol.lecular = 440.000, Rs = 61,0 A)
9.- Tiroglobulina (Pes mol.lecular = 669.000, Re = 85,0 A)

5. Part Experimental zagis



AN

W N o9 ® OO
¥

pH

1 2 34567 809

DISTANCIA DESDE L!ELECTRODE NEGATIU (cm)

FIGURA 38.- DETERMINACI6 DEL pI DE L'ADENOSINA DESAMINASA D'ESCORCA
CEREBRAL DE RATA

El punt isoeléctric es va determinar per electroenfocament ispeléctric
(vegeu 4.6.3.). Marge d'anfolits 3-10
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5.3,5. PUNT ISOEL&CTRIC

El punt isceléctric de 1l'adenosina desaminasa purificada es determina per
electroenfocament isoeléctric (vegeu 4.6.3.). El revelat general de
proteines (vegeu 4.6.5.) 1 l'especific (vegeu 4.6.6.) mostraren una unica

banda que correspongué a un pH de 5,2 +/- 0,2 (Figura 38).

5.3.6. ESTUDIS CIN=TICS DEL SISTEHA ADENOSINA-ADA-INOSINA

5.3.6.1. DETERMINACI6 DE LA Kw I DE LA V DEL PURIFICAT

Per a calcular la Kam i la V de l'enzim purificat es va utilitzar un marge
de concentracions d'adenosina entre 1 107 M i 9 107= M. La quantitat de
proteina en cubeta va ésser de 0,3 pg. Les velocitats inicials de reaccié
es van determinar tal com s'indica en l'apartat (4.8.1.1.) i a partir de

les dades obtingudes s'efectud la representacié d'Eadie-Hoftee (Figura 39).

Els parametres cinetics s'avaluaren segons (4.9.) i es van obtenir els

segiients valors:

V= 1,98 102 4/- 0,03 10~ pkat

Km = 4,7 10-% +/- 0,1 1075 X

5. Part Experimenzal ’ ; Faglina
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A causa de l'elevada absorcié a 265 nm no és possible determinar si
l'adenosina, substrat de la reaccié, inhibeix 1'enzim a concentracions

elevades.

5.3.6.2. INHIBICI6 PER DIVERSOS METABOLITS PURINICS

La 1inhibicié pels diferents metabolits purinics s'efectud mesurant les
velocitats inicials de re;accié segons (4.8.1.1.). La concentracié
d'adenosina utilitzada varia entre 1 105 M {1 9 10—%= M. El purificat d'ADA
utilitzat no presentd activitat en front de cap dels metabolits dels que

s'estudia la inhibicié.

La quantitat de proteina en cubeta va ésser de 0,3 ug.

5.3.6.2.1. INHIBICI6 PER PURINES

La inhibicié per adenina s'efectua utilitzant un marge de concentracions
fins a 7,2 10™* M. En aquestes condicions l'adenina provoca una inhibicis

no competitiva (Fig. 40) amb un valor de Kix = 2,5 1072 +/- 0,2 102 M.

La hipoxantina (fins 1,5 10=4 M) inhibeix també de forma no ccmpetitiva

(Fig. 41), amb un valor de Kix = 4,1 1074 +/- 0,1 1074 M.

tt
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La xantina (fins 7,2 107 M), la guanosina (fins 1,5 10+ M) { l'Acid uric
(fins 7,2 107* M) no afecten l'activitat ADA, i no s'observa inhibicié

deguda a aquests metabolits en les condicions de treball.

5.3.6.2.2. INHIBICI6 PER NUCLEASIDS

La inosina, producte alliberat en la reaccié de l'adenosina desaminasa
sobre l'adenosina, actua com a inhibidor cnmPetitiu de l'enzim tal com
s'observa en la Figura 42. Les concentracions d'inosina utilitzades en
aquesta inhibicié variaren fins a 6,8 10~ M. El valor de la constant

d'inhibicié obtinguda fou: Ky = 1,53 1074 +/- 0,09 10—+ M,

La xantosina (fins 7,2 104 M) no presenta cap tipus d'inhibicié en les
condicions de treball. La guanosina (fins 5,0 10~ M), en canvi, ofereix
una inhibicié competitiva (Fig. 43) amb un valor de constant d'inhibicié

de Kip = 1,9 1074 +/- 0,1 107+ M.

5.3.6.2.3. INHIBICI6 PER NUCLESTIDS

Cap dels nuclestids monofosfats (AMP, IMP, XMP i GMP) inhibeix l'enzim en
les condicions de treball (concentracions dels nucledtids fins 7 1074 M),
L'ADP tampoc afecta l'activitat de 1l'enzim a concentracions fins

5,3 10~ M.
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5.3.6.3. EFECTE DE DIVERSES DROGUES SOBRE L'ACTIVITAT ADA

Phillis i WVu (142) van estudiar l'efecte de numeroses drogues amb
propietats ansiolitiques, antidepressives, antihistaminiques,
vasodilatadores, antiinflamatéries 1 antibiotiques sobre 1'entrada
d'adenosina a les cel.lules cerebrals 1 van comprovar que el nivell
extracel.lular d'adenosina augmentava. Per a veure l'efecte d'aquestes
drogues sobre 1'ADA 1 comprovar si l'augment d'adenosina podria ésser
també degut a wuna inhibicié de 1l'enzim s'estudid 1'efecte d'aquestes
drogues sobre l'activitat de 1l'enzim 1 es d‘eterminaren els parametres

cinetics.

En primer lloc s'gstudi& la inhibicié de l'etanol i1 del DMSO sobre l'enzim
purificat, ja que moltes de les drogues assajades, degut a la seva
estructura quimica, no sén solubles en aigua i en canvi ho sén en aquests
dissolvents organics. L'etanol ( fins 1,1 M) 1 el DMSO (fins 1,9 M)
inhibeixen de forma competitiva a 1'ADA amb uns valors de Kip de 0,50 +/-
0,08 ¥ 1 1,2 +/- 0,1 M respectivament. La concentracié d'adenosina en
cubeta va variar entre 1 107 M i 9 107® X i la quantitat de proteina va

ésser de 0,3 pg.

L'efecte de les diverses drogues ansiolitiques, antidepressives,
antihistaminiques, vasodilatadores, antiinflamatoéries, antibiotiques,
broncodilatadores, estimulants 1 antivomitives es va estudiar utilitzant

concentracions de les drogues fins a 2,5 1074 M.
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Les solucions de cinnarizina, lorazepam, imipramina, diazepam, medazepam,
nitrazepam, clozapina, sulpirida, oxazepam i1 lidoflazina es van realitzar
en etanol, mentre que les altres drogues eren solubles en un .medi
tamponat de sacarosa 0',28 M tris-HCl 30 mM pH 7,4. En les inhibicions
efectuades amb les solucions de drogues dissoltes amb etan91 es va
mantenir la concentracié de l'etanol constant en la mescla de reaccid

(0,34 M. v

La Taula XX mostra l'efecte que tenen les divgrses drogues assajades en
l'activitat de 1'ADA. S'observa que la tripelenamina, cafeina i teobromina
no inhibeixen ni activen 1l'enzim en 1les condicions assajades. La
lidoflazina, la fenilbutazona, el clordiazepoxid, la rifampicina i el
dipiridamol son els inhibidors més potents; en canvi, la sulpirida, el

diazepam, el medazepam, la cinnarizina i la ouabaina activen 1'ADA.

5.3.7. EFECTE DE LA TEMPERATURA EN L'ACTIVITAT ADA

L'estudi de 1l'efecte de la temperatura en 1la velocitat de reaccié
proporciona dades sobre l'estabilitat de l'enzim 1 sobre la reaccié que
aquest enzim catalitza. La variacié de la temperatura afecta l'estabilitat
de 1l'enzim i_la del substrat, l'afinitat de l'enzim pel substrat, les
constants de velocitat del procés i les constants de ionitzacié dels

components del sistema, degut a una variacié de pK originada pels calors

de ionitzacio (1417.

= ; i "
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TAULA XX

EFECTE DE DIVERSES DROGUES SOBRE L'ACTIVITAT ADA

ORDGA

EFECTE

Ki 0 Ka

CATEGORIA CLASSE DE DROGA
TERAPEUTICA :
ANTIPSICATICS  FENOTIAZINES
DIBENZODIAZEPINES
SULFAMDILBENZAMIDES
ANSIOLETICS BENZODIAZEPINES
HIPNATICS
SEDANTS

NO-BENZODIAZEPINES
ANTIDEPRESSIUS TRICECLICS

ANTIHISTAMINES

VASODILATADORS
CORONARIS

ANTIINFLAMATORIS
NO-ESTEROIDALS

ANTIBIATICS

BRONCODILATADORS

ESTINULANTS

ANTIVOMITIUS

2-CLORPROMAZINA  INHIBIDOR NO CONPETITIU 1,18 10-24/-0,08 10-2

CLOZAPINA
SULPIRIDA

NITRAZEPAN
LORAZEPAM
DIAZEPAN
HEDAZEPAM
CLORDIAZEPAXID
DXAZEPAN
HEPROBAMAT

IMIPRANINA

CINNARIZINA
TRIPELENNANINA

LIDOFLAZINA
DIPIRIDAMOL
OUABAINA
ACETAMINOFEN
FENILBUTAZONA
NAPROXEN
RIFAMPICINA
ALBUTEROL
CETOTIFEN
CAFEINA
TEOBROMINA
TEOFILINA

DIMENHIDRINAT

INHIBIDOR ACOMPETITIV
ACTIVADOR ACOMPETITIV

INHIBIDOR COMPETITIV
INHIBIDOR COMPETITIV
ACTIVADOR COMPETITIV
ACTIVADOR COMPETITIV
INHIBIDOR COMPETITIV
INHIBIDOR COMPETITIV
INHIBIDOR COMPETITIV

INHIBIDOR COMPETITIV

ACTIVADOR COMPETITIV
NO TE EFECTE

INHIBIDOR ACOMPETITIV

INHIBIDOR NO COMPETITIU

ACTIVADOR ACOMPETITIV

INHIBIDOR ACOMPETITIV
INHIBIDOR ACOMPETITIV
INHIBIDOR ACOMPETITIV

INRIBIDOR ACOMPETITIV

INHIBIDOR MIXTE  Kis
Kip
INHIBIDOR MIXTE  Kis
Kio

NO TE EFECTE
NO TE EFECTE
INHIBIDOR ACOMPETITIV

INHIBIDOR ACOMPETITI

2,1 1074 4/~ 0,4 1074
2,8 107 4/- 0,5 10"

3,0 1074 4/- 0,2 10"+
1,6 1072 +/- 0,2 102
4,710 4/- 0,6 10°*
3,210° 4/- 0,310
8,3 107 +/- 0,5 10-¢
§ We+-2 10+
2,910°° 4/- 0,2 1073

6,4 107 4/= 0,6 10~

3,6 107 4/- 0,9 107

3,0 1075 /- 0,7 10~
1,8 107 4/- 0,1 1074
9,6 107 +/= 0,7 10

3,210°* +/- 0,3 10°*
5410°® 4/- 0,2 10°%
4 107 4/-1 107

1,210°4 ¢/= 0,1 10~

0,0016 /= 0,0006
0,005 /- 0,004
2,7 107 +/= 0,4 10~
§ 104 +/~1 104

-

2,0 107% ¢/= 0,110

4,110 ¢/~ 0,3 10"

La cinnarizina, el lorazepam, la imipramina, el diazepam, el medazepam, el
nitrazepam, la clozapina, la sulpirida, l'oxazepam f la lidoflazina =s van
dissoldre en etancl; mentre que les altres drogues es van dissoldrs en un
medi tamponat de sacarosa 0,32 N tris-HC1 30 nX pH 7.4
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En els apartats segients s'estudia la temperatura optima d'actuacis del
sistema adenosina-ADA-inosina i l'efecte de la temperatura en els valors

de Kwm 1 V del sistena.

5.3.7.1. TEMPERATURA oPTIMA D'ACTUACIS DE L'ADA DE CERVELL DE RATA

Per tal d'establir la temperatura optima d'actuacié de 1'ADA purificada es
van determinar les velocitats inicials de reaccié del sistema adenosina-
ADA-inosina a temperatures compreses entre 21 i 522 C, utilitzant una
concentracié d'adenosina de 5 107% M. La corba de temperatures obtinguda

apareix a la Fig. 44.

En la 2zona de temperatures estudiada, la velocitat inicial de reaccié
augmenta en augmentar la temperatura i no s'observaren simptomes de

desnaturalitzacis.

5.3.7.2. VARIACI6 DE LA Km I DE LA V EN VARIAR LA TEMPERATURA.

DETERMINACIO DE aH® I AE

L'estudi de la variacié de la Kwm en variar la temperatura permet caicuiar

el valor de l'entalpia standard de 1la reaccié si s'aplica l'squaciéo de
Van't Hoff (vegeu 4.10.2.). A partir de 1la variacio de la V amb !la
temperatura i mitjangant 1l'equacié d'Arrhenius (vegeu 4.10.1.) =2s ot

determirar el valor de l'energia d'activacis.
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FIGURA 44.- VARIACI6 DE L'ACTIVITAT ADENOSINA DESAMINASA D'ESCORGA
CEREBRAL DE RATA AMB LA TEMPERATURA

L'activitat es mesura amb una concentracié d'adencsina de 5 107% M en un
tampé tris-HCl 30 mM, sacarosa 0,286 M pH 7.,4.
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La determinacié de les Km 1 V a les diverses temperatures s'sfectua

utilitzant un marge de concentracions d'adenosina entre 1 10-® ¥ i O

10-= M. La Taula XXI resumeix els valors obtinguts de Km 1 V a les

diverses temperatures.

El pendent de la recta que resulta de representar - log K. en front de

1/T (K=') permet determinar el valor de l'entalpia standard de la reaccié:

aH® = 5,0 4/- 0,2 Kcal/mol (vegeu Fig. 45a).

TAULA XXI

VARIACIO DE LA Kw I DE LA V AMB LA TEMPERATURA

TEMP, Ko = log Ka Vv log V
(=€) (M) (pkat)

21,0 3,6 1075 +#/- 0,2 10°° 4,44 1,08 1072 4/- 0,02 107° -2,97
26,5 4,2 1075 +/- 0,2 1078 4,38 1,57 1072 /- 0,04 1073 -2,80
3,5 4,6 1075 4/- 0,3 10°% 4,34 1,90 1072 4/~ 0,06 1072 =272
34,5 5,1 10°® ¢/~ 0,6 10°8 4,29 2,2 1072 +/- 0,1 10°° -2,66
40,5 6,310°5 +#/-0,210°s 4,20 2,33 1072 /- 0,05 10°3 -2,53
47,5 7,210°% ¢/- 0,3 108 4,14 3,98 1072 +/- 0,09 10°* -2,40
51,5 8,0 10°5 +/- 1,0 10°% 4,10 4,6 1072 +/-0,3 10°° ~Z2.34

La concentracico d'adenosina varia entre 1 10~%
tris-HC1 30 mM pH 7,4, sacarosa 0,28 K.

¥ 1 9 10°% X en tampé
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A partir de la representacié de log V en front de VT (K-} es pot

determinar el valor de l'energia d'activacié: AE = 8,9 +/- 02 Kcal/mol

(vegeu Fig. 45b).

5.3.8. EFECTE DEL pH EN L'ACTIVITAT ADA

L'efecte de la concentracié de H* en l'activitat de 1l'enzim purificat de

Py e

fraccio soluble de cervell de rata es determina en l'interval de valors de

pH 5,0 a 8,5 proporcionat pel tampé tris 30mK aéetat-acétic 36mHM.

Es prepara una dissolucidé 5 mM d'adencsina en aigua destil.lada i a
partir d'aquesta’ 1 per dilucions amb els diferents tampons s'obtingué la
dissolucié 0,2 mM d'adenosina en cada un dels tampons tris-acétic-acetat
de pH variable. Es comprova el pH de cada dissolucié, aixi com el de cada

una de les mescles d'incubacié amb l'enzim. .

En els apartats segients s'estudia el pH optim d'actuacié del sistema
adenosina~ADA-inosina 1 1l'efecte del pH en els valors de Km 1 V del

sistema.

5.3.8.1. pH OPTIM D'ACTUACIo DE L'ADA DE CERVELL DE RATA

Per a cdeterminar el pH optim de reaccio de 1'adenosina desaminasa

s'utilitza una ccncentracic d'adencsira en cudeta de 5 107% X, El grafiz

34

(=

de 1a Fig. 49 mostra la variacis de la wvelczizat de reaccie an pel

B
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FIGURA 46.- VARIACIS6 DE L'ACTIVITAT ADENOSINA DESAMINASA D'ESCORGA
CEREBRAL DE RATA AMB EL pH

L'activitat es mesura amb una concentracic d'adenosina de 5 105 M en
diversos tampons tris-acetic-acetat 30 nmX en tris i 38 mM en acetic-
acetat a una temperatura de 30,0 +/- ¢,1< C.

9,
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en ell es pot observar que l'adenosina desaminasa purificada de fraccié

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 l'enzim amb els dos tampons extrems,
l'activitat a pH 7,4 es manté 1 és la mateixa que quan l'enzim no ha estat

en contacte amb aquests tampons.

5.3.8.2. VARIACI6 DE LA Kw I DE LA V EN VARIAR EL pH

La determinacié de les Km 1 V als diferents valors de pH s'efectua
utilitzant un marge de concentracions d'adenosina entre 1 107 M 1 0
10-% M. Els valors dels parametres cinétics determinats als diferents pH

es recullen en la Taula XXII.

La representacié grafica dels valors expressats en aquesta Taula, segons
el métode proposat per Dixon (143), apareix 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 .pl{ que oscil.len entre 65 1 6,15; 7,0 1 7,2 i
entre 8,2 1 8,3. Aquests grups han de pertanyer al complex enzim-substrat,
ja que en variar el pH canvia la seva dissociacié i afecta al valor de

la V.

En la representacié de pKm per a cada valor de pH s'aprecien grups
ionitzables en els mateixos wvalors de pK. Eis valors de pK trobats

suggereixen i'existencia en el certre actiu cde l'enzim d'un grup imidazola
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FIGURA 47.— VARIACIO DE LA Km I LA V AMB EL pH

La concentracio d'adenosina varia entre 1 1075 X i @ 10-% M 2n diverscs
tampons tris 30 mXN acétic-acetat 38 mM. La temperatura fou de 230 +. -
0,1= C.
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procedent d'un reste d'histidina, ambd pK = 6,0; d'un grup d'un reste ambd
PK = 7 1 d'un grup sulfhidril d'un reste de cisteina, amb pk = 2,33. A la
zona basica no es pot descartar l'existéncia d'un grup a-amino, amb pK

entre 7,5 i 8,5 (144),

TAULA XXII

VARIACIO DE LA Kwm I DE LA V AMB EL pH

pH K = log Ka v log V
(M) (pkat)
5,05 4,4 10°% +/- 0,5 10° 4,36 2,0 107% ¢/~ 0,1 103 =2,70
5,95 5,0 10°% +/- 0,5 10°° 4,30 3,3 1072 +/- 0,2 1072 2,48
6,35 4,7 10°% 4/~ 0,2 1078 4,33 3,35 1073 +/- 0,06 102 =2,47
6,85 3,9 107% /- 0,2 10~¢ 4,41 3,07 1072 +/- 0,08 102 2,51
7,20 3,710°% /- 0,3 10°% 4,43 3,01 1072 ¢/- 0,09 10°3 =2,52
1,50 4,3 1075 +/-0,110°% 4,37 2,97 1072 ¢/- 0,04 102 -2,52
7,80 5,4 105 /- 0,6 10°® 4,27 3,0 107° #/-0,2 1072 -2,52
8,30 7,7 10°% 4/ 0,4 10°° 4,11 2,61 1072 4/- 0,08 1073 -2,58
8,55 7,9 1078 4/- 0,2 10°% 4,10 1,34 1072 ¢/- 0,04 103 N b

La concentracié d'adenosina varia entre 1 1075 X i 3 10°5 X en tamps
tris 30 mM acetat-acétic 38 mM. La temperatura de treball fou 30,0 +,-

0,1< C.
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5.4. PURIFICACI6 1 CARACTERITZACI6 DELS ANTICOSSOS CONTRA L'ADA DE

CERVELL DE RATA

L'adenosina desaminasa purificada segons (5.3.1.) s'injecta a dues conilles
albines (raca New Zealand) per tal d'obtenir 1l'anticés 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 8 10~% pumol /
seg ml serum, es procedi a la purificacié de la fraccié immunoglobulinica,
segons el métode descrit en (4.4.). Aquesta purificacié va permetre
eliminar l'activitat adenosina desaminasa del seérum 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 purificacis, on
s'indiquen la quantitat d'anticés i de proteina corresponent la cada etapa.
Per a la confeccié d'aquesta Taula es va definir una unitat d'anticoes com
la gquantitat d'anticés que, en tractar-la 30 min amb una quantitat igual
d'enzim amb una activitat de 1 104 umol / seg redueix un 10% l'activitat
adenosina desaminasa (és a dir, baixa l'activitat de 5 10~% pmol / seg a

45 10°% umol / seg).
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5.4.1. IMMUNOELECTROFORESI DELS ANTICOSS0S PURIFICATS

Per a seguir el procés de purificacié de les immunoglobulines del sérum
de conill es va realitzar una immunoelectroforesi sobre agar de les
diverses fraccions obtingudes a mesura que avanga el procés de
purificacié, utilitzant com a anticos un serum de cabra anti- serum

complet de conill comercial (vegeu 4.6.4.).

La Figura 48 mostra la desaparicié de bandes no-immunoglobuliniques a
mesura que avanga la purificacié, aixi com la presencia d'una unica banda

(la de les immunoglobulines) en l'etapa final de la purificacie.

FIGURA 48,- IMMUNDELECTROFORESI PER A SEGUIR LA PURIFICACIS DELS ANTICO330S

.~ Serum cemplert

.~ Precipitat amb \NHa’'2S0a

Eluit de la DEAE-Sepharcsa

Rentat de la DEAF-Sepharosa amb Nall 1 ¥

s Lo bo =




" C102
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FIGURA 49.- CROMATOGRAFIA PER HPLC DE LA FRACCI6 IMMUNOGLOBULINICA

FProtein
un Flux 4

columpa

—

Per HFLC es va obtenir un unic pic en treballar amb una

2

"D 1a

FPack 300-SV amb un tampé de fosfats de sodi 50 mM pH

0,5 ml/min.
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5.4.2. CROMATOGRAFIA PER HPLC

les immunoglobulines purificades s'aplicaren a una columna tipus Protein
Pack 300-SV de 300 x 7.5 mm (Millipore Vaters) amb un suport silica-
glicerilpropilsila, de particules esfériques de 10 pm de diametre i de 250
A de diametre de porus. lLa solucié de tampé utilitzada fou de fosfats de

sodi 50 mM de pH 7.0 1 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 proteines en la 2zona
immunoglobulinica, fet que concorda amb la immunoelectroforesi que mostra

una Gnica banda de immunoglobulines (vegeu 5.4.1.).

5.4.3. INHIBICI6 DE L'ADA DE CERVELL DE RATA PELS ANTICOSSOS

La unié dels anticossos a l'enzim va provocar una inhibicié de l'activitat
adenosina desaminasa, que podia ser observada facilment quan s'utilitzava
la fraccié immunoglobulinica purificada. Aquesta fraccié immunoglobulinica
no posseia activitat adenosina desaminasa, ja que l'enzim del sérum de
conill es va separar de les immunoglobulines en la columna DEAE-
Sepharosa. Es va comprovar mitjangant un control de sérum de conill abans
d'injectar 1'antigen, que el sérum de conill no inhibeix l'adenosina
desaminasa de cervell de rata; la inhibicié trobada és, per tant, deguda a

l'anticos anti~ ADA de cervell de rata.
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FIGURA 50.- INHIBICI6 DE L'ADENOSINA DESAMINASA D'ESCORGA DE CERVELL DE
RATA PELS ANTICOSSOS SEGONS EL TEMPS DE CONTACTE

Els anticossos s'Incubaren amb 1'enzim durant intervals de temps
variables a 80,0 +/- 0,1 C. A partir dels 30 min de contacte, la
inhibicié és la mateixa. De dalt a baix, la concentracié de 1'enzim fou:
1102 U, 25 102015 10-= U.
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En els estudis que es descriuen a continvacié, s'utilitza 1a fraccis

immunoglobulinica purificada (5.3 mg proteina/ml) i adenosina desaminasa

de cervell de rata purificada (3 pg proteina/ml).

5.4.3.1. INHIBICI6 DE L'ADA PELS ANTICOSSOS SEGONS EL TEMPS DE CONTACTE ]

-
ANT{GEN-ANTICOS i

La inhibicié de l'adenosina desaminasa de cervell de rata per l'anticés
depén del temps en que l'enzim esta en cn;ntacte amb 1l'anticos. Per a
comprovar aquest fet es van  barrejar 0.1 ml de la solucié
d'immunoglobulines purificades amb 0.1 ml 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 inhibicié és més elevat als primers 5
minuts de contacte enzim-anticés a 30° C, i després de 30 min de contacte
la inhibicié és la mateixa. També s'observa al grafic que la inhibicié és
més petita com més alta és 1l'activitat de l'enzim. La concentracié
d'adenosina utilitzada pér a determinar l'activitat de 1l'enzim fou

5 10-% X,

5.4.3.2. TIPUS D'INHIBICIo DE L'ANTICoS

Un cop observat que la Inhidicié &3 maxima als 30 mia de contacts

antigen-anticdos a 30" C, es procedi a determinar el tipus de Inhibicis, Es
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van mesclar diverses quantitats d'anticés amb 1la mateiza quantitat
d'enzim 1 s'incuban_en durant 30 min a 30° C. La mesura d'activitat
s'efectud a continuacié, utilitzant una concentracié d'adenosina que
variava entre 1 10~ M i1 9 105 M, entre 0 1 9 unitats d'anticés i una

concentracié d'ADA de 3,7 10— pkat.

Com s'observa al grafic de Lineweaver-Burk (Fig. 51), la inhibicié és de
tipus no-competitiva, amb els segiients parametres cinetics:
V=63 10" +/- 0.3 1072 pymol/s ml
Km = 3.6 1075 +/- 0.4 10~% X

Ki = 0.044 +/- 0.002 unitats

5.4.3.3, INHIBICI6 SEGONS LA CONCENTRACIS DE L'ADA I DE L'ANTICOS

La dependéncia amb el temps d'un procés inhibidor és un indici d'una
inhibicié irreversible. Tanmateix, els inhibidors irreversibles poden
donar una il.lusié d'una cinética inhibidora no competitiva, amb valors de
"Ki«" que depenen de la concentracié enzimatica i1 del temps de contacte

enzim-inhibidor <141).

Per a comprovar si la inhibicié era irreversible es procedi amb el metode
de les dilucions enzim-inhibidor; ja que la dialisi no separaria l'enzim

de les immunoglobulines encara que aquesta inhibicié fos reversible.

5. Part Experimental FPagina

o
of

[8]]




o B R LY AT TS STITE Y S, )

.,m: f\.ﬂ.,. ot Mﬁ: o.w..auﬁ 9 ¢syeaTun £ ‘S3TATUN O 3TER B XTEQ 2P PIUSUINE SQOTIUR,P YTOBIIWIOUOD T *D 510 ~/+ 0t v
_Mrai 33.55 0f 9p noJ s9oTaUe-URFFjuUe 2308IUCD 9p sdwey TI T Wil 06 T Wil QT 9I3Ud PTIBA BUTSOUSPE,P QIORIJUIILOD 1]
N VOINITNHOTOONAWWE
0I00VYd VI ¥dd VSVNINWVSHO VNISONIAV:T I OIDIGIHNI VI H0 YNI-¥TAVIMINIT 30 OLOVINISTULIN —* 1§ WVINOLA
(. Jrussv]/co0 8 9 7 [A
T 1 T T
SODINVU SLVLING
7
6 9 £
| I L]
8
I
[A"
[A
Si
1€
01 apd -
L
0¢
( :c_.: A/0l1
- Iy

"l
L™



Es van preparar solucions amb barreges diferents d'enzim i d'anticés
purificats, completant fins a un volum final de 1 ml amb tampé imidazola-
HC1 30 mM pH 7.2. Aquestes barreges es van incubar 30 min a 30° C i es
va determinar l'activitat adenosina desaminasa utilitzant una concentracié

d'adenosina de 5 10°% M.

La Figura 52 mostra l'activitat de l'enzim en funci6 del volum de 1la
solucié enzimatica. S'observa que per a una concentracié determinada de
immunoglobulines, en augmentar la concentracié de 1'enzim, la recta
tendeix al paral.lelisme amb la recta control (sense immunoglobulines).

Aquest fet és també caracteristic dels inhibidors irreversibles.

A la Figura 53 es representa l'activitat de 1l'enzim en funcié de 1les
unitats d'anticés. En aquest grafic s'observa també que com més elevada
és la concentracié de l'enzim més acusat es el pendent de la corba de
inhibicioe. Aixi, la inhibicié produida per wuna mateixa quantitat
d'immunoglobulines és més elevada com més activa és la solucié

enzimatica.

Per a acabar de confirmar la irreversibilitat de la inhibicié s'estudia
l'efecte de les dilucions sobre barrejes d'enzim i anticés que s'havien
tractat préviament durant 30 min a 30° C. Els valors de la Taula XXIV
confirmen que la inhibicié de les IgGs anti- ADA de cervell de rata sobre
l'enzim és irreversible ja que en diluir 1/2 diverses mescles d'enzim 1
anticés, les activitats no passen a ser la meitat. Mentre que a activitats
elevades aquesta relacié s'acosta a 2, a concentracions d'enzim baixes

aquesta relacié s'allunya bpastant.
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FIGURA 52.~ REPRESENTACIG® DE L'ACTIVITAT DE L'ENZIM EN FUNCI4 DEL
VOLUM DE LA SOLUCI6 ENZIMATICA EN VARIAR LA CONCENTRACIS
DE L'ANRTICoS.

La concentracié d'adenosina en cubeta va ser de 5 1¢~% X i 2l +omps ds
contacte antigen-anticés, de 30 min a 30 +/- 0,1 =C,
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TAULA XXIV

MeTODE DE LES DILUCIONS PER A COMPROVAR

LA IRREVERSIBILITAT DE LA
INHIBICI6 PER IgGs

A I e

MOSTRA SENSE DILUIR MOSTRA DILUIDA 1/2 RELACIO
(pkat) (pkat)
0,02461 0,01326 1,86
0,01246 6,731 10-= 1,85
6,538 10—2 3,077 10-= 2,12
4,461 10-= 2,244 10~ 1,99
3,077 10-= 1,667 10-= 1,84
2,244 10-= 1,090 10-= ' 2,06
1,308 10-2 8,974 10~+ 1,46
5,061 10-4 3,846 10—+ 1,55
4,250 10— 3,205 10—+ 1,33
3,846 104 3,077 10~= 1,25
3,077 104 2,244 10-4 1,37
2,244 10—+ 1,846 10-+ 1,21

Es va determinar l'activitat de diverses barreges d'enzim i d'anticés 1 de
les mateixes mostres diluides 1/2. La concentracisé d'adenosina utilitzada

fou 5 10~% M.
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5.5. CARACTERISTIQUES DE L'ADA DE DIVERSOS TEIXITS DE RATA

5.5.1. ACTIVITATS ADA DE LES DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES

Les fraccions solubles de cervell, cerebel, fetge, ronyd, melsa, cor, budell
prim, pulmé, muscul -esqueletic i estémac es van obtenir segons (4‘.1.); si
bé per a obtenir homogeneitzats de pulmo, estémac i miscul esqueleétic
s'utilitza un homogeneitzador d'aspes amb ganivetes. L'activitat ADA de les
diverses fraccions solubles es va determinar un cop dessalades aquestes
fraccions mitjancant una columna PD-10 (vegeu 4.5.1.), La Taula XXV mostra
l'activitat de 1l'enzim (vegeu 4.8.1.1.) a cada fraccié soluble. La

concentracié d'adenosina en la determinacié d'activitat fou 5 10-5 X,

5.5.2., ELECTROFORESI DE LES DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES

S'efectua 1'electroforesi de les diverses fraccions solubles (vegeu 4.6.1.}
i per tincisé especifica (vegeu 4.6.6.) s'oObserva la preséncia d'una unica
banda corresponent a una unica forma de l'enzim. Aquesta tanda de
l'adenosina desaminasa presentava la mateixa mobilitat en totes les
fraccions considerades, ja que barreges de ies diverzes iratzisns van

donar lloc a una sola banda per revelat especific.
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TAULA XXV

ACTIVITAT ADENOSINA DESAMINASA DE
DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES DE RATA

TEIXIT v 10°
(ukat/g teixit)

Pulmé 70 +/- 1
Melsa 62 +/- 3
Budell prim : 55 +/- 9
Estomac 42 +/- 8
Ronyéd . 30,6 +/- 0,2
Cor 89 +/- 0,6
Fetge 8,3 +/- 0,1
Miscul esqueletic 3,4 +/- 0,5
Cerebel 15 +/- 0,1
Cervell 1,2 +/- 0,2

L'activitat adenosina desaminasa es determina segons (4.8.1.1.), amb
adenosina 5 105 M.

5.5.3. ESTUDIS CIN2TICS DE L'ADA DE LES DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES

5.5.3.1. DETERMINACIS DE LA Km I DE LA V

Per a calcular els parametres cindtics de 1l'enzim de les diverses
fraccions solubles, es va utilitzar un marge de concentracions d'adenosina
antre 1 10~ M i 9 10~ M. Les velocitats Inicials 25 Jjeterminaren segons

es descriu en (4.8.1.1.) 1 a partir d'aguestes veidcizats es daterzinaren
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els parametres cinétics segons (4.9.). Els valors de Km i V per a les

diverses fraccions solubles es presenten en la Taula XXVI.

TAULA XXVI

PARAMETRES CIN2TICS DE L'ADA DE
DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES DE RATA

TEIXIT V 10® (pkat/g teixit) Kw 10 (D
4
Pulmé 125 +/- 13 49 +/- 08
Melsa 123 +/- 42 4,7 +/- 0,3
Budell prim 115 +/- 38 4,1 +/- 0,2
Estomac g5 +/- 13 4.0 +/- 0,2
1 Ronyé ' 61 +/- 10 4,1 +/- 0,2
Cor 19 +/- 2 4.3 +/- 0,4
Fetge 17 +/- 2 45 +/- 0,1
Miscul esqueletic T +/- 1 43 +/- 05
Cerebel 3,2 /- 0,7 4,0 +/- 0,6
Cervell 3,1 +/- 0,9 3,8 +/- 0,2

b e il

La concentracié d'adenosina utilitzada varia entre 1 10~ M 1 @ 105 M.

5.5.3.2. INHIBICI6 PER ETANOL

La inhibicié per etanol de 1'ADA de les diverses iraccions solubles
s'efectua utilitzant un marge de concentracions d4'adendsina entre L 197% ¥

i 9 10-® X i unes concentracions d'etanocl fins 1.1 ¥. L'etancl inZidbeix de
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forma competitiva 1l'adenosina desaminasa de Jleg diferents fraccions

solubles de rata considerades.

La Taula XXVII mostra les constants d'inhibicis Per a les diverses

fraccions dels teixits de rata considerats.

5.5.3.3.. INHIBICI6 PER DMSO

Per a observar la inhibicié de les diverses fraccions solubles amb
dimetil sulfoxid es van utilitzar unes concentracions d'adenosina en
1'interval 1 10 M i 9 10~ M; mentre que les concentracions del

dimetil sulféxid variaren fins a 1,9 M.
El DMSO és inhibidor competitiu de 1'adenosina desaminasa en tots els

teixits assajats. Els valors dels parametres cinétics corresponents a les

diferents fraccions es recullen a la Taula XXVII.

5.5.4. CARACTERISTIQUES DE L'ANTICoS DE L'ADA DE CERVELL DE RATA

5.5.4.1. ESPECIFICITAT DE L'ANTICOS EN FRONT DE TEIXITS DE RATA

Per tal d'observar l'especificitat de l'anticés s'analitza l'efecte d'aquest
anticos anti-ADA de cervell de rata sobre 1l'adanosina desaminasa d'alires

procedéencies.

R Fag:ina =4
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TAULA XXVII

INHIBICI6 DE L'ADA DE DIVERSES FRACCIONS
SOLUBLES DE RATA PER ETANOL I DXSO

TEIXIT Ki ¢etanoL> (H) Ki ¢omsao> (M)
Pulmé 0,58 +/- 0,05 1,36 +/- 0,07
Melsa 0,60 +/- 0,06 17 +/- 01
Budell prim 0,69 +/- 0,06 1,40 +/- 0,07
Estéomac 0,71 +/- 0,05 1,26 +/- 0,09
Ronyé 0,78 +/- 0,09 ; 15 +/~ 0,1
Cor 0,58 +/- 0,06 14 +/- 0,1
Fetge 0,50 +/- 0,08 1.2 +/~ 0,1
Miscul esqueletic 0,54 +/- 0,04 1,10 +/- 0,09
Cerebel 0,66 +/- 0,07 1,1+~ 9,1

0,0

(o]

Cervell 0,48 +/- 0,09 0,99 +/-

La concentracic d'adenosina utilitzada varia entre 1 10~ X i 9 1075 K.
Les concentracions d'etanol 1 de DMSO arribaren fins 1,1 M i 1,9 K,

respectivament.

Per aixo es determina l'activitat ADA de diverses fraccions solubles a les
que s'afegiren 5 unitats de 1l'anticos purificat i es van deixar en

contacte durant 30 min.

De totes les fraccions solubles assajades, només aquelles que provenien de
rata eren inhibides per l'anticés. L'anticéos anti-ADA de cervell de rata
no va afectar l'activitat adenosina desaminasa de les fraccions solubles
d'escorga cerebral de bou, de budell de bou ni d'eritrocits aurans. la
Taula XXVIII presenta 1'efecte de 1'anticdés sobre Il'adenssina desaxinasza

de les diverses fraccions solubles de rata sstudiadeas.

Bl
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TAULA XXVIII

INHIBICIS DE L'ADA DE DIVERSES FRACCIONS SOLUBLES DE RATA
PER IMMUNOGLOBULINES ANTI-(ADA DE CERVELL DE RATA)

TEIXIT ESPECIE % INHIBICI®
Pulmo Rata 64 +/- 2
Melsa Rata 56 +/- 14
Budell prim Rata 70 +/- 2
Estomac Rata 72 4f= T
Ronyé Rata 80 +/- 2
Cor Rata - 74 +/- ©
Fetge Rata 69 +/- 4
Miscul esqueletic Rata 62 +/- 20
Cerebel Rata 43 +/- 7
Cervell Rata 48 +/- 8
Cervell Bou 0
Budell Bou 0
Eritrocits - Home 0

La concentracio d'adenosina utilitzada va ser de 5 10-% M. Les mostres
enzimatiques es van diluir fins una activitat de 1,0 10~% - 1,8 10™* ukat
i es van tractar durant 30 min amb 5 unitats d'anticos per a determinar
la inhibicié resultant.

El conjunt de resultats presentats en Il'apartat 5.5., pel que fa als
estudis cinetics i immunologics, sembla indicar que l'adenosina desaminasa
de les diverses fraccions solubles deais teixits de rata cconsiderats és, si
nc el mateix enzim a tots els teixits, similar pel jue fa a I'estructura

del cenfre actiu i del centre immunogenic a 1'suzim de cervall,
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6. DISCUSSIO

6.1. DIFERENCIES DE LA 5'F I DE L'ADA RESPECTE A ALTRES ENZIMS

El desoxicolat desorganitza les membranes i aixs permet extreure els
enzims associats a les membranes i alliberar els enzims que es troben
dins dels organuls rodejats per membranes. Aixé s'ha demostrat en

fraccions subcel.lulars d'escorga cerebral de rata (145).

L'activitat ADA'de la suspensié de vesicules sinaptiques en sacarosa i la
de la suspensié en desoxicolat sin molt similars; aixé suggereix que
l'enzim es troba en la cara externa de les vesicules sindptiques. La
presencia de la 5'N a les membranes ha estat descrita per numerosos
autors (34,35,36,46,47,52), Es suggereix que la 5'N, igual que 1'ADA, es
localitza en la cara externa de les vesicuies sinaptiques. Aixo concorda
amb els resultats obtinguts per Franco (32). En altres enzims, en tractar
amb desoxicolat s'observa un augment d'activitat. Aquesta aparicioé
d'activitat es deu probablement al fet que en desorganitzar les membranes
degut a 1l'accié del detergent, s'han ailiberat els enzims de l'interior

dels organuls. Aixé val per a la P¥P, GAH, LDH i MDH.

En els sinaptosomes, igual que en les vesicules sinaptiques i en els

microsomes, 1'ADA 1 la 5'N es +ircben tambe en la cara externa dals

organuls. Aixd també s'Ooserva comparant Iss corresoonents activitats de
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les suspensions amb sacarosa 1 amb desoxicolat. Ara ve, g1 ag songtiara

que les vesicules sinaptiques es troben en 1'interior ge.s sipsctesanes,
els resultats també indiquen que l'activitat ADA ¢ 5y ¢n ."iaterisr es

molt menor en front dé l'activitat exterior.

Aquesta diferencia d'ADA i de 5'N respecte als altres enzims estudiats
LDH, MDH, PNP 1 GAH es fa notoria encara sl s'cbserven les activitats
globals després del tractament amb desoxicolat en sinaptosomes. vesicules
sinaptiques i microsomes. £s important, doncs, el fetv que, mentre la
relacié entre 1la quantitat dels enzims LDH, XDH, P¥P i GAH en
sinaptosomes, vesicules sinaptiques 1 microsomes es iién<ica per a tots
ells, 1'ADA i la 5'N es troben proporcionalment en quanti‘its mes 2levades
que 1la resta dels enzims, tant en vesicules sinaptizues <om en
sinaptosomes. En el present treball es confirmes e.s rasultats obtinguts
per Franco en vesicules sinaptiques (32) i s'extenen eis resultats als
sinaptosomes. La proporcié més elevada d'ADA 1 3'Y sodbre els altres

enzims és un altre indici que aquests enzims siguin enzims de membrana.

Aixo estad d'acord amb que la possible i{pactivazis de 1'adenosina,
considerada com a neurotransmissor 146!, s'h i'szfectuar mitjancant
1'ADA, enzim que es suposa localitzat em la superiiziz de les cél.lules
cerebrals (60). Si l'adenosina juga un paper zca a neurotiransmissor o
neurohormona en el sistema nerviés central (i4%), 1'ADA s'hauria de
localitzar en determinades zones de les neurones, per exemple, en les
sinapsis; i aixé estaria d'acord amb el Jat zus l'attivizat ADA és elevada
en sinaptosomes i en vesicules i menbranss =sinastiouvss (vezsu Taules IV,

Vi VviD.
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En el present treball s'ha estudiat també els valors de les constants de
Michaelis de la 5'N en front d'AMP 1 de 1'ADA en front d'adenosina, de

diversos organuls membranosos i de fraccié soluble.

Pel que fa referencia als parameires cinétics de la 5'N, cal destacar que
els resultats sén similars en totes 1les fraccions subecel.lulars
estudiades, cosa que no concorda amb la preséncia de dos enzims diferents
(en fraccio soluble i en organuls membranosos). En els experiments
cinetics efectuats sobre fraccions particulades es va establir 1la
proporcié de l'enzim unit a les membranes de les particules. L'activitat
5'N solubilitzada per accié de 1'AMP va ser molt baixa, un 8% com a maxim
(vegeu Taules IX, X 1 XI). En el cas de 1'ADA, l'alliberacié de 1l'enzim
particulat per accié de l'adenosina, en canvi, va ser més elevada respecte
a l'alliberacié de la 5'N, i varia entre un 20 i un 30% segons la fraccié
particulada (vegeu Taules XIV, XV i XVI). Malgrat aixé, l'enzim de totes
les fraccions particulades, igual que el de fraccié soluble, exhibeix en
tots els casos una cinética de Michaelis-Menten. Tampoc s'observen
discrepancies entre els valors de Kw determinats per a 1'ADA dels

diferents organuls subcel.lulars.

A pH 74 1 30° C, els valors de Km per la S5'N utilitzant AMP ccn a
substrat és de 1,4 1075 X - 1,6 107° M segons la fraccié estudiada tvegeu
Taula XII). Els valors de Km de 5'N de fraccio soluble, de microsomes, de
sinaptosomes i de vesicules sinaptiques sén analegs i aixo suggsreix jue
es tracta d'un unic enzim. El wvalor de ¥, detarminat <cnzsoria amy =]
done._t per Purti (147) utilitzant un homogeneitzaw 22 tarvall 42 raza K.

= 1,3 i0-% M), o amb el donat per 3ezal 143! per a l'anziz 12 dzmrz ozs
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rata (Km = 1,1 107 M). També concorda amb el valor donat per Mallol per
a la 5'N de fraccié¢ soluble de cervell de bou (149) (Kw = 9,2 10~ M),
perd difereix del ‘de membranes de tiroides bovina (150) Ka = 8,5 105

M.

Els dinuclestids i els trinucleotids, i principalment 1'ATP, l'ADPui el GTP
modulen la 5'N de diversos origens. En aquest treball i per a l'er;zim de
cervell de rata s'ha observat que la inhibicié 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 eétudiades
(Kip = 2 10=7 M - 6 10~7 M) (vegeu Taula XIII). Aquests valors de Kip
son molt petits, la qual cosa indica que 1'ADP és un paotent inhibidor de
l'enzim. La pefita variacié entre els valors de Kip, trobats pels diferents
organuls subcel.lulars pot ser deguda, per tant, a variacions en 1l'entorn
de l'enzim unit a les diverses fraccions membranoses. La inhibicié per
ADP té sentit fisiologic si considerem la reaccié de l'adenilat quinasa
que a partir d'AMP i d'ATP genera dues mol.lecules d4'ADP. Quan en una
cél.lula hi ha excés d'ADP és degut sovint a un defecte 4'ATP. Llavors és
logic que s'eviti la perdua d'AMP pel cami de degradacié de purines
(inhibint la 5'N) i que s'obtingui més ADP via adenilat quinasa per a
fosforilar-lo a continvacié per a obtenir energia. El1 fet que es
metabolitzi més AMP per una ruta (via adenilat quinasa) fa gque no es
metabolitzi tant AMP per una altra ruta (via 5'N). L'enzim de cervell de
bou (151) i el de porc (30) s6n també inhibits fortament i de forma

competitiva per 1'ADP.




En la present memdria s'ha trobat activitat ADA en 1les fraccions
particulades estudiades, i segons els experiments d'alliberacié sembla que
1'ADA podria trobarse lligada a les membranes com a proteina periférica.
Es pot pensar, degut a la relacié que té amb la 5'N i a la diferent
facilitat amb 1la qual s'allibera de les membranes per accié del
desoxicolat 0,075%, que es trobessin unides en les membranes; la 5'N com

a proteina constituent i 1'ADA com a proteina periferica. C

Trams 1 Lauter van proposar i'any 1975 la hipotesi de l'existéncia d'una
ADA particulada associada a la membrana ﬁlasmatica en cultius de
cel.lules (60), si bé no van poder demostrar-ho. S'ha observat en diversos
teixits que 1l'activitat ADA es troba 1lligada a una proteina anomenada
proteina d'unié -de 1'ADA, que esta associada a les membranes (92). L'ADA
s'allibera, en les condicions de {treball, en més proporcié de les
membranes 1 aixdé 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). Aixé té una importancia relativa a l'hora de determinar els
parametres cinétics, perque les Kw sén del mateix ordre per a totes les
fraccions Ke = 2 107 M - 4 107 M) (vegeu Taula XVII), i es pot

considerar igual que en el cas de la 5'N que es tracta d'un unic enzim que

es localitza en totes aquestes fraccions estudiades.

Franco (32) ha demostrat per igualtat en el recorregut electroforstic que
1'ADA de fraccié soluble i la de. microsomes de cervell de rata correspén
a la mateixa forma mol.lecular, dada que ceoncorda amb els resultatis
ssmentats., Els wvalors de Kw per 1'AJA obtinguts en el present trevall

concoréen amb els de l'enzim de cervell de mono (1543 (¥, = 3,2 19— ¥g
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1 de eriirécits humans e = 2,5 107® M) (155), pers difereizen del de

l'enzim de fetge de bou Km 8 107% M) (156), En fetge de bou s'cbserva
que 1'ADA no és afectada per la preséncia de productes de la sintesi de
novo ja que 1'ATP, el GMP, 1'XMP 1 1'IMP no manifesten la més minima

inhibicié (156). En la present memoria s'observa que 1'ADA de cérvell de

rata no és inhibida per ADP.

Cal cun.siderar que els parametres cinétics calculats, tant per la 5'N com
per 1'ADA s6n parametres aparents, donat que considerem que l'aigua, segon
substrat de les dues reaccions, es troba en ;:oncentracié saturant. Les
dades cinetiques obtingudes per a ambdés enzims de les diverses fraccions
subcel.lulars de cervell de rata soén indistinguibles i probablement
representen diferents localitzacions dels mateixos enzims. Com que la 5'N
i 1'ADA de fraccions soluble 1 microsomal venen principalment del pool
intracel.lular, mentre que en sinaptosomes i en vesicules sinaptiques
venen de les membranes plasmatiques (presinaptiques); aquestes similituds
suggereixen que és factible el moviment dels dos enzims entre 1la
superficie cel.lular i intracel.lular. Aquest moviment s'ha demostrat per a

la 5'N en hepatocits i1 limfocits (157) 1 en fibroblasts (158},

Pel que fa als estudis de microscopia electronica per a observar 1la
localitzacié de la 5'N 1 de 1'ADA s'observa que ambdés enzims es trcbden
associats a les membranes de sinaptosomes. Agquests resultats estan
d'acord amb els descrits per Kreutzberg i Hussain (153 per a la 3'N, Ara
bé, no tots els sinapiosomes tienen 3'N unida a les membranes. la gual
cosa indica que no tots els sinaptosomes presents al cervell provenan cda

nervis purinérgics. Evideniment, e.5 sinaptosomes gus ne perzaryessin als

(1]
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nervis purinérgics no precisarien 1'ADA ni la 5'N unitg , la seva
superficie, ja que no tenen com a neurotransmissor 1'adenosina, o 1'ATP, {
no necessiten metabolitzar-los un cop utilitzats. Perd aixé no esta polt
clar, perque 1'ATP també es llibera com a cotransmissor en Sinaptosomes

obtinguts a partir de 1'drgan eléctric del peix Iorpedo marmorats, que

consta solament de nervis colinérgics (160).

6.2. ESTUDI DEL TRANSPORT DE L'ADENOSINA

En l'apartat anterior s'ha descrit el diferent comportament de 1'ADA i 1a
5'N en diverses fraccions subcel.lulars respecte als altres enzims
estudiats (vegeu 6.1.). S'ha explicat també que aquesta diferéncia pot ser
deguda a que 1'ADA i la 5'N es trobin associades a les membranes dels

organuls subcel.lulars.

la causa de que aquests dos enzims estiguin cap a l'exterior de les
cel.lules és desconeguda. Si s'observés el transport de substrats
relacionats amb 1'ADA i/o0 amb la 5'F cap a 1'interior dels organuls
membranosos, es podria pensar en una actuacic coordinada de 1'ADA 1 la
5'N com a transportadors de membrana captant adenosina cap a l'interior
de la cél.lula. Tanmateix, les activitats d'aquests dos enzims, juntament
amb la de l'adenosina quinasa, regulen la concentracié de 1l'adenosina

(1611,

En haver treballat sempre en medi que =cmternia sacarosa 0,28 X, 2ls

microsomes, sinaptosomes i vesicules sinaptijuss srat sencers 3 compozhics

3,
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de membranes tancades de nou. Els sisiemes que contenien aquests organuls
manteﬂien amb el temps els punts isosbeéstics adenosina-inosina, tant
treballant amb adenosina com amb adenosina i Pi en el medi. En cap cas
va disminuir o augmentar l'absorcié dels punts isosbestics. Aixé indica
que l'adenosina no entra en les condicions d'assaig dins les particules.
Igualment tampoc entra inosina. Si aquests metabolits haguessin entrat
dins dels organuls s'hauria observat una variacié d'absorcié en els punts
isosbestics degut a la disminucié de concentracié en 1l'exterior d'aquests

organuls.

Ara bé, es possible que la funcionalitat del sistema de transport sigui
molt reduida o bé que s'hagi perdut completament degut al procés
d'homogeneitzacié per a obtenir la fracciéo particulada. No és possible,
pero, un tractament més prolongat de les particules per veure un canvi
d'absorcié dels punts isosbéstics perque, transcorregut un cert temps a

30= C, es produeix una precipitacié d'aquestes particules.

Degut a la no aparicié d'hipoxantina, es confirma que no existeix PNP en
l'exterior de 1les fraccions particulades com ja s'havia observat en
l'apartat (6.1.). Si existis PNP es formaria hipoxantina i desapareixeria
inosina produint una variacié d'absorcié en els punts isosbeéstics en
aquells casos en que hi havia P: en el medi, ja que el sistema Inosina-
Thipoxantina no té els mateixos punts isosbéstics que e1 sistema

adenosina-inosina.

Respecte als estudis per HPLC, en cervell ssncer fampoc s'cbserva un

transpcrt d'adencsina, aixi com tamroc es ocssibie cbservar aparicis de




' inosina per efecte de 1'enzim. Aixé pot ser degut a la poca activitat de
l'enzim a cervell (vegeu 5.5.), ja que en treballar amb budell l'activitat

és ben visible.

L'ADA de budell de rata degrada continuament 1'adencsina extracei.lular en
una proporcié bastant elevada. L'enzim es localitza a 1la cara
extracel.lular de la membrana plasmatica, ja que no s'observen signés de
disrupcié cel.lular durant els banys de teixits. No s'observa tampoc la
preséncia d'hipoxantina, que podria aparéixer per accié de la PNP sobre la
inosina formada i el P: de la solucié de Krebs. De fet, la suma de
I'adenosina 1 de 1la inosina coincideixen en tot moment amd la

concentracié d'adenosina inicial.

Aquests resultats concorden amb els estudis efectuats sobre fraccions
subcel.lulars de rata observant la no variacié dels punts isosbestics
(resultats discutits en aquest mateix apartat). El fet jue l'enzim s'uneixi
amb la proteina d'unié de 1'ADA, proteina intrinseca de membrana (92) i la
demostracié d'una topologia similar entre la 5'N 1 1'ADA (vegeu 5.1.) tambe

estan d'acord amb els fets aqui descrits.

El dilazep és un inhibidor del transport d'adenosica, mantre que 1'EHFNA és
un potent inhibidor de I'ADA, tal ccm es pot vzure et l'apartat (5.2.3. En
2l present estudi s'ha observat gue =213 303 <ompostos estudiats
inhibeixen 1l'enzim. Aixé vpodria sugzerir zuve T1'ADA actués com a

gnzin, amd =23 C 2enys zotencia. Aguest fam

transpcrt tamsé Inhitaixe:

esta d'accrd azd Green, 3.2 suEFereln o2 =L cranstort 3fadencsina i LAD
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no actuen independentment, ja que 1'EHNA afecta la cinetica del transport
de 1'adenosina (162). Ara bé, per a veure si l'enzim és el responsable del
transport de l'adenosina caldrien estudis més extensos. Seria, doncs
necessari recérrer a compostos marcats radioactivament en 1'NH= del Ce de

l'adenosina.

6.3. PURIFICACI6 1 CARACTERITZACI6 DE L'ADA DE FRACCI6 SOLUBLE DE

CERVELL DE RATA

La similitud en les caracteristiques 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 purificacié el
sobrenedant de la ultracentrifugaciéo a 105.000xg d'un homogeneitzat de
cervell de rata en sacarosa 0,28 M tris-HC1 30 mM pH 7,4. En 1la
electroforesi d'aquesta fraccié soluble apareix només wuna banda
d'activitat ADA per revelat especific. L'electroforesi del purificat mostra
també una unica banda, tant per revelat especific com per revelat general

de proteines (vegeu 5.5.2.).

Pel métode de Andrews (123) es determina el pes- mol.lecular aparent del
purificat (35.000). D'acurdh amb la classificacio de Fisher (75, 78), la
tnica forma que apareix 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), pollastre (78), mamifers 63, 73, 83) i teixits

humans (84).
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La composicié d'aminocacids del purificat es simfiar a !a ¢ la forma &

d'altres mamifers (80, 82, 84, 85), si b& la GLY es “as-ant elevada : la

VAL disminuida (vegeu Taula XIX), Pe} que es pot wveure a .a Tauia XIX

l'enzin presenta una proporcis bastant elevada de GLU i ASP; per aixo el
seu punt isoceléctric és a la zona acida (pI = 5,2 +/- 0,2). Aquest valor
concorda amb el punt isoeléctric de la forma C de budell de conill (pl =
4,94-5,12) (86), de mucosa de budell de bou (pI = 4,8-4,9) (163, 164), de
duodeé de pollastre (pI = 5,00 (72), de fetge de bou (pl = 4,8) (83) i de

eritrocits humans (pI = 4,7-5,05) (165).

L'energia d'activacié de la forma C determinada segons la representacié
d'Arrhenius és de 8,9 Kcal/mol. Aquest valor es comparable amb el de
l'enzin d'eritrécits humans (165) (8 Kcal/mol) i el de fetge de bou (8,85
Kcal/mol) (83) 1 indica que es necessita relativament poca energia per a
provocar la reaccié d'hidrélisi. El valor d'energia d'activacié es troba
dins del limit establert per Ma 1 Fisher per als mamifers (166). La forma
C de {fetge de pollastre mostra un valor lleugerament superior: 17

Kcal/mol (78).

Dels estudis amb el pH es suggereix que el grup imidazola d'un reste de
histidina 1 el grup sulfhidril d'un reste de cisteina estan involucrats en
la uni6é del substrat amb 1l'enzim. Aquest fet esta d'acord amb els

resultats descrits per Maguire i Sim per l'enzim d2 placzenta de bou (65).

L'enzim pot actuar en un marge de pHd opti:m enira 3 1 7.4, valors mols
proxims al seu pl; i aixd suggereix qua l'adencsina no s'unelx al cenzre

actiuv vper carregues electrostatijues sino per zontz: 1'hidrsgen & ger
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atraccions de tipus hidrofébic, fet que concorda amp el mecanisme

d'actuacié de l'enzim proposat per Maguire i Sim (65).

S'ha estudiat també el comportament cinétic de 1l'enzin purificat,
utilitzant adenosina com a substrat de la reacci6é. Els valors de Ka i V
de la reaccié a 30 C i pH 74 sén 4,5 107 X i 1,98 nmol/s ml
respectivament. Aquest valor de Km coincideix amb els determinats per els
diferents organuls subcel.lulars estudiats (vegeu 5.1.), aixi com també amb
els valors de Kw de l'enzim d'altres procedencies: cervell de mono (Kwm =
3,2 10-%= it) (154), eritrécits humans &ws = 2,5 107= M) (155); pers
difereix del de l'enzim de melsa de bou, que posseeix una afinitat més
baixa cap a l'adenosina (e = 4 107 M) (167). Totes les dades de Knm

donades corresponen a la forma C de 1l'en~im.

La inhibicié de 1'ADA és util per tal d'augmentar els nivells d'adenosina,
produint un augment en la depressié basal de les neurones (168). En
aquest aspecte és important coneixer l'efecte de diversos. compostos en
l'activitat de 1'enzim. Dins dels metabolits purinics, només 1l'adenina, la
hipoxantina, la guanosina 1 el producte de la reaccié: la inosina
inhibeixen 1l'enzim (vegeu Figs. 46, 47, 48 1 49). La inosina és un
inhibidor competitiu del purificat de cervell de rata (Kip = 1,53 104 ¥J.
L'adenina i la hipoxantina soén imhibidors no compstitius de 1'ADA: 1la
guanosina és un inhibidor competitiu, amd una Zorga similar a Ia inosina,
producte de 1la reaccié. Els altres metabolits purinics no alteran
l'activitat del purificat de cervell da raza. Azussis rasul-a%s concorden

amb els <descrits per Fonoll 831 i Franco 122 .
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La inhibicié per etanol i per dimetil sulféxzid és de tipus competitiva.
Tot i no ser analegs de l'adenosina, l'etanol 1 el dimetil sulfexig
inhibeixen 1l'enzim probablement perque competeixen amb l'aigua, 1l'altre
substrat de la reaccié. La inhibicié per etanol pot estar relacionada amd
l'efecte depressiu que segueix a una ingestidé d'alcohol. Considerant que la
Ki de l'etanol val 0,48 M, es pot arribar a més d'un 20% de inhibicié en
els nivells més elevats d'intoxicacié alcohdlica (més de 2 g d'etanol/D).
Ara bé, aquest valor pot arribar encara a ser més elevat si es considera
que la difussié de l'etanol a. traves de les membranes del sistema nerviés
central és alta. Els simptomes d'alcoholisme cr"c‘:nic poden ser paral.lels a
la no funcionalitat de l'adenosina desaminasa. La inhibicié de l'enzim per
aquests disolvents organics (DMSO i etanol) pot ser deguda a la modulacié
de l'activitat dels enzims units a membrana quan es produeixen canvis en
la composicié lipidica de les membranes (169). Com que 1'ADA es localitza
a la cara externa de les membranes (32, 60), la inhibicié produiria un
excés d'adenosina extracel.lular i aquesta adenosina actuaria com a

neuromodulador de la transmissié nerviosa en cervell.

Per la mateixa rao, s'ha estudiat 1l'efecte que diverses drogues
antidepressives tenen sobr;e l'activitat ADA. Les metilxantines cafeina i
teobromina no afecten l'activitat de l'enzim, i aixo suggereix que 1'efecte
terapeutic d'aquests dos compostos nomes es deu a la unié als receptors
d'adenosina del sistema nervies central. En canvi, l'efecte de la
teobromina és doble, ja que antagonitza 1l'accié de 1'adenosina mitjangant

una interaccic amb eis receptors F. <1701 i tambe inhibeix 1'snzim que

jegrada 1'adenosina J(ADA7 (vegeu Taula XXr, La inhibicio dels diverszss
isrmacs sodre 1'ADA é&s para.iela a Lfactiz damnlzidora 22l <ranspors
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d'adenosina estudiada per Phillis 1 Wu en el sistema nerviés central

(142).

6.4. PURIFICACI6 1 CARACTERITZACIO DELS ANTICOSSOS CONTRA L'ADA DE

CERVELL DE RATA

f L'ADA de cervell de rata és capag¢ d'actuar com a antigen en el conill, 1la
qual cosa indica que l'enzim de rata, tot i les similituds de pI 1
composicié amincadcida amb el de conill (82, 86) és diferent de l'enzim de

conill, al menys en quant a zones antigéniques.

La unid d'aqueét anticés amb 1'ADA produeix una inhibicié en 1l'activitat
de 1l'enzim. Aixo suggereix que, 0 bé el centre antigénic i ei centre actiu
es troben molt a prop i la unié de l'antices produeix un 1lleuger
impediment estéric a l'entrada del substrat cap al centre actiu, o bé que
la unié antigen-anticos fa canviar lleugerament la conformacié de l'enzim
i aquest canvi lleuger afecta al centre actiu creant certs problemes per a

la unio enzim-substrat.

Les IgGs anti- ADA de cervell de rata es van purificar 5,7 vegades amb un
rendiment del 85%. L%nic pic obtingut per HPLC i 1la dnica banda
obtinguda per inmunoelectroforesi indiquen que ia fraccio
immunoglobulinica és homegeénia I que altres proteines no interaccionen
amb 1'enzim provocant la irhidicis. Aquest fet 23 confirma observant qus

el serum d'un conill no-immunitzat no oroduzix iznkidizio sobra 1'ADA.




L'estudi cinétic sobre 1'ADA de les IgGs purificades mostra que la
inhibicié depén del temps de contacte enzim-immunoglobulines, indici d'una
inhibicié irreversible (141). la irreversibilitat de la inhibicis de les
IgGs es confirma mitjan-;ant el métode de les dilucions (vegeu Taula XXIV).
La "K+" de la inhibicié no competitiva no té doncs, cap valor, ja que
aquesta ‘"constant" depén del temps de contacte enzim-IgGs 1 de 1la

concentracié d'ADA utilitzada.

Cal esmentar que estudis recents ban mostrat que altres anticossos no
inhibeixen el seu antigen enzimatic. Aixi, Aran, treballant amb 1'ADA
d'eritrocits humans ha observat que les IgGs anti-ADA d'eritrécits no
inhibeixen 1'ADA de eritroécits (171), la qual cosa indicaria que l'enzim de
rata 1 l'enzim. huma tenen diferents centres amb diferent potencia
antigenica. Per altra banda, Daddona i Kelley (84) van observar que
l'anticés anti-ADA de budell de bou precipita 1'ADA d'eritrécits humans i
aixé indicaria una similitud entre els centres antigénics dels enzims
d'eritrocits humans 1 de budell de bou. L'enzim de cervell 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'anticés anti-ADA de cervell de rata no inhibeix cap d'aquests dos enzims

esmentats.

6.5. CARACTERISTIQUES DE L'ADA DE DIVERSOS TEIXITS DE RATA

1.
r

Es deternina la distribucis T'AZA ea les diverses fraccicns

citoplasmatiques dels teixits de 7Taza I s'Shsarvia que l'activizat

L



disminuia en el segiient ordre: pulmé > melsa > budell prim > estémac )

ronyé > cor > fetge » miscul esquelétic > cerebel > cervell,

La baixa activitat AD;A en els teixits del sistema nervies és logica
considerant que aquest teixit és molt deficient en la sintesi "de novo"
(2). Una activitat més baixa dels enzims del catabolisme purinic i una
més alta recuperacié de les purines estabilitzaria la deficient sintesi "de

novao".

Es curiés observar que, en els organs que tenen una comunicacié directa
amb el medi ambient (pulmé, estdémac, budell prim), 1l'activitat ADA sigui
molt més elevada que en els organs interns (ronyé, cor, fetge). El nivell
elevat de l'enéim en melsa, teixit productor de limfocits, pot estar
relacionat amb el sistema immune; doncs s'ha observat que sovint, la
immunodeficiencia va 1ligada a una deficiéncia d'ADA (98). Numerosos
autors han observat la toxicitat de 1l'adenosina i la 2'desoxiadenosina en
preséncia d'inhibidors de 1'ADA. Aixi, en injectar inhibidors de l'enzim
s'observen inhibicions de 1la citolisi mediada per limfocits, de la

limfoblastogenesi 1 de la transformacié de monécits a macrofags (172).

Conway i Cooke (173), treballant amb l'enzim de teixits de conill, van
trobar que 1'ADA es troba en proporcions baszant elevades en melsa 1 en
part del tracte intestinal, mentre gque =2n el ronys, fetge, muscul

esquelétic, cor, pulmons i cervell els valcrs ersn menors. En els teixits

humans, el nivel. de l'enzim &s 2levat mas de . Urg teizizr en 21 trasta
digestiuy (excepte en el Tudell grufxut 1 2n la malza; dentre jul
Ylacrivitar as H=ixa .menys 322 0% T g =aiuit en mwds:ifl esauslaetis,
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bufeta, pulmé, ronyé, cor i cervell. Aquestes similituds entre els enzims
de rata, conill i home suggereixen que 1'ADA té un paper important en la

+

funcié d'alguns teixits.

L'alta activitat de 1l'enzim al budell provée, principalment, de la lamina
propia com es pot veure dels estudis immunohistoquimics realitzats per
Chechik (174, 175). Aquesta localitzacié especifica pot estar relacionada
amb l'efecte dels inhibidors de 1'ADA sobre l'accié relaxant de 1'adenosina
en el muiscul 1llis del budell. En les fraccions subcel.lulars de cervell,
l'enzim es 1localitza, juntament amb 1la 5'N, en la cara externa &e les
vesicules sinaptiques i sinaptosomes (145). D'aquesta manera, tot i que
l'activitat de 1'ADA es baixa en el sistema nerviés central <(tant en
cervell com en cerebel), la localitzacis especifica de l'enzim pot tenir un

paper important en la degradacié de l'adenosina en determinades zones.

Les inhibicions per DMSO i per etanol son competitives i aixé pot ser
degut a que I1'inhibidor competeixi amb 1l'aigua, 1l'altre substrat de la
reaccié. La inhibicié per etanol ‘pot estar relacionada amb els efectes que
produeix la ingestié d'alcohol. Com que 1l'enzim esta probablement i en
part, localitzat a la cara externa de les cel.lules (vegeu 5.1.), la seva
inhibicié augmentaria el nivell extracel.lular de l'adenosina. L'adenosina
té un efecte depressor en el teizit cerebral, pero també té un efecte
vasodilatador, augmentant el flux de la sang al cervell (176} i estimulant

la secrecié de insulina 132, 177),

En l'apartat (8.3, ja s'ha discutit gue 1'ATA purifizada de cervell de

rata es presenta eux un2 fIrma molleciiar jue oorrespén a la forma

r



descrita per Ma i Fisher (75, 78). Els estudis cinétics, inmunoquimics i
electroforétics indiquen que 1'ADA eés similar en tots els teixits
estudiats i que en tots ells es troba només la forma C de l'enzim. Aixs
estd d'acord amb el fet que Ma i Fisher, quan van descriure les diferents
formes de l'enzim de diversos origens, van observar que en fetge de rata

apareixia principalment com a forma C (79).
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7. CONCLUSIONS

'1;'.- En la fraccié soluble, en sinaptosomes i en vesicules sinaptiques de
cervell de rata es troben tots els enzims del catabolisme purinic:
5'Nucleotidasa, Adenosina desaminasa, Purin nucledsid fosforilasa i Guanin
amino hidrolasa {1 també . la Lactat deshidrogenasa 1 1la Nalat
deshidrogenasa. Els esmentats organuls subcel.lulars sén, doncs, uns bons

medis per a l'estudi del catabolisme purinic.

223,- En les fraccions particulades estudiades, 1'ADA i la 5'N es comporten
de manera difer.;.-nt dels enzims: LDH, MDH, PNP i GAH:

- L'ADA i la 5'N es troben proporcionalment en quantitats més elevades en
sinaptosomes, vesicules sinaptiques i membranes sinaptiques respecte als
altres enzims.

- Les activitats ADA i1 5'N de 1les suspensions de les fraccions
membranoses tractades amb desoxicolat 0.075% no varien respecte a les
suspensions en tampé tris-HCl 30 mM, sacarosa 0.32 ¥ pH 7.4; mentre que

els altres enzims augmenten notablement.

32- De 1la conclusié anterior i dels estudis <de 1localitzacid per
microscépia electronica se suggereix que 1'ADA 1 la 3'N es troben lligades
a les membranes en la cara exterior dels organuls subcel.iulars estudiats.
la 5'N és una proteina constituent de membrana I se suggereix que 1'ADA,
gue s'allivera més facilmeznt e l2s memdranss gque 13 3'N, es una proteina

perifsriza.
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42~ Els valors de Ke de 5'N per AMP dels diferents organuls d'escorca
cerebral de rata estudiats sén similars. Aquest fet succeeix també amb
els valors de Kio a causa de 1'ADP, que inhibeix de forma competitiva
l'enzim. Es pot pensar, -doncs, que es tracti del mateix enzim en totes les
fraccions subcel.lulars. Les fosfatases no interfereixen en 1a

determinacié d'activitat 5'N en les condicions de treball.

53~ Els valors de Km 4'ADA per adenosina dels diferents organuls
subcel.lulars estudiats en cervell de rata sén similars. En tots aquests
organuls 1'ADP no inhibeix 1'ADA. Es pot pensar, doncs, que es tracti del

mateix enzim en totes les fraccions subcel.lulars.

62,- El sistema adenosina-inosina posseeix tres punts isosbestics a les
longituds d'ona X = 2215 nm, A = 250 nm 1 X = 281 nm. Aquests punts
isosbéstics es mantenen en estudiar microsomes, sinaptosomes i vesicules
sinaptiques tant amb adenosina com amb adenosina i1 Py en el medi'de
reaccié. L'ADA es troba doncs a l'exterior d'aquests organuls subcel.lulars

i la PNP a l'interior.

78~ L'activitat ADA de cervell de rata després de 1'homogeneitzacié es
localitza principalment en la fraccié citosoluble i per aixé es purifica a
partir d'aquesta fraccié. El purificat s'efectua per calefaccio a 60 C
durant 30 min, precipitacié amb (NH4)2SO0s« al 80% de saturacis.
cromatografia en DEAE-Sepharosa 1 electroelucié. S'obté un dnic pic
d'activitat ADA, amb un pes mol.lecular cde 35.000 i un punt iscelectric de

8,0.
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82.- L'ADA purificada de cervell de rata presenta un comportament
michaelia 1 és inhibida de manera competitiva per la inosina i per 1la
guanosina. La hipoxantina i 1l'adenina la inhibeixen de forma no
competitiva, mentre que els altres metabolits purinics no tenen cap efecte
sobre 1l'enzim. L'etanol i el dimetil sulféoxid son també 'inhibidcrs
competitius de 1l'enzim; diverses drogues amb efectes antihistaminics,
vasodilatadors, antidepressius,... es comporten també com a inhibidors de
l'enzim. Aixé suggereix que aquests compostos poden modular l'accié

neurodepressora de l'adenosina mitjan¢ant la inhibicié de 1'ADA.

93.- L'estudi termodinamic del sistema ha estat fet mitjancant la mesura
de AH 1 Ea, magnituds que controlen en part la reaccié. L'energia
d'activacié no és molt elevada ( Ea = 8.9 Kcal/mol ) i1 el procés és,
doncs, bastant favorable. L'entalpia standard té també un valor baix i

positiu ¢ aH = 5.0 Kcal/mol ).

102,- Dels estudis amb el pH se suggereix que en el centre actiu de
l'enzim intervenen en la unié de l'adenosina i 1'enzim un grup imidazola

d'un reste histidina i un grup sulfhidril d'un reste de cisteina.

112.- La fraccié immunoglobulinica anti - ADA de cervell de rata inhibeix
l'enzim de diversos teixits de rata. Aquesta inhibicidé, palesada en cervell
de rata, augmenta amb el temps de contacte antigen-anticés, 1 és constant
a partir dels 30 min de contacte. La inhibicié és pseudoirreversible 1 el

grafic .de Lineweaver-Burk te l'aspecte de una inhibicié no competitiva.

7. Conclusions ragina



128 - La distribucié de l'activitat ADA en els- diferents teixits de rata
estudiats és la segiient: pulmé > melsa > budell prim > estémac > ronyé >

cor > fetge > muscul esquelétic > cerebel > cervell.

132,- Els valors de Km d'ADA per adenosina de les diverses fraccions

solubles dels diferents teixits de rata estudiats, els valors de les Kip

de les inhibicions per etanol 1 per dimetil sulfoxid, aixi com 1la
inhibicié que l'anticos produeix en l'enzim de totes les fraccions solubles
dels teixits estudiats, suggereixen que es tracj-.a del mateix enzim en tots
els casos. Aixi mateix, l'electroforesi demostra que 1l'enzim es presenta en
la forma C en tots els teixits en les condicions d'experimentacié que

s'han descrit.
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