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Per dilucidar el paper jugat per la Lys-1 en la fixa-
ció dels substrats amb un nucleòtid pur inic en la posició' 5'
(veure apartat 1-3) es va procedir a analitzar els resultats
obtinguts <CUCHILLO,1974; PARÉS, 1977; ARÚ3, 1981 i part del
present treball):

El C16-RMP presenta una constant d'associació amb la
RNAasa A ( Ka = 1/2 x 10 M ) del mateix ordre de
magnitud que la corresponent als nuclebtids purínics
naturals. A me's a me's/ quan s'incuba nucleòtid clo-
rat amb l'enzim/ durant 4B hores a pH 7/4 i 40°C de
temperatura/ do'na lloc a una reacció' me's enèrgica
que en emprar marcadors amb una menor afinitat per-
la RNAasa A (à-Cloropurina i 6-Cloropurina ribosa)/
doncs roman menys quantitat d'enzim sense reaccio-
nar. Per altre part/ la reacció' amb el nucleòtid de-
termina una major espec if ic itat/ ja que s'obté' un
sol derivat covalent majoritari mentre que són varis
derivats els que s'obtenen en les reaccions amb el
nuclebsid i la base halogenada.

- La presència de l'AMP en la barreja de reacció no
impedeix totalment la reacció/ doncs s'obté' encara
un 50V. de Derivat II. Aquest fet està d'acord arnb el
criteri d'en GLAZER (1975) - apartat 1-2.S- doncs la
presència d'un lligand natural disminueix la propoi—
ció de reacció* amb l'anàleg químicament reactiu. De
totes maneres/ el bloqueix de la reacció* per l'AMP
es relativament baix. L'AMP i el Cló-RMP presenten
una constant d'associació amb l'enzim de 5/3 x 10 M*
i 1/^2 x 10~5M"Yespectivament (a pH 5/5 I = O/2 i 25°C
PARE's et al./ 1978; o sigui unes 4/5 vegades més
elevada per l'AMP)/ i per altre part/ l'AMP està
present en la barreja de reacció a una concentració
7 vegades superior (apartat 11-11), Es podria supo-
sar/ doncs/ que l'AMP/ si interacciones en el mateix
lloc que el C16-RMP/ inhibis fortament la reacció de
l'enzim amb el nucleòtid clorat; però només s'obser-
va una inhibició del 50"/..
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En augmentar el pH de la reacció entre Ix RNAasa A i
el C16--RMP/ per tractar d'afavorir el marcatge en un
altre residu/ s'observa que l'únic derivat monosubs-
tituït que continua formant-se amb certa quantitat
segueix essent el Derivat II; Is quel cosa reforta
els criteris d ' especi Fie i tat i d irec c ionali tat del
marcat. El Derivnt II presenta una menor Kcet amb
2't 3' Cp i front d'RNA/ indicant que el marcador
impedeix la correcta acció catalítica de l'enzim.
Les dades cinètiques del Derivat II front del 2'/3'
Cp demostren que aquest te' la mèïteixa Km que l'enzim
natiu/ el que indica que el grup fosfat del marcador
no esta ocupant el seti fixador de fosfat de l'en-
z im.

a terme la reacció amb la 6-Cloropuri-
dels derivats majoritaris/ l'F/ se-

per reacció
al Derivat
presenta la
l'enzim na-

Quan es porta
na ribosa/ un
gueix essent un derivat monosubstitu'ít
en 1 "o6-NH2 de la Lys-1/ o sigui/ idèntic
II/ però sense fosfat. Aquest derivat F
mateixa Km i Kcat front de 2'/3' Cp/ que

en el Deri-
seti cata-

tiu/ indicant que el grup fosfat present
vat II/ encara que no estigui ocupant el
li!tic de l'enzim/ és el responsable de la disminució
de la Kcat del Derivat II a 1'hidrolitzar el 2'/3'
Cp/ i el responsable de la menor afinitat del Deri-
vat II per l'RNA.

Tots els fets esmentats semblen indicar que el nucleò-
tid marcador unit a 1 'o¿-NH2 de la Lys-1/ resta allunyat del
seti catalític de l'enzim. Aquesta sèrie de dades han portat
al grup del Dr. CUCHILLO a postular l'existència d'un sub-seti
secundari/ fixador de fosfat/ anomenat/ d'acord amb la termi-
nologia de RICHARDS & WYCKQFF (1971) (Figura 7), B3 R3 P2. En
la Figura 40 (PARÍS et al. 1980 a) estan esquematitzats els
possibles sub-setis de fixació dels diferents grups del poli-
nucleòtid que s'ha d'hidrolitzar/ així com els aminoàcids im-
plicats.

137



Thh- 45
Phe-120
Scr-123

B
Lys-1

<\H°/° S -<Hi.-12
\ / -<^R2 Pl Lys-41

His-119

FIGURA-40

Representació esquemàtica de la interacció d'un fragment d'RNA
amb els sub-setis de fixació de lligand de la RNAasa A.
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R
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indica el seti fixador de la base nitrogenada,
seti fixador de la ribosa.
seti fixador del fosfat.

Al comtat de cada sub-seti estan indicats els aminoàcids que
formarien p-art de _ada sub -seti. Les bases pinmidí ñiques, com
tíl 3'-CMP, interaccjonarien a Bl Rl Pl> mentre que 1'AMH ho
faria primariament a 132 R2 PI. El nucleòtid marcador del Düri-
vat II ocuparia les posicions B3 R3 P2.
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Bl Rl PI correspon al seti principal de fixació dels
nucleòtids 3'-pir imid inics. El B2 R2 PI al de Fixació' dels
nucleòtids 5'-purínics. El PO correspondria al seti de fixació
del fosfat descrit per SAWADA & IRIE (1969) i el B3 R3 P2 se--
ria- ^el sub-seti descrit en els treballs del nostre laboratori
(^PARFS et al./ 19SO a). La Lys-1 formaria part del B3/ doncs
í's on reacciona el C-6 de l'anell d'adenina del C16-RMP. A
mes/ la 6~Cloropurina ribosa/ també' reacciona amb la Lys-1 en
une elevada quantitat (Derivat F)/ el que indica que no e's
absolutament necessària la presència del grup fosfat del mar-
cador per dirigir la reacció' vers la Lys-1. Això suggereix que
la Lys-1 formaria part d'un sub-seti fixador de la base purí-
n ica.

De fet/ Ja existien en la literatura indicacions i
evidències de l'existència de sub-setis adicionáis:

Així/ Ja en el 1961 NELSON & HUMMF.L ven estudiar la
inhibició' de la RNAasa A pel 2'-CMP/ emprant com a substrat el
2'/3' Cp i 1'RNA. Per explicar les diferències observades en
el grau d'inhibició' pel 2'-CMP emprant un o l'altre substrat,
van postular l'existència de me's setis d'interacció' de l'enzim
amb 1'RNA que amb el 2'/37 Cp. Amb el substrat polianiònic/
1'RNA/ la interacció' inclouria/ a més a més del seti catalí-
tic/ d'altres setis no catalítics d'interacció'. Els autors
afegeixen que aquesta hipòtesi explicaria els resultats de
KALMAN et al. (1955) que indicaven que en tractar la RNAasa A
amb subtilisina/ l'enzim perdia me's ràpidament l'activitat en
front de 1'RNA que del 2'/3' CP. NELSON & HUMMEL (1961) asse-
nyalen/ finalment/ que l'activitat de l'enzim front de 1'RNA
no és inhibida per la presència del 2'/3' Cp/ indicant una po-
ssible menor afinitat de l'enzim pel substrat de baix pes mo-
lecular/ apuntada per HERRIES (1960).

Mitjançant estudis de la interacció de la RNAasa A amb
l'RNA MORA (1962) arriba a la conclusió' de que d'altres forces
específiques/ no electrostàtiques/ provoquen una marcada afi-
nitat entre l'enzim i 1'RNA.
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Al 196Í? MYER & SCHE.LLMAN, mitjançant l'equilibri ei e
diàlisi,. van indicar l'existència de 2 sub-setis d'unió' d i f e -
rents entre 1 'enzim i el 5'-~AMP, no trobant-ne mc's que un per
al 2'~CMP mitjançant la gel Filtració'.

M 1964 LOUB I CAR Or F; ni P dini la interacció entre
l'enzim i l'ion Cl~ a diversos pH's, van postular l'existència
cl e t seti?; forfTiMts per càrregut-s positives i negatives en els
que hi estarien implicats:

per I'l Lys~l, His-12, -119, Asp-14 i 121

2 His-48, 105, Glu--49, Asp-53 i Lys-104

3 Lys-37, 98, Asp-38, Arg-39 i Val-124

4 Lys-31, Arg-33/ "85, Asp-83 i Glu~8ó

5 Lys-1 ( o¿ i £ -NH2), 61, Glu-2 i 111

6 Lys-7, -66, Glu-9 i Arg-10

Cal assenyalar que l'estructura tridimensional, troba-
da posteriorment per difraccicf de raigs X, va mostrar regions
on es localitzava una càrrega positiva particularment elevada,
regions en les que hi estaven inclosos molts dels aminoàcids
citats en els grups abans esmentats, el que venia a indicar
que moltes de les assignacions fetes eren encertades.

Anàlisis cinètiques de l'acció' de l'enzim emprant el
seu substrat natural, 1'RNA, van portar a proposar a IRIE
(1965) l'existència de varis setis inespec. íf ics d'interacció
amb anions. Aquest mateix autor (SAWADA S< IRIE, 1969) estudia
la interacció de la uridina 2'(3'),5' difosfat <pUp) amb la
RNAasa A. Van trobar que el fosfat en 5' incrementa la forpa
d'interacció', tant amb l'enzim natural com amb els derivats
alquilats en la His-119 i en la His-12 (HEINRIK30N et al.,
1965), la qual cosa suggereix l'existència d'un sub-seti res-
ponsable de la interacció' amb el fosfat en 5' del nuclebtid
pirirnidínic.
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De fet; es pot suposar que una molècula d'RNA interac-
cionarà i serà hidrolitzada pel centre actiu de la RNAasa A de
la mateixa manera que un dinucleòsid monofosfat/ i aquest pro-
cés és granment facilitat per la interacció' addicional dels
grups fosfat de la cadena polinucleotid i ca en setis bàsics de
la superficie en zimatica. Aquest factor incrementa la concen-
tració' efectiva de substrat prop d«?l seti catalitic i pot; per
ell mateix/ fomentar la desestab i 1 i t zac ió' local de la molècula
d 'RNA (BARNARD, 1969).

RIDLINGTQN & BUTLFR U9é,9>, emprant la tècnica de la
diàlisi (COLOWICK ?< WQMACK/ 1969), van medir i quantificar la
interacció' de l'enzim amb el pirofosfat/ trobant que l'enzim
presenta un seti de forta interacció/ i al menys un seti addi-
cional d'interacció* menys forta. Cal assenyalar que la gràfica
de Scatchard (SCATCHARD/ 1949) que els autors publiquen/ in-
dica bastant clarament de 2 a 3 sub-setis d'interacció' dèbil
<Figura 41).

En el 1974 HAAR et al. estudiaren per RMN la interac-
ció' de la RNAasa amb diferents nuclebtids pirimídinics i purf-
nics/ determinant que el 3'-AMP i el 5'-AMP presentaven una
unió' diferent amb l'enzim. Aquests resultats donarien suport a
las dades obtingudes per CARLBQN (1976) que estudia/ per di-
fraccio' de raigs X/ el complex RNAasa S - 5'-AMP/ en el que el
nucleòtid ocupa B2 R2 PI/ mentre que en el complex RNAasa A -
3'-AMP resten ocupats el B2 R2 però el fosfat sembla ocupar un
seti diferent al PI.

Al 1977 WHITE et al. <a) van suggerir que en els com-
plexos RNAasa A - adeni1 i 1<3'-5')4-tiouridina 3'-fosfat, el
fosfat en 3' interacciona en el PI del seti actiu/ mentre que
el fosfat situat entre els nucleòsids interacciona en un seti
addicional (probablement el PO). En un treball posterior (WHI-
TE/ 1977 b) van determinar que la interacció" dels dinuclebtids
ApUp i GpCp amb l'enzim es me's forta que la dels seus corres-
ponents dinucleòsids monofosfat/ ApU i GpC.

Els estudis de LEVIT & BERGER (1976) indicaren la
importància dels primers aminoàcids de l'extrem N-terminal de
1'S-pèptid (Lys-1/ Glu-2 i Thr-3) en la interacció de la RNAa-
sa A amb 1 'RNA.
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FIGURA-41

Gráfica d'Scatchard de la interacció del pirofosfat (P32 P32
i) amb la RNAasa A.
Condicions: acetat 0,1
Es presenten les dades

M,
de

PH 5,2/ 8 °C de temperatura.
tres experiments independents.

La línia s'ajusta mitjançant una anàlisi dels mínims quadrats
per a tots^els punts, excepte per aquells en els que 1,5 mols
de PP1, o mes, hagin interaccionat per mol d'RNAasa A.
(Extreta de RIDLINGTON ?/ BUTLER, 1969).
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^MFIFRIF JELD b HODGES (1974) tambe observaren, per estu-
dis cinètics emprant rnono i d inuc 1 eòtids/ la importància dels
5 residus N-terminal s.

No ve ésser fins al 1981 en que/ de nou l'equip de
.TRIE (IWAHASHI et al., 1981), mitjançant estudis cinètics i de
c vistal. loprafi a de raigs X, determina que el fosfat en 5' de
la timidina 3',5' difosfat (pTp) ocupava el seti PO (postulat
per MITSUI et el. 1978, i corresponent al sub-seti ja indicat
pel mateix IRIE (SAWADA ?•< IRIE, 1969), formant-se probablement
un pont d'hidrogen entre un dels oxígens del grup fosfat i
1 ' £-NH2 de la Lys-66.

Com a punt final, cal fer esment dels treballs duts a
terme pel grup del Dr. CUCHILLO en aquests darrers temps i re-
sumits per NOGUÉS (1982) en els que s'indica que els nucle"b-
sids purfnics 5'-AMP i 5'-GMP presenten un seti de fixació'
fort o primari i quatre de febles per al 5'-AMP (SOLÀ, 1981) i
dos a tres de febles per al 5'-GMP (GUASCH, 1982) determinats
per gel filtració (mètode de HUMMEL & DREYER, 1962). El lloc
de forta interacció correspondria, lògicament/ al seti de fi-
xació principal descrit per RICHARDS & WYCKDFF (1971, FIGURA
40). Aquest lloc seria el detectat per experiments a l'ultra —
violat (PARES et al., 1978). Els setis de fixació' feble co-
rrespondrien als subsetis de fixació' adjacents al centre prin-
c ipal.

Per elucio competitiva en columna d'afinitat, amb RNA-
asa immobilitzada, el 5'-AMP presenta 1 seti primari i tres de
febles i 1 primari i tres de febles per al 5'-GMP (NOGUÉS,
1982).

Aquests mateixos estudis van confirmar que l'enzim no
presenta més que un sol seti de fixació per als nuclebtids pi-
r imi d inics, la qual cosa està d'acord amb totes les dades bi-
bliogràfiques referents a aquests nuclebtids (RICHARDS & WYC-
KOFF, 1971; BENZ ï< ROBERTS, 1973; SPERLING & HAVRON, 1976; HA-
VRON & SPERLING, 1977).

Mitjançant estudis per- ressonància magnètica nuclear
(ARÓS, 1981 b; ARIJS et al., 1982) de la interacció' de varis
lligands amb la RNAasa A i el Derivat II, es va concloure que:
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o) t?] fosfat d&l marcodoT present en el Derivat II
irtteracc iona en el PI, ans en el P2.

b) rs proposen 1? LUÍ.-7 i ) £ Arg-10 rom
constituents d'aquest subseti P2.

d)

e aminoàcids

c ) 1 í'i i n t e r a r t i o d e- n u c 1 P c- s i d *• i n u c 1 e- o s i c! s 5 ' fos f ñ t
p u r í n i c s no te' l l o c t - -n sols a la p o s i c i ó ' B2 R2 P I /
è i i i s t ambé ' a Bl Rl PO. L c i i n t e n s i t í i t dt1 le in t e rac -
cid s eg LI eix l ' o r d r e següen t :

per als
fosfat
c ions són

5'-GMP>5'-IMP>5'-AMP

nucleòsids 5' fosfat i GMP>AMP
(en aquests dos darrers casos
a B2 R2 P2 i Bl Rl PI).

per
les

als 3'
interac-

el fosfat del llisand actua/ molt probablement/ si-
tuant el nuclebtid en el seti actiu> mentre que els
substituents de la base son els generadors de 1 'es-
pecificitat de la interacció' i controlen l'equili-
bri d'unió entre els sub-setis B2 R2 i Bl Rl.

IV-1 EXPERIMENTS AMB DNA

Al 1963 FELSENFELD et al. van emprar el DNA per a me-
surar la seva interacció' amb la RNAasa A per tal d'estudiar la
iritevacc ió' prote'ins-àcid nucleic. Observaren que en condicions
ben definides de força iònica i pH/ aquesta interacció' compor-
ta la desestab i 1 it zíic id del DNA. Es degut a aquest fenomen que
els complexos DNA-RNAasa A han estat escollits per diversos
autors com a sistema model per a l'estudi de la interacció
àcid nucleic-proteïna. Donat que el DNA no presenta 1'OH en 2'
de la ribosa/ necessari per a la hidròlisi enzimàtica de la
cadena nucleotídica per part de la RNAasa/ tot conservant els
trets fonamentals necessaris per e la interacció amb l'enzim/
hom esperava obtenir informació' d'aquests estudis.
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De fel/ WAL7 (1971) havia observat que lñ RNAasa A te
la mateixa afinitat/ Fins i tot potser me's elevada/ per als
c) eso x ir i b onuc leotids que per slt ribonucleòtids.

Així, 3EKINE et al. (1969) observaren que tant el DMA
i i c i t i u c o m dcsntíturel i 17£it ( mon o c ate-n^vi ) inhibien competitiva-
ment la hidròlisi c!e 1'RNA; essent el monocatenari més eFec-
tiu. Atiuef.tct competitivitat indicava 1'espec if ic: i tst de la in-
teracció. La sedimentació' en gradient de sacarosa va indicar
t amb t- una major afinitat per c.l mon o c. a t ena v i (FE.LSENFELD et
al./ 1963). Mitjançant la gel filtració es determina que inte-
racc ionaven TJns 12 nucleotids de DK'A desnaturalitzat per molè-
cula de RNAasa (RAJU & DAVID30N, 1969), un resultat que esta-
ria d'acord amb el tamany de la molècula enzimatica (VQN HIP-
PEL & Me GHEE; 1972); però si s'examinen les dades cristal, lo-
gràfiques; hom observa que en l'escletxa que inclou el centre
actiu és impossible d'encaixar-hi 12 nucle'btids. Potser cal
pensar en interaccions fora d'aquesta escletxa. Els mateixos
autors consideren necessaris estudis més detallats per a re-
soldre aquest problema. Aquests estudis es van portar a terme
al 1976 per JENSEN & VON HIPPEL. En ells indiquen; en primer
lloc/ que? el resultat de 12 nuclebtids; donat per RAJU £< DA-
VIDSON (1969); podria ésser degut a que no s'hagi tingut en
compte una potencial sobreposicio de setis d'interacció'; que
ells observen en els seus estudis.

JENSEN £< VÜN HIPPEL troben que una molècula d'enzim
interacciona amb 4 parells de bases del DNA natural i amb 11
nucleotids de DNA monocatenari; i que la força d'interacció
enzim-DNA monocatenari e's dos cops més elevada que la força
d'interacció' amb el natural. Respecte del significat d'aquesta
potencial sobreposicio' de setis d'interacció'; comenten que:
"el tamany de la molècula de RNAasa pot fer que la molècula
cobreixi un cert nombre de nucleotids de la cadena de DNA;
fent que? aquesta regió quedi inaccesible a la fixació d'una
altra molècula de proteïna. Així; encara que només un quants
nucleotids estiguin directament- involucrats en l'interacció*;
el vertader tamany de la part de DNA natiu o desnaturalitzat
que interacciona pot íísser bastant gran. El desplaçament d'una
molècula de proteïna al llarg de la molècula de DNA situarà la
prote'ina en un a^ltre seti d'interacció'. Per la qual cosa; el
setis de f i xac ió' potenc ials es sobreposen".
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Mitjançant estudis per centr i f ugsc i Q, espec V-rof o t ome-
tria ultraviolada i de dispersió' rotatòria òptica LACQMBG et
al, (1974/ s i b) van determinar que una Piolèculfl de RNAasa
iriteracciona amb cinc a sis nucleotids de la cadena de DNA na-
tiu (xifra ja molt ruc's proxirrií? e l'espeteda pe) tafiiímy de
l'escletxa de l'enzim segons les dadús c r i s t.=»i. logra f iqu^-s).
El s autors suegerei x.cn que entre l'enzim i el DNA no hi etto-
ria involucrat un sol tipus d'interacció',, i proposen un model
prr explicar el mectmisme de desestab i 1 i t i&c i o' provocat per lo
RNAasa: "existirien en la molècula d'enzim al mtnys 2 seti s ú c
fixació per al DIMA, situats en dues iones distentí» de la mo]"e--
cula". Aquests estudis foren Fets emprant RNAasa S/ que no
provoca la desrstabi 1itiació del DNA; la qual cosa suggereix
la localització d'un d'aquests setis a l'extrem N~terminal
(aminoàcids 1 a 20). Donat l'efecte de le forpa iònica i el pH
en el procés, hi estaven involucrades forces electrostatiques
que fan suposar que aquests setis contindrien carregues posi-
tives/ i actuarien cooperativament. En el cas de la RNAasa S,
l'extrem N-terminal es desplaçaria sota l'efecte del DNA natu-
ral, que no es deformaria (ja que el bicatenari es molt més
rígid que l'RNA), restant localment separat de la S-prote'ina,
explicant-se així l'absència de desestab i 1 i tzac ió'. Per contra,
en el cas de la RNAssa A, en estar fermament fixat l'extrem
N-terminal, -la interacció" amb el DNA bicatenari provocaria la
deformació' d'aquest i la seva desestab il itzac ió'.

Estudis posteriors (CHINSKY & TURPIN 1982), emprant
1 'espectrofotometria Raman, interpretaven els resultats de la
interacció' RNAasa A-DNA desnaturalitzat en termes d'una inte-
racció' específica prote'ina-base. Emprant poli (dA-dT) indiquen
que unes 15 bases del polímer bicatenari estarien en una si-
tuació de ND-stacking entre elles en e] complex RNAasa-poli-
mer. S'establiria una interacció entre la RNAasa i l'amí de la
posició 6 de l'adenina del polímer, trencant-se el pont d'hi-
drogen entre aquest grup i el carbonil-4 de la timina, el que
provocaria la desestabilitzacio' del polinucleotid.

De fet, doncs, d'acord amb els resultats dels treballs
exposats, podem concloure que la RNAasa interacciona amb el
DNA. Sota condicions ben definides, aquesta interacció compor-
ta Icj desestabilitzacio' del DNA. Aquests interacció és especí-
fica, donat que tant el DNA bicatenari com el monocatenari in-
hibeixen competit ivament la hidrblisi de l'RNA.
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La i TI t E r-c* c c i o í,'esteblei x, en gvari mida, entre elt>
grups fosfat del DNA i zones positives de l'enzim. Donat que
una ffiolocula de RNAaso interaccions* amb b a 6 nucleotids de la
molècula de DNA natiu/ en aquesta interacció' hi estarien invo-
lucrats T> setis carregats positivament de l'enzim, de fixació
pel DNA; que actuarien cooperat ivament. Un (o mes) d'aquests
íietis de fixació estaria situat en l'extrem K-1 erm i nal de
l'enzim (aminoàcids 1 a 20), donat que la RNAasa S no provoc-a
la d e se 11 fi b i 1 i tzac i o' del DNA.

L.ÍÍ postulació del sub-seti fixador de nucleòtids B3 R3
P2 permet d'enfocar les dades o b t i n g u d e s sota una altra pers-
pectiva.

En p_rimer lloc, permet donar una possible e x p l i c a c i ó a
la a c t i v a c i ó observada en els experiments de cinètica de satu-
ració, i a la gran d i s m i n u c i ó d'activitat en front d'RNA
(apartat III-5).

IV-2 EFECTE DE LA CONCENTRACIÓ DE MARCADOR SOBRE
L'ACTIVITAT DE LA RNAasa A EN SOLUCIÓ'

La a c t i v a c i ó observada en els estudis de l'efecte del
marcador sobre l'activitat de la RNAasa A front del 2',3' Cp
(apartat III-5) indica que es forma un complex enzim~l1igand,
depenent del temps. També i n d i c a que el C16-RMP interaccions
en un seti diferent que el 2'/3' Cp, amb una actuació' que/
probablement, Is similar a la activació' que observaren WIEKER
?< WITZEL (1964) i HAFFNER & WANG (1973), produ'ida per l'adeni-
na, el seu n u c l e ò s i d i el seu nucleòtid.
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Aquest efecte en la segona fase de Is catalisi ha es-
tat postulat que vindria donat per la formació' d'un complex
ternéiri enz i nr-11 igand-substrat/ que seria hidrolitzat me's rà-
pidament que ei complex binari enzim-substrat. ARUS (1982)
proposa/ d'e c or d amb els estudis de; DÉAKYNt:' £- ALIEN (1979);
l'existència d'un canvi con í-urmac ional indu'ít per la presència
d'un nuc.leoc.id purínic en t-1 íiub-l]oc Bé? R2 <fÍ9ura 42) i en
el que 1'aspàrtic 121 interaccionaria amb la base nitrogenada/
mentre que aquesta col·locaria la His-119 en posició òptima
per a la catàlisi.

En el nostre? cas/ el marcador Cló-RMP/ es un anàleg de
l'adenina. El marcador interacciona amb una part específica de
la molècula d'enzim/ el 5ub-5eti fixador principal de purines
B2 R2 PI/ tal com suggereixen els estudis espectrofotometrics
(PARES et al., 1978) . La interacció del Cló-RMP en el B2 R2
PI provoca també l'efecte d'un canvi conformacional (ARUS;
1981). Aquests fets venen a demostrar que la interacció ini-
cial del Cló-RMP en el sub-seti B2 R2 PI pot provocaran efec-
te similar al que provoca l'adenina/ activant la hidròlisi del
2'/3' Cp que es posiciona en el sub-seti fixador de pirimidi—
nes Bl Rl PI.

L'efecte d'activació produ'it per la presència de C16-
RMP seria una prova de que el centre fixador de fosfat PI es
prou gros per allotjar més d'un fosfat/ sense que es produei-
xin repulsions entre ells/ probablement degut al gran nombre
de càrregues positives que hi han al voltant de PI.

El següent sub-seti ocupat pel C16-RMP seria el B3 R3
P2/ pel que presenta menys afinitat/ però que pot ocupar en
ésser molt elevada la relació nucleotid c 1orat/RNAasa en la
soluc ió.

/
Es en aquest sub-seti secundari/ B3 R3 P2/ fixador de

nucleòtids/ on el grup reactiu/ el C-ò del Cló-RMP/ correcta-
ment posicionat/ es troba amb un grup nucle"bfil susceptible de
reaccionar/ 1'o<-NH2 de la Lys-1. Es va produint derivat en
funció del temps/ i molt probablement/ i de manera simultània/
resta ocupat el B2 R2 PI per una altra molècula de Cló-RMP/ ja
que el marcador en B3 R3 P2 (Derivat II)/ no interfereix amb
el sub-seti B2 R2 PI <ARÒS/ 1981).
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**-4

FIGURA-42

Esquema del canvi conformacional proposat indult; per l'adsni-
na en la RNAasa A. La interacció' entre 1 'Asp-121 i la His—119
(per pont d'hidrogen) es trencaria a l'ocupar l'adenosina
(Ado) B2 R2. L'Asp-121 pesaria a interaccionar/ be directament
o mitjanrant una molècula d'aigua/ amb 1'NI de l'anell de pu—
riña. La His-119 es desplaçaria a una posició* favorable per
assolir un "stacking" amb l'anell heterocíclic en posició' B2.
(ARIÍS et al. , 1982).
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I. 'ac t i vec ió es detecta en les primeres hores de la
reacció; però/ a mida que passa el temps/ van tenint lloc al-
tres reaccions del marcador amb d'altres grups de l'eniim que
van donant lloc a l'aparició'' de derivats molt menys actius (?n
front de 2'/3' Cp/ però en petita quantatet/ el que fa que
l'activitat total de la barreja/ continuï restant elevada.

Donat que el marcador en posició E3 R3 Pe' (Derivat II)
rto impedeix la interacció d'una altra molècula en B2 R2 PI/
hom podria esperar que l'adenine exercís un efecte d'activació
en ]a hidròl^si del 2'/3' Cp per el Derivat II, com aixf es va
observar (ARUB; 1981 a).

Els fets esmentats vindrien a recolzar la hip"btesi de
que el C16-RMP interacciona en primer lloc amb el seti princi-
pal fixador de purines (B2 R2 PI); provocant l'activació' de
l'hidrolisi del 2'/3' Cp en la barreja de reacció. Una segona
molècula de C16-RMP interaccionaria/ simultàniament/ en el
sub-seti secundari B3 R3 P2/ fixador de purines/ que reacciona
donant lloc al Derivat II.

Front d'RNA? a temps O/ s'observa que es manté' una ac-
tivitat bastant elevada/ gairabe' el 1007./ quan en el medi hi
ha una quantitat relativament petita de C16-RMP (32/uM en cu-
beta)/ activitat que passa a e'sser menor en augmentar la quan-
titat de marcador present (èŜ uM en cubeta) i encara menor en
emprar concentracions elevades (260̂ u. M en cubeta). Aquests
fets venen a indicar que el marcador interacciona amb l'enzim
<a B2 R2 PI i a B3 R3 P2)/ i que degut a la seva gran concen-
tració a la barreja de reacció' (encara que l'enzim mostri més
afinitat pel RNA que pel C16-RMP)/ el nuclevotid halogenat
exerciria un empediment estèric a la interacció enzim-RNA/ do-
nat que es tracta d'un substrat d'alt pes molecular. D'e'sser
certa la hipòtesi abans esmentada de que el marcador interac-
ciona inicialment en el sub-seti principal fixador de purines
(B2 R2 PI)/ a baixes concentracions seria aquest el sub-seti
principalment ocupat/ i donada la major afinitat de l'enzim
per l'RNA; el substrat desplaça el marcador i es hidrolitzat/
a temps O; amb una eficiència comparable a la de l'enzim natu-
ral. En anar augmentant la concentració de C16-RMP; aquest
passa a interacc ionar també7 en el B3 R3 P2 (i pot ésser en
d 'altres/ corn es veurà posteriorment) / i aquest fet resulta
en una més gran dificultat d'asser desplaçat el nuclebtid i/
en conseqüència/ la barreja presenta una menor activitat.
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Esment; doncs/ important el pspev jugat pel <:ub-&eti B2 RP. PI
en la fixació del marcador/ els fets esmentats vindrien a
indicar que el sub-seti B3 R3 PP també juq& un paper en el re-
coneixement de la base següent en la seqüència de 1'RNA a la
c-i.it1 interec c. ) ona en 132 R2 PI (Figur-p 40).

A mida que passa el temps/ el marcador va reaccionant
t; rr. b l'enzim. L'activitat va disminuint aprtc. i ab lement; fins a
ésser nul. la (entre 12 i 18 hores d ' incubaci c ) / per formació
ú t* devivéits moncjíiubsti tui tt (en general aniL- una bín.xa activi.-^,,
tat Front de 1'RNA) i derivats b i (mul ti ) subs ti tui ts (amb una._WlJ
activitat nul.la). A les 43 hores/ Is barreja de reacció enca-
ra presenta un 337. d'enzim sense modificar/ però no es detecta
activitat front d'RNA. Aquest fet suggereix que la concentra-
ció de C1&-RMP (entre 32 i 260/(M) en la cubeta de la reacció
erizimàtica es suficient per inhibir l'enzim.

IV-3 REACCIÓ ENTRE LA RNAasa A i EL C16-RMP EN
PRESÈNCIA D'AMP.

L'existència d'aquest sub-seti B3 R3 P2 -també permet
d'entendre millor perquè 1'AMP no logra inhibir me's que en un
507. la formació del Derivat II quan és afegit a la barreja de
reacció RNAasa A - C16-RMP. El nuclebtid natural desplaçaria
al C16-RMP del centre principal (B2 R2 PI)/ doncs presenta una
constant d'associació més elevada (unes 4 vegades me's gran) i
es troba en una concentració 7 vegades me?s gran en la reacció.
El nucleòtid marcador encara pot interaccionar en el sub-seti
secundari/ el B3 R3 P2/ on/ a més a més/ es troba amb un nu-
cleòfil (la Lys-1) amb el qual pot reaccionar. L'AMP també pot
interaccioner en aquest sub-seti/ però sembla presentar/ en
principi/ una menor afinitat per ell (el 5'-AMP presenta un
lloc fort d'interacció amb la RNAasa A i de tres -NOGUÉS,
1982- a quatre - SOLA/ 1981- de febles). Per aquest motiu
ambdós nuclebtids/ l'halogenat i el natural/ competeixen per
B3 R3 P2/ la qual cosa determina que el Cló-RMP pugui interac-
cionar en aquest sub-seti i vagi reaccionant amb 1'c< -NH2 de
la Lys-1; restant el B3 R3 P2 ocupat. A la fi de les 48 hores
d'incubació el marcador logra reaccionar aproximadament en un
507. del que hauria reaccionat en absència d'AMP.
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IV-4 COMPARACIÓ ENTRE ELS DERIVATS F i II.

INFLUENCIA DEL GRUP FOSFAT EN LES
CARACTERÍSTIQUES CINÈTIQUES.

Rl Dtírivat F c's el que resulta (Je la reacció de 6-Clo-
ropurina ribosid pmb 1'0¿ —NHL' de 1? RNAor-a A, essent/ pev
tant/ idèntic al derivat II sense fosFat; la comparació de les
característiques cinètiques d'amb d o's derivats ens permet estu-
diar el paper jugat pel grup fosfat.

D'acord amb les dades de la TAULA 23/ -Front de 2'/3'
Cp/ el Derivat II presenta una Km pràcticament igual/ i una
Kcat quelcom inferior al Derivat F. Aquestes dades indiquen
que ambdós derivats presenten una afinitat bastant semblant
pel substrat de baix pes molecular/ mentre que l'eficiència
catalítica decreix un 30X quan esta present el grup fosfat.
Així doncs/ en front del substrat de baix pes molecular/ la
presència del grup fosfat no provoca unes grans variacions de
les característiques cinètiques/ la qual cosa no és d'estra-
nyar/ doncs el grup fosfat/ en el cas del Derivat II/ roman
bastant allunyat d^el centre catalític de l'enzim (TAULA 25;
entre uns 6 i 10 A)

Front d'RNA/ les variacions observades son molt acusa-
des. Per al Derivat F s'observa una activació/ mentre que per
al Derivat II s'observa una forta inhibició (d'un 75"/.). Aques-
ta inhibició/ que nomé"s pot e'sser deguda a la presència del
grup fosfat/ solament pot explicar-se per una repulsió de car-
regues entre la negativa del fosfat marcador i les dels grups
fosfat de 1'RNA/ i per impediment estèric en P2.

Donat que el grup fosfat del Derivat II/ que roman
allunyat del centre catalític/ es capaç d'inhibir fortament
la hidròlisi de 1'RNA/ aquest fet ve a recolzar l'existència i
el paper jugat per d'altres sub-setis fixadors de nucle'btids
en l'enzim. Les característiques dels Derivats F i II venen a
recolzar l'existència d'un seti fixador de nuclebtids en l'ex-
trem N-terminal de l'enzim (B3 R3 P2).
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i
IV-5 REACCIÓ ENTRE LA RNAasa A i EL C16-RMP A pH 7,4

L'especi fici tat de la reacció de marcatge/ RNAasa A -
C16-RMP ? pH 7,4, ho estat posada eii e v i d e n c i a tant
per los dades pxposades a la tnlroduccio COIT, per les
ctíidf-1., de Ifi r e a c c i ó en pies encía d'AMP i de la reacció
a pH's m¿s bàsics. Però/ recordant el Fet de que,. a
mé;> del Deriva t II/ e?- fc.vme?i ü'altves derivats mono-
substituits minoritaris ("X's"; W, V, VI, Figura 20)
hom PÍ» pregunta:

amb quin grup nucleofil de l'enzim ha reaccionat el
marcador en aquests altres derivats?

han tingut lloc aquests marcats en d'altres sub-se-
tis fixadors de nucleotids?

son aquests derivats monosub st i tu'í ts minoritaris
reflex d'altres marcatges per afinitat; menys afa-
vorits pel fet de que el marcador no pugui encarar-
se correctament amb un grup nucleofil adequat; o se
situï lluny d'ell?

Els grups nuclebfils de l'enzim que poden ésser candi-
dats per a reaccionar amb el marcador van ésser estudiats per
PARÉS (1977). En aquest estudi restava clar que; en les condi-
cions de reacció (pH 7;4) els únics candidats eren els grups
irnidazol de les histiclines i 1 'c< -IMH2 i £ -NH2 de les lisines.

Els estudis dels derivats monosubstituïts; majoritari
i minoritaris; per espectrofotometria directa i per diferencia
d'espectre; indiquen que tots els derivats obtinguts son deri-
vats per reacci<í del marcador en una lisina. La RNAasa A mos-
tra en la seva seqüència un (X -NH2 de la Lys-1 i 10 £ -NH2 de
10 lisines; la Lys-1; 7, 31, 37, 41, 61; 66; 91, 98 i 104.

L'(X-NH2 de la Lys-1 es el grup marcat en el cas dels
Derivats II i F.
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L '£ -NH2 de- la Lys-
1'aminoàcid terminal; no
merc ad or en cap dels casos
d iats.

1, pels estudis de determinació de
sembla que hagi reaccionat amb el

dels derivats monosubstitu'its estu-

nat
L'£-NFi? de la Lys-41 tampoc sembla que hagi reaccio--

donant lloc a un derivat monosubsti tu'it, doncs cap dels
d e v i v a t v. perd t o t a 1 m e n t
41 podria e'sser marcada
t i tult s.

l'activitat front de 2',3' Cp. La Lys-
en alguns dels derivats b i(mul t i)subs -

D'acord amb les dades de la bibliografia i de l'es-
tructura tridimensional/ 1'6 -NH2 de la Lys-66 formaria part
d'un sub-seti fixador de fosfat (IWAHASHI et al., 1981), pel
que aquest £~NH2 seria un possible grup marcat en el cas dels
altres derivats monosubstitu'its obtinguts.

D'acord també' amb les dades de la bibliografia, un al-
tre candidat es 1'Ç-NH2 de la Lys-7.

Queden
reaccionar amb
104. Cada grup

també' com a possibles £ -NH2 susceptibles de
el marcador els de les Lys-31, 37, 61, 91, 98 i
marcat donaria lloc a un derivat diferent. S'ha

de tenir també' en compte que quan s'utilitza C16-RMP com a nu-
cleòtid clorat^ marcador, aquest pot perdre el grup fosfat du—
T%ant el proce's de purificació', obtenint-se doncs derivats di-
ferenciables cromatqgràficament, però marcats en el mateix
grup proteic (PARES, 1977). Aquest podria ésser el cas dels
Derivats V i VI (de la Figura 20), doncs aquests
elueixen, en la cromatografía de bescanvi catiònic, a
pa iònica superior a la del Derivat II i just abans
RNAasa A, que en les condicions cromatogràfiques és
cula elu'ida més tard, ja que es la que poseeix una
positiva més elevada. Donat que el Derivat II e's la molècula
d'enzim amb l'o¿--NH2 modificat, i que aquest grup e's el de
menor pK (d'entre els NH2 de la RNAasa A), la desaparició' d'a-
questa càrrega positiva es la que disminueix en menor quanti-
tat la càrrega positiva total de la molècula. Es per aquest
fet que el Derivat II e's, d'entre la sèrie de derivats mono-
substitu'its possibles, el que serà elu'it a me's alta forca
iònica. Aquest supost va fer pensar que, tant el Derivat V com
el VI, eren derivats monosubstitu'its que havien perdut el grup
fosfat i podrien ésser derivats per reacció' en els mateixos
grups £-NK2 que algun dels derivats "X", el Derivat II i

derivats
una for-
que la

la mole-
càrrega
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bdhuc el IV. Aquesta suposició vindria recolzada pel fet que/
en la reacció RNAasa A-6 Cloropurina rabosa (Figura 27); el
Derivat F (per marcatge en l'<X~NH? de le Lys-1/ o sia/ el
Derivat II sense fosfat) es l'eluit a me's alta forta iònica
d'entre tots els derivats obtinguts. Aquest' Derivat F es eluTt
ju-:>t abans que l'enzim que roman sense reaccionar/ indicant el
fet fíbíivis esmentat de que al modificar 1 ' °̂ -NHí:' de la Lys-1,.
la càrrega positiva total de l'enzim es la m é's elevada d'entre
els derivats monosub st i tu i ts obtinguts.

Les^característiques cinètiques del Derivat F compa-
rades amb le<T"del Derivat II (TAULA 23) van posar en evidència
que el responsable de la disminució de l'eficiència catalíti-
ca/ en el cas del Derivat II era el grup fosfat. Suposant que
en el cas dels Derivats V i VI aquests fossin derivats que ha-
guesin perdut el grup fosfat/ caldria esperar que presentessin
una activitat/ si no més elevada front del 2'/3' Cp que l'en-
zim natiu/ si més elevada que els altres derivats monosubsti-
tuits. En la TAULA 9 s'observa que presenten una activitat del
1007. i 977. respectivament/ el que indica que el marcador roman
suficientment "allunyat" com per no impedir la hidròlisi del
substrat de baix pes molecular amb una eficiència igual a la
de l'enzim natural. Per contra/ front d 'RNA/ aquests derivats
mostren una molt baixa «activitat (15V. i 137.) la qual cosa sem-
bla indicar que el marcador interfereix la interacció enzim—
substrat d'alt pes molecular/ però en menor grau que la resta
de derivats (exceptuant el II) ja que tots presenten una acti-
vitat encara més baixa front de 1'RNA.

Resten doncs 5 derivats monosubstituits/ els 4 "X" i
el W/ i B grups £ -NH2: els de les Lys-7/ 31/ 37/ 61/ 66/ 91,
98 i 104.

Cal assenyalar en aquest punt que els 5 derivats monc-
substituïts esmentats mostren una activitat front de 2'/3' Cp
bastant inferior a la de l'enzim natural i a la del Derivat
II/ i similar entre si (TAULA 9). Tots ells presenten una ac-
tivitat molt baixa front d'RNA/ i també inferior a la del De-
rivat II. Aquestes dades vindrien a indicar que en tots els
casos el marcatge ha tingut lloc en un £; -NH2 d'una lisina
que fa que el marcador se situï quelcom més a prop del seti
cetalític de l'enzim/ exercint un impediment mes elevat a la
hidròlisi del 2'/3' Cp i de 1'RNA.
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Tal com Ja s'ha esmentat; el marcador (C16-RMP) pre-
senta una distància entre l'àtom de fòsfor i el C(6) de la
base purínica d'uns 10/5 A (apartat 1-3). Però la molècula en
solució' pot adoptar estructures espacials diferents a la de la
forma cristal·lina i la distància entre el grup -fosfat i el
C(6) pot ésser inferior a 1Q/5 A (com així es comprova en me-
dir la distància entre el C(6) de 1 'adenina i l'oxigen 03'U
del dinucleòsid monofosfat en solució' UpA/ que resulta ésser/
per cristal.lografia de raigs X, d'uns B À (SUSSHAN & BEEMAN/
1972)).

Davant d'aquestes dades es van determinar les distàn-
cies al seti catalític de l'enzim dels diferents £ -NH2/ per
tal de comprovar si les dades obtingudes estarien d'acord amb
les dades tridimensionals. El seti catalític de l'enzim es va
dividir en dues zones:

1- punt mig entre els imidazols de les His-12 i 119.

2- l'£-NH2 de la Lys-41.

Per aquest fet es va dur a terme l'elaboració de la
gràfica tridimensional de la RNAasa A (Figura 6 i 43).

En observar l'estructura tridimensional de la molècula
de RNAasa A s'observa que 1' £.~NH2 de la Lys-61 està situat en
una posició' completament contrària a l'escletxa de la molècula
que inclou el centre actiu. Així doncs/ en principi caldria
descartar aquest grup com un possible lloc de marcatge/ donat
que tots els derivats obtinguts presenten una activitat infe-
rior a la de l'enzim natiu/ i per tant el marcador ha d'estar
situat en una zona pròxima al seti catalític.

Els 6.-NH2 de les Lys-91 i 98 resten massa ^allunyats
del seti catalític/ en una zona externa/ per llongac ió' de l'es-
cletxa que inclou el centre actiu per l'extrem delimitat per
les Lys-66 (PO)/ Val-124 i Lys-104. No sembla procedent medir
la distància en línia recta entre aquests 6.-NH2 i 1 ' £ -NH2 de
la Lys-41/ doncs la mateixa molècula de RNAasa A ofereix un
impediment estèric a 1'accesibi 1itat del marcador (zona dels
aminoàcids 85-86-87-88). De tota manera/ encara que molt allu-
nyats/ i en principi "externs"/ aquests dos <5 -NH2 no poden
é"sser rebutjats completament (particularment el de la Lys-98)/
tal com es veurà posteriorment.
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En ur¡ caí, timilcir e s troben els C- -NH2 de les Lys~31 i
371 essent externes, la 31 es troba bastant allunyada de la
vall qut1 inclou el centre actiu. La 37 estaria situada just en
1'extrem contrari al que determina la Lys-'ió i 104. i la
Vc>.l-lP4, delimitant pc?r 1'altra costat la vell qup inclou el
centre actiu, pel que aquesta usina tampoc pot e'sser rebutja-
da.

Les> distàncies de coda £ -NH2 ül seti catali'tic venpn
indicades en la TAULA següent (TAULA 24).

TAUL A 24

DISTÀNCIES DELS NH2 DE LES LI5INES
AL CENTRE CATALÍTIC DE LA RNAasa A

DISTÀNCIA AL PUNT DISTÀNCIA A L'£-NH2
-NH2 MIG HIS-12 i 119 DE LA LYS-41

L.ys-1 ( o¿ -NH2)

Lys-1 ( £ -NH2)

L.ys-7 «

Lys-37

Lys-66

Lys-104 -

L y s-41

IB,

13,

B,

16,

12,

18,

7,

5

4

7

7

3

0

0

À
o
A

o
A
o
A
o
A
o
A

A

16,4

12/8

6,0

11/2

16,0

22, 5

-

*A
e
A
O

A
a
A

e
A
o
A

Mides efectuades emprant les coordenades de la RNAasa
A <CARLISLE, 1974) obtingudes a partir dels plànols de densi-
tat electrònica de la cristal, ¿ografia de raigs X de la mol"b-
cula amb una resolució' de 2,5 A. Cal assenyalar que la confor-
mació de la molècula en solució' pot variar de la de la molècu-
la en forma cristal·lina, particularment pel que respecta a
grups me's externs, com serien 1 'oi. i £-NH2 de la Lys-l, 1'£-NH2
de les Lys-37, 66 i 104.
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Les distàncies et senyalades en la lAULA ?4/ poden va-
riar/ tal com s'indica en el peu de la taula/ i tambe poden
varisT degut a la i n t e r a c c i ó enz 3 m- substrat.

S'estima doncs que el marcador (C16-RMP) es d'un ta-
nicMiH entve B j 10/5 A/ ¡ com hipott-si e-1 considere fiï unii pel
C(6) de la purina a l'<X-NH2 de la Lys-1 i a l'è. -NH¿ de les
lisines 7, 37, 66 i IÓ'5. Si es resten B e 10 A & les distan-
cies de la TAULA 24, ens dóna la distància a la que podria si-
tuar- se el grup fosfat do'j centre catalític de l'enzim, en cas
de que s'hagi produït la reacció en alguns d'aquests NH2.
Aquestes distancies venen expresárteos en la TAULA 25.

TAULA 25.-

POSSIBLES DISTANCIES MÍNIMES ENTRE EL FOSFAT DEL GRUP MARCADOR
UNIT A L'C< i £-NH2 DE LA LYB-1 i A L' € -NH2 DE LES LISINES 7,
37, 66 i 104 i EL SET! CATALÍTIC DE L'ENZIM

GRUP SETI CATALÍTIC

PUNT MIG His-12,His-119 £ -NH2 Lys-41

-NH2
Lys-1

è -NH2

Lys-7 £ -NH2

Lys-37 £ -NH2

Lys-66 è. -NH2

Ly s-104 £-NH2

entre 8 i 10/5 A

entre 3 i 5>5 A

O À

entre 6 i 8,5 A
e

enbre 2 i 4;5 A

entre 7/5 i 10 A

entre 6 i 8/5 A

entre 2 i 5 A
o

O A

entre 0/5 i 3 A

entre 5/ 5 i 8 A

entre 12 i 14/ 5 A
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Les dades de la TAULA í?í) indiquen:

a) Que el fosfat del marcador unit a 1'o¿ -NH2 de la
Lys~l (Derivat II i Derivat F) roman bastant allu-
nyat del seti catalític (a una distància que permet
iutr-oduir-h i encara un altre nucleòtid purfnic).
Aquesta distància està d'acord amb l'esmentat al
principi d'aquest apartat així com amb les dfdes
exposades. Cal observar que; estant a uns 8--10 A de
distancií^ el grup fosfat del Derivat II encara
exerceix una influència en l'activitat; doncs; en-
cars que presenta la mateixa afinitat pel substrat
rle baix pes molecular, la seva eficiència catalíti-
ca es menor.

b) L' £,-NH2 de la Lys-1 queda; en principi; descartat
pel que respecta als Derivats F'/ Et X3> X4 i VI/
doncs la determinació' del seu N-terminal indica que
cap NH2 de la Lys-1 havia estat modificat. Aquests
NH2 de la Lus-1 quedarien com a candidats per als
Derivats XI; X2> IV i V; donat que no s'ha determi-
nat el seu N-terminal. En aquests casos el grug
fosfat se situaria; com a mínim; entre 2 i 5;5 A
del seti actiu; distància mes petita que pel cas
del marcat en l'oC-NH2; que podria explicar la me-
nor activitat front del 2';3' Cp (TAULA 9) (excep-
tuant el V).

c) En estar el marcador unit a 1'£.-NH2 de la Lys-7 el
seu grup fosfat estaria situat a sobre del seti
catalític de l'enzim; encara que el seti fixador de
pirimidines (Bl Rl PD pugui quedar lliure per a
que pugui interaccioner el 2'>3' Cp; podent conser-
var el derivat en qüestió una certa activitat front
d'aquest substrat.

d) Si el marcador s'ha unit a 1'£-NH2 de la Lys-66,
la distància mínima està entre 1 i 3 A.

e) I sics'ha unit en l'£-NH2 de la Lys-104 entre 5,5
i 8 A.
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En ambdós casos el grup fosfat podria situar-se mes
a prop que en cas del Derivat II, i determinar tam-
bé' una disminució més elevada d'activitat front del
2',3' CP.

Fni. podem preguntar si els derivats obtinguts; altres
que el Derivat II, son resultat d'un marcatge per afinitat en
un suh-seti diferent del B3 R3 P2. Per respondre e aquesta
qüestió es pot tenir en compte, en primer lloc, les dades
d'activitat de cada derivat front de 1'RNA (TAULA 9): —K—-

Aquestes dades indiquen que:

1) En el cas del Derivat II; restant molt elevada
l'activitat front del 2',3' CP, front de 1'RNA dis-
minueix en gran mida. Aquest fet indica que en res-
tar ocupat el B3 R3 P2 pel marcador, aquest exer-
ceix un impediment (tant estèric com per repulsió
de càrregues) a la interacció enzim-RNA, el que es-
tà d'acord amb les idees i resultats exposats, tant
en l'apartat I com en el IV, de que l'enzim presen-
ta me's d'un sub-seti d'interacció amb el substrat
d'alt pes molecular.

En el ces dels altres derivats monosubsti tu'its
minoritaris, i exceptuant els Derivats V i VI per
raons ja esmentades, tots presenten una activitat
front d'RNA menor que el Derivat II, i donat que en
principi/ en no ésser derivats per reacció' amb
1 ' et.-NHa de la Lys-1, no sembla que en aquests de-
rivats resti ocupat el sub-seti B3 R3 P2. Un dels
possibles podria ésser un sub-seti proper al PO
(Lys-66) postulat pel grup de IRIE (SAWADA & IRIE,
1969).
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IV-5. i I_N!E.tsn DJ _ _ L Ü C A L : n Z A C I p _ P_LALTRE_S J1GSSIBLF?
SUB;:/3L-TÍ3 ~"

Peí ivaciai c'{' localitzar aciue>f. t s> altres potsib 1 e*
sub-s*?*;] s s'ha PÜ^IC lutint un pentanucleutid model (ApApApCpAp)
eii l'escletxa que formí* ti centre ectiu d r l'rnjun, emPíant !<'•
gráfica tridimensional de la RNAasa A,, portada a terme d'acotd
amb 1'rtmmlflt en 1 'apartat II-.R (Fi sui a 43>.

S'ha escollit un pentanucleòtid en base sf en primar
lloc/ le?, dades de 1'interacció del pirofosfat amb ]a RNAaea A
(RIDNLINGTON & WOMACK/ 1969) que assenyalavan un seti de forta
interacció i dos a tres de febles. Les dades d'interacció de
la RNAasa A amb el 5'~AMP (SOLA, 1981) que indiquen un seti de
fixació primari i quatre de febles. En segon lloc, cal esmen-
tar les dades de l'interacció de l'enzim amb el DNA que indi-
caven que la RNAasa A interaccions amb cinc a sis nucleotids
del DNA. En tercer lloc s'han posicionat diversos oíigonucleo—
tids en la valí del centre actiu de 1'enzim, emprant les re-
presentacions tridimensionals obtingudes per computadora/ i
s'ha observat que el millor model a emprar era un pentanucleo-
tid, la qual cosa està d'acord amb les dades esmentades abans.

En observar la gràfica tridimensional (a) de la Figura
43 (i les fotos de la mateixa figura) hom pot observar quins
residus de l'enzim queden a prop de cada grup del pentanucle"b-
tid model. Anant en la direcció 3' —> 5':

- El primer fosfat resta a prop de la L.ys-104, que po-
dria jugar el paper d'un residu que formes part d'un
seti fixador de fosfat, que caldria anomenar PI'.
Aquest possible paper jugat per la Lys-104, com a
constituent d'un sub-seti fixador de fosfat, estaria
d'acord amb el possible paper jugat per els aminoà-
cids bàsics en la interacció enzim-substrat, indicat
per COOKE et al. U963), HUMMEL & KALNITSKY (1964),
LIBONATI (1965) i BROWN & BRADBURY (1976).
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FIGURA 43

a) Representació de la cadena principal de la RNAasa A en la
que es; sobre imposen 39 cadenes laterals (lní> que resten mes
a prop del pen tanuc lc-o t i d model que es fa inte race ionar amb
l'enyim - ApApApCpAp). Aqueste cadenes laterals son las
dels aminoàcids: Lys-1/ Glu-2/ Tlir-3, Ala-4, Lys-7^ Phe-8;
ATg-lü, Gln-11, Hislé^ Lys-3!; Asn-3^1/ L.eu-35, Thr-36,
Lys-37/ Asp-38; Arg -3'?, Lys-41, Fro-42, Val -43, Asn-44,
lhr-45, Val-47, Cys-65, Lys66, Asn-¿.7/ Gln-é.9, Asn-71;

Cys-72, Ile-81, Arg-85, Lys-Í04, Val-108, Ala-109, Glu-111,
Val-118, His-119, Phe-120, Asp-l?1, Ala-122, Ser-123,
Val-124.





FIGURA 43

b) I, II, lili IV, V: seqüència de fotografies del model de la
RNAata S, en la que es> n i o s í i e In f i x a c i ó d ''un pentanuc 1 eo-
tid model en la molécula d'erizim. L'estructura del penta-

d model es mostra en la fotografié VI.

VII, VIII, IX : detalls de la interacció del pentanuc leutid
fiiüde:-]. amt) 1« RNAíist* S. VII: zona de le Lys-37 i Lys;~7

VIII: zuna de la Lys-7, -NH2 de
lea Lyft-1, L.ys-41 i L.ys-66.

IX: zona de la Lys-66 i Lys-104.



1 Lys—37

2Lys-7



\
1*<-NH2 LyS-1 ; 2 LyS-41;3HiS-119; 4 GIU-111

5Gln—69 i

lLys-4i; 2 Lys —66 ; 3Lys—104



C DtSCUSSTO FINAL 3

La primera ribosa resta a prop de la Val-124 i
Arg-85. Un possible paper jugat per 1'Arg-85 ja va
ésser indicat per PATíHY b SMIfH (1975)(apartat 1-2.
4. b.2).

Ls ptimeiéi edfnina pot restar a prop d'Arg-85, però
molt exposada al dissolvent (externa a l'escletxa
que inclou el centre actiu).

El segon fosfat se situa junt a la Lys-66, residu ja
postulat pels treballs d'IRIE (SAMADA S< IRIE, 1969)
i de WALTER & WOI.D (1976); i constituent del subseti
fixador de fosfat anomenat PO, restant a prop 1'Ala-
122 i Pro-42.

La base pirimidínica, la citosina, se situa en el
seti fixador de pirimidines Bl, ben definit pels
treballs de RICHARDS & WYCKOFF resumits en el tre-
ball publicat en 1971, i pel treball de CARLSQN
(1976), així com per WDDAK (1977). En ells hom cita
com a residus que formarien aquest seti: la Phe-120,
la Sei—123, l'enllaç; peptídic entre 1'Asn44 i la
Thr-45. Cal afegir que resten a prop la Val-47 i la
Ile-Bl.

La segona ribosa resta a prop de la His-12, Lys-41,
Val-43, Asn-44 i de l'enllà*: peptídic entre els
residus Phe-120 i Asp-121.

- El fosfat número 3, entre la base pirimidínica i la
segona base purínica/ es el que se situaria en el
seti principal fixador de fosfat, del seti catalític
de l'enzim, anomenat PI. Aquest seti també' està ben
definit i formarien part d'ell la Lys-41, la His-12
i 119, l'enllaç peptídic entre la His-119 i la Phe-
120 i resta a prop la Gln-11.
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Le tercero ribosa resta a prop de 1 'Ala-4, Phe-8,
Val-118 i l'enllaç pepti'dic entre la Val-118 i la
H i s- 119.

Ls tercera base purínice se situa en el sub-seti
fixador de purines anomenat B2 R2, també' forca ben

i format per:

LÉ' G]n-69 que se situa junt a 1 'NU? en posició C<6)
de l'anell de l'adenina. El C(l) junt a la Asn-71.
L'N(7) junt a 1 'Asn-67 i Asp-121, restant a prop el
Glu-111, Val-108, Val-118 i el pont di-sulfur 65-72.

El quart fosfat se situa junt a la Lys-7, que forma-
ria part del sub-seti fixador de fosfat postulat pel
grup del Dr. CUCHILLO (PARES, 1980 b). Resten a prop
Glu-2, Thr-3 i 1 'Ala-4. Aquest possible paper jugat
per la Lys-7 ve recolzat per diverses dades indica-
des en la bibliografia. Com a més importants cal
recordar els treballs de: CODKE et al. (1963), HIRS
et al (1965)/ KARTHA et al. (1967), ROCCHI et al.
(1969), MARCHIORI et al. (1974), RIQUELME et al.
(1975) i WALTER & WQLD ( 1976) . (apar tat 1-2.4. b. 2).

La quarta ribosa resta a prop de la Lys-7, Arg-10,
Gln-11 i Leu-35. Un possible paper de 1 'Arg-10 ha
estat suggerit pels treballs de PATfHY S< SMITH
(1975) (apartat 1-2. 4. b. 2) i postulat per ARU3
( 1981).

L'NH2 en posició' C(6) de la quarta adenina esta
junt a 1 '°¿ -NH2 de la Lys-1 i la resta de la base
resta a prop de Glu-2, Thr-3, Arg-10, Asn-34, Arg-39
i Asp-38. Aquesta base purínica encaixa en l'esclet-
xa de la molècula enzimàtica formada per l'extrem
N-terminal (residus Lys-1, Glu-2, Thr-3, Ala-4,
Lys-7, Phe-8, Arg-10, Gln-11, Leu-35, Asp-38 i
Arg-39). El possible paper jugat per la Lys-1 ja va
ésser assenyalat pels treballs de EAKER et al.
(1965), RIQUELME et al. (,1975) i pels treballs del
grup del Dr. CUCHILLO (PARÉS, 1977; PARÉS et al.,
1980 ai ARÚS, 1981; ARÚS et al., 1981).
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El fosfat numero 5 se situa junt a la Lys-37, que
podria ésser un residu constitutiu d'un sub-seti
secundari fixadc-r de fosfat que podríem anomenar el
P3. Aquest possible important paper Jugat per la
1. ys-37 Ja va ésser assenyalat pels estudis de CODKE
et a 1. (1963).

Ls cinquena riboss se situaria a prop de 1'Asn-34 i
ASP-38.

La cinquena i última base purínica podria situar-se
a prop de la Tyr-92 (restant també' molt exposada al
d issoi ven t).

L'últim nucleòtid encaixaria en una escletxa que
delimita la part oposada al PO de la vall que inclou el centre
actiu. Aquesta escletxa estaria formada pels següents residus:
Arg-10, Lys-31, Asn-34, Leu-35, Thr-36, Lys-37/ Asp-38 i
Arg-39.

Al principi d'aquest mateix apartat es resumien una
sèrie de dades aportades per la bibliografia que també' esta-
rien d'acord amb l'existència de varis sub-setis.

D'entre les dades exposades cal resaltar:

les dades cinètiques d'en NELSON S< HUMMEL (1961) que
els hi va permetre de postular l'existència de més
setis d'interacció de l'enzim amb 1'RNA que amb el
2',3' CP. Els resultats d'en MYER & SCHELLMAN (1962)
i d'en IR1E (1965), arnpliats en treballs posteriors.

Resulta especialmente important el treball de RID-
LINGTON & BUTLER (1969) (Figura 41), doncs troben un
seti principal d'interacció del pirofosfat amb la
RNAasa i de 3 a 4 de febles, que concorda amb el nú-
mero de sub-setis fixadors de fosfat postulats (PI'/
PO, PI, P2 i P3).
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En els estudis portats f terme afr.l> DNA (àpat tat
IV-1):

3 es dades obtingudes per FELSENFELD ti el. i 1963)/
SEKÏNE et al. (1969), WALZ (1971), JENSEN Sí VON HIP-
PLL (1976) i L ACOMBE: et &1. (1974 a i b) venen a in-
dicar que la RNA-.3sa A interacciona amb el DNA d'una
manera similar que amb ] 'RNA/ i aquesta i nterac c icf
inclou entre 4 i 5/5 deoxiribonucleotids. Aquestes
dades estén completament d'acord enib el nombre de
nucleòtids que poden inttíraccionar a n b l'enzim se-
gons les dades estructurals.

En aquest punt es interesant observar que el perita—
nuclebtid model en interaccionar amb l'enzim/ adopta
una disposició espacial/ especialment pel que res-
pecte a la disposició dels grups fosfat i de les ri-
boses, molt similar a la corba que descriuen 5 grups
fosfat i riboses quan estan estructurades en forma
de doble hèlix en el DNA. En el model B-DNA de doble
hèlix proposat per WATBON & CRICK (1953), i emprant
les coordenades donades per ARNQTT & HUKINS (1972);
la distància entre un grup fosfat i el següent de la
mateixa cadena es de 7/3 A. 5 grups fosfat de la do-
ble hèlix descriuen una corba de 150*. Entre el pri-
mer fosfat i el cinquè del pentanucleòtid model i
han 25 A de distància. Entre,1 '£-NH2 de la Lys-37 i
el de la Lys-104 hi ha 28 A en el model Labquip de
la RNAasa-S. Emprant les coordenades de la RNAasa A
d'en CARLISLE/ entre 1'£-NH2 de la Lys-37 i el de la
104 i han 33 A. Però les dues/ i sobretot la 104,
estan exposades al solvent.

Aquest fet indicaria que la RNAasa A pot adaptar-se
a una cadena de la doble hèlix i provocar la deses-
tabilització del DNA esmentada (apartat IV-1).

Donat que els grups fosfat del pentanucleòtid resten
a prop de 52-NH2 (Lys-37/ 7/ 41, 66 i 104) es va
procedir a medir la distància entre cadascun d'a —
quests£-NH2. Aquestes distancies/ en A/ son les se-
güents:

162



C DISCUSSIÓ FINAL 3

L H s.- 37 .Lys-104

8,. 5 A ó A 3 A 8 A

Els £-NH2 de les Lys-37, 66 i
vent. Aquest fet implica que/
ratbmiques poden variar.

104 estan molt exposades al sol-
en solució'/ les distàncies inte-

La distància entre
t id model és d'uns
hi ha entre cada
DNA).

cada.grup fosfat del pentanucleò—
7,6 A (la mateixa distància que
grup fosfat de la doble hèlix del

- La importància de l'extrem N-terminal de la molècula
d'enzim va ésser demostrada pels estudis de MERRI—
FIEL.D & HODGES (1974) i LEVIT & BERGER (1976), en
els estudis amb DNA (apartat IV-1)/ i també en els
estudis per RMN dels S-pèptid II i F (apartat III-8.
l.c) en els que s'indicava que el marcador restava a
prop del Glu-2, Thr-3 i Phe-B.

%

- Cal recordar la sèrie de dades aportades per SOLA
(1981), GUASCH (1982) i NOGUÉS (1982) en les que
s'indicava que l'enzim presenta, a més d'un sub-seti
principal fixador de purines, entre 3 i 4 més de
febles (dades que estan també d'acord amb la postu-
lació de 2 sub-setis addicionals), aquí postulats
(el PI' i P3) i les dades d'ARÚS et al.(1981 b i
1982) que suggereix un possible paper de la Lys-7 i
la Arg-10 en el P2.
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Finalment/ cel fer esment del recent treball de
MATTHEW & RICHARDS (1982). En ell apliquen a la
RNAasa A i S el model/ per efectes electrostètics/
de càrrega discreta d'accesibi 1 i tat del dissolvent
de TANFORD £< KIRWOOl) (1957), modificat.

Determinen setis específics d'interacció d'a-
nions/ en la superficie proteica accesible al dis-
solvent/ per la localització' de zones d'alt poten-
cial electrostàtic positiu.

Emprant el càlcul de la distribució' de carrega
en la proteïna i la topografia coneguda de la super-
ficie de la proteïna/ desenvolupen un procediment
per a la identificació de setis específics d'inte-
racció" iònica en la superficie prote'ica/ basat en
criteris electrostatics. Utilitzant el sistema RNAa—
sa com exemple/ identifiquen particularment el cen-
tre catalític de la RNAasa com un seti general d'in-
teracció' aniònica. Això els hi permet evaluar el
tractament teòric en el context de les dades de la
bibliografia/ corresponents a les afinitats pels
protons de les histidines del centre catalític/ així
com pel que fa referència a les constants conegudes
d'associació' per a lligands aniònics.

Les representacions del potencial electrostàtic
en la superficie proteica/ a varies forces iòniques/
mostra 2 setis amb un potencial positiu excepcional/
a pH 6,0. El nombre de setis d'alt potencial/ acce-
ssibles al dissolvent/ s'incrementa fins/ al menys/
5/ a pH 4/0. Un dels 2 setis positius identificats a
pH 6/0 és el corresponent al centre catalític/ emen-
tre que el segon està/ aproximadament/ a uns 8 A/ en
línia recta/ en la mateixa zona proteica. Aquest fet
suggereix un paper en l'orientació' o ancoratge d'un
fragment d'RNA.

Identifiquen/ doncs/ a pH 4/0, 5 setis d'inte-
racció' aniònica en zones localitzades d'alt poten-
cial positiu/ externs a l'envoltant de Van der Waals
de la prote'ina. A continuació es donen les distàn-
cies entre cada seti i tres grups titrables de
l'estructura de la prote'ina:
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SET I GRUPS TITRABL.es

1 Lys-1 a 4 A; Lys-37 a 6 A; Tyr-92 a h, 6 A.

2 Lyt-7 s 4 A, Arg 10 o 5, 1 A; Lys-41 e 6,9 A.

3 His-ia a 5 À/ His-119 a 6,1 A; Lys-41 a 8,0 A.
O O D

4 Arg-Bb a 4 A; Lys-98 a 8, 1 A; Lys-66 a 10,8 A.

5 Lys-lO4-a 4,1 A; JHis-105 a 5,6 A; Val-124 (COOH
terminal) a 6,3 A.

Es pot observar que cadascun d'aquests setis inclou
els grups proteics constituents de setis fixadors de
fosfat ja esmentats. Així, el seti número 5 inclou
la Lys-104 (PI'), el 4 la Lys-66 (PO), el 3 la
Lys-41, His-12 i 119 (PI), el 2 la Lys-7 (P2) i I'l
la Lys-37 (P3).

La postulació dels sub-setis secundaris de fixació de
fosfat PI' i P3 (Lys-104 i Lys-37 respectivament) i els Ja
acceptats P2 i PO (Lys-7 i Lys-66) permet relacionar millor
cadascun dels derivats monosubstitu'its minoritaris (4 "X" i el
IV) que restaven per explicar, amb aquests residus: Lys-7, 37,
66 i 104, esmentats. També es podria incloure, donat que fal-
taria un cinquè £-NH2, a la Lys-98, doncs aquesta està situa-
da a continuació' de la Lys-104, i l'anell de la purina de la
primera adenina del pentanuclebtid model apunta vers la Lys-98
(Figura 43).
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Cal esmentar que/ e] fel de que ceds derivat monosubs-
titu'it poguí relacionar-se amb un residu de lisina/ no signi-
fica que aquest marcatge si9ui el reflex de l'interacció' del
grup fosfat del marcador amb el grup £ ~NH2 de la lisina que
posteriormtMit reaccionarà arriï) el marcador. De fet/ en interac-
c ionar el grup fosfat del marcador amb un grup £.-NH2 d'una li-
sina/ el grup- que reacciono, el C (6) de l'adenina/ resta si-
tuat a l'extrem oposat de la molècula de marcador (aproximada—

O «•*
ment a uns B A). El grup reactiu reaccionara/ aleshores/ arni)
un £-NH2 que resti a uns 8 A de 1 ' £.--NH2 per on s'ha fixat el
fosfat. Donat que cada grug £. -NHí? de l'escletxa del centre
actiu esta situat a uns 8 A de distància/ significa -<n*&r-en
interaccionar el grup fosfat en un £ -NM2/ el grup reactiu pot
reaccionar/ o be' amb el grup £~NH2 situat abans/ o s'rtljat des—"
pres/ en la seqüència de 5 grups £-NH2 assenyalats/ que inclou
l'escletxa del centre actiu. Així doncs/ el marcat d'un £ ~NH3
específic seria el reflex de l'interacció' del grup fosfat del
marcador amb un £.~NH2 d'una lisina adjacent.

Amb les dades de que es disposa resulta molt difícil/
sinó' impossible/ determinar si els possibles marcatges dels
subsetis fixadors de nucleòtids/ pròxims als sub-setis fixa-
dors de fosfat PI'/ PO i P3 só'n reflex d'un marcat per afini-
tat.

D'e'sser cert que l'enzim pot interacc ionar amb 5 nu-
cleòtids d'una molècula d'RNA/ hom pot suposar que alguns dels
sub-setis d'interacció' jugarien un paper me's important que
d'altres/ però la suma de tots ells determinaria un mecanisme
cooperatiu que provocaria una alta eficiència en la interac-
ció"/ if en definitiva/ una alta eficiència catalítica (cal
recordar aquí les dades de RUSHI7KY 1961/ citades a l'apartat
1-2.7). Aquesta hipòtesi de l'existència de varis sub-setis
d 'interacció" permet entendre millor el resultat de la reacció"
de marcatge en presència d'AMP (apuntat al principi d'aquest
apartat)/ doncs 1'AMP pot interaccionar principalment en el
subseti B2 R2 PI/ però més feblement a d'altres sub-setis. En
canvi el marcador/ el C16-RMP/ poguent també interaccionar en
els mateixos sub-setis/ es quan interacciona en B3 R3 P2 on es
troba amb un grup nuclebfil susceptible de reaccionar i donar
lloc a la formació' del Derivat II.
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Doii í i t que el marca t è z c o v a l e n t / la p r e s e n c i a del m a r c a d o r
i m p o s s i b i l i t a e l que 1 ' A M P p u g u i i n t e r a c c i o n a r en aques t sub-
s í » t i / i ; a m i d a que passa el t e m p s / més i m&"s m o l è c u l e s d ' e n -
zim t enen aques t s u b - s e t i o c u p a t (a me's d ' a l t r e s ) / e l que de -
ttíniuno que Is r e a c c i ó t i n g u i l l o c en me's d ' u n 50/1.

r

Es molt possible/ doncs/ que alguns dels derivats
ti'i 1 Ic'íts estiguin 'niorcats en lisines que formen part dels cen-
tres fixadors de fosfat/ encara poc coneguts/ com el PI'/ P3 y
també' el PO.

La determinació' del lloc de marcat d'aquests derivats
per tècniques de cromatografía li'quida d'alta presio' s'està
iniciant en el nostre laboratori. Les característiques cinèti-
ques dels derivats me's adecuats permetran clarificar l'impor-
tància relativa de cada centre de fosfat en le fixació' de
1 'RNA.
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1) Er. la reacció RNAasa A - C16-RMP e pH 7,4 s'obté
un derivat monosuhstitul t majoritari; anomenat
Derivat II> i una sèrie de derivats monosubsti-
tults minoritaris. Els quatre anomenats "X" son
un* derivats monosubstitultb per modificació d'un
grup £-NH2 d'una lisina que presenten una acti-
vitat d'un 50"A front del substrat d t bfsix pt-s mo-
lecular i entre un 3 i 67. front de 1'RNA. La ca-
racterització cinètica de?l Derivat X4 indica la
presència del grup marcador quelcom més a prop
del seti de- fixació Bl Rl PI. L'hidrolisi d'a-
quest Derivat X4 amb subtilisina demostra que/ en
aquest derivat/ el marcatge ha tingut lloc en un
£-NH2 d'una lisina de la S-prote"ína.

2) La reacció' RNAasa A - C16-RMP a pH 7,4 en presèn-
cia d'un lligand normal/ com 1'AMP/ posa en evi-
dència que s'estableix una competència entre el
nucleòtid halogenat i el natural/ i que/ per
tant/ el reactiu reacciona com un anàleg de subs-
trat. Ambdós nucleòtids competeixen per B3 R3 P2/
la qual cosa determina que el marcador pugui in-
teraccionar en aquest seti i vagi reaccionant
(en un 507. despre's de 48 hores) amb 1'«¿-NH2 de la
Lys-1.

3) La presencia de C16-RMP afecta l'activitat de
1'RNAasa A en solució'. Front de 2'/3' Cp l'enzim
s'activa/ mentre que front 1'RNA es produeix una
disminució' d'activitat. L'activació' esmentada
s'explicaria per una actuació' similar a 1'activa-
ció' produïda per l'adenina/ el seu nuclebsid i el
seu nuclebtid. La disminució' d'activitat front de
1'RNA seria deguda a l'interacció' del marcador
arrib mes d'un seti de fixació' de purines de l'en-
zim/ la qual cosa significaria un impediment es—
tèric/ i una repulsió de càrregues entre el fos-
fat del marcador i els grups fosfat de l'RNA.
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4) L'estudi de la reeccio de marcatge de 1'RNAasa A
amb C16-RMP a diferents pH's indica que, augmen-
tant el pH; no s'obté/ cap derivat majoritari di-
ferent al Derivat II, ans aquest derivat i quatre
derivats minoritaris que l'acompanyen (els anome-
nats "X"). Aquests fets confirmen 1'especi fici tat
de I Q reacció' a pH 7,4.

5) La reacció de 1'RNAasa A amb 6-Cloropurina ribo-
sa, a pH 7/4, dono lloc a una sèrie de derivats
monosubst itu'i ts. £1 derivat que elueix Just abans
que l'enzim que roman sense modificar/ anomenat
F/ e's un derivat per reacció' del nucleòsid halo-
genat amb l'oL -NH2 de la Lys lt o sia, el Derivat
II sense fosfat. La comparació de les caracterís-
tiques cinètiques d'ambdós derivats indica que el
grup fosfat es el responsable de les diferències
cinètiques observades entre el Derivat II i l'en-
zim natural, particularment pel que fa referència
a l'hidrolisi de 1'RNA.

6) Els treballs duts a terme aquests darrers temps
pel nostre grup, Junt amb les dades exposades en
aquest treball, han perme's de postular l'existèn-
cia d'un sub-seti secundari, fixador de fosfat,
anomenat P2, que formaria part d'un sub-seti fi —
xador de nucleotids purínics anomenat B3 R3 P2.

7) L'elaboració de les gràfiques tridimensionals de
la RNAasa A per computadora, Junt amb la resta de
resultats d'aquest treball i de les dades de la
bibliografia, han perme's la postulació' de dos
sub-setis fixadors de fosfat, anomenats PI' i P3,
dels que formarien part la Lys-104 i la Lys-37,
respectivament. La postulació' d'aquests sub-setis
addicionals permet, Junt amb els tres sub-setis
Ja establerts, PO, PI i P2, postular una teoria
general sobre l'interacció RNAasaA - RNA:
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"L'RNAosa A presentar i? un c en tve dt? fixatio per
1'RNA que consta de 5 regions positives. Els
gï-ups C~NHí? de lisines que pertanyen e aquestes
zones positives sJalineen seqüencialment a una
d i Blanc xa de 7/5 A. La distancia entre els grups
fosfat, correlatius de 1'RNA també' es d'uns 7 a 8
A.

L ' iiit erüc í. i o electrostática inespecífita entre 5
grups fosfat de 1'RNA i 5 regions positives de
l'enzim seria 3 'etapa primària de reconeixement
i determinaria el correcte aliniament de la mo-
lècula de substrat en el centre actiu, permetent
la formació' d'interaccions específiques i, fi-
nalment, l'hidrolisi de l'RNA".

171



C BIBLIOGRAFIA 3

— Et IBLIOGR/VF"!

172



C BIBLIOGRAFIA 3

ALLEWF1LL, N. (196B) . Dad e* del laboratori del Dr. F. RICHARDS
i Dr. H. WYCKOFF comunicats pel Dr. ALLEWELL en el Meeting of
the British Biophysical Society de desembre de 1968. Part d'a-
questa informació' està resumida pel Dr. L. N. JOHNSON a FEB3
Let. (1969) 2, 201.

ALLF.WELL, N. <1969). Ph.D. Dissertat i on. Yale University.

ALLEWELL; N.; MITSUI, Y.; WYCKOFF, H. W. (1973). J.B.C. 248,
5291.

ALM, P. H. (1952). Acta Chem. Scand. 6, 826.

ALTONA; C.; VAN BOOM, J. H.; DE JAGER, J. & KOENERS, H. J.
(1974). Nature 247, 558.

ANDERSON, D. G.; HAMMES, G. G.; WALZ, Jr. F. G. (1968). Bio-
chem. 7, 1637.

ANFINSEN, C. B.; SELA, M. S/. TRITCH, H. (1956). Arch. Biochem.
Biophy. 65, 156.

ANFINSEN, C. B.; SELA, M. & COQKE, ü. P. (1962). J.B.C. 237,
1825.

ARNDTT, S. & HUKINS, S. W. L. (1972). B.B.R.C. 47, 1504.

ARÚS, C. (1977). Tesina. Univ. Aut. Barcelona.

ARÓS, C.; PAOLILLO, L.; LLORENS, R.j NAPOLITANO, R.; PARÉS, X.
8< CUCHILLO, C. M. (1981). B. B. A. 660, 117.

ARÚS, C. (1981). Tesi Doctoral. Univ. Aut. Barcelona.

ARÚS; C.; PAOLILLO, L.; LLORENS, R.; NAPOLITANO, R.;CUCHILLO,
C. M. (1982). Biochem. 21,4290.

ATKINS, G. L. & NIMMO, J. A. (1975). Biochem. J. 149, 775.

BAKER, B. R.; LEE, W. W.; TONG, E.; ROOS, L. O. (1961).
J. A. C. S. 83, 3713.

BAKER, B. R. (1967). a "Design of active-site-directed irre-
versible enzyme inhibitors" J. Wileu. Cap. 8 pag. 122.

173



C BIBLIOGRAFIA 3

BARDÜN, A.; SIERAKDWSKA, H. & SHUGAR, D. (1976). B.B.A. 438,
461.

BARNARD, E. A. (1969). Ann. Rev. Biochem. 38, 677.

BAIT, C. W. & MOUCK, J. C. (1964). B. B. A. 89, 90.

BEJNTEMA, J. J. ; SCHEFTER, A. J. ; DI JK, H. V. ; WELLING, G. W.
& ZWIERS, H. (1973). Nat. Neu Biol. 241, 76.

BF.INTEMA, J. J.; GAABTRA, W.; SCHEFFER, A. J. &WFLLING, G. W.
(1976). Europ. J. Biochem. 63, 441.

BERNAN, E.; WALTERS, D. E. ?< ALLERHAND, A. (19B1). J. B. C. 256,
3853.

BF.RNFIELD, M. R. (1965) J. B. C. 240, 4753.

BENZ, F. W. & ROBERTS, G. C. K. (1973). a "Phisico Chemical
properties of nucleic àcids" J. Dolmesne Ed. Vol 3, Cap. 20,
pag. 77. Acadèmic Press.

BENZ, F. W. & ROBERTS, G. C. K. (1975). J. Mol. Biol. 91, 345.

BILLETER, M. A.; WEISSMAN, C. & WARNER, R. C. (1966) J. - Mol.
Biol. 17, 145.

BIRKELAND, A. J. & CHRISTENSEN, T. G. (1975). J. Carbohydr.
2, 83.

BLACKBURN, S. (1976). a "Enzyme structure and function" Ed. by
M. Dekker, N.Y. Vol. 3 de Enzymology. pag. 327.

BLACKBURN, G. M. (1977). Chem. Ind. 193.

BLACKBURN, P.; WILSON, G. & MOURE, S. (1977). J.B.C. 252,
5904, a) .

BLACKBURN, P. (1979). J.B.C. 254, 124B7. b) .

BLACKBURN, P. & GAVILANES, J. G. (1980). J.B.C. 255, 10959. c)

BLACKBURN, P. ?< GAVILANES, J. G. (1982). J. B. C. 257, 316. d).

BLOCH, F. (1946). Phys. Rev. 70, 460.

174



C BIBLIOGRAFIA D

BÜRKAKDTI, N.; MQSS, D. S. ?< PALMER, R. A. (1962). Acta Cryst.
B. 38, 2210.

BQVEY, F. A. (1969). s "Nuclear maçmetic resonance spectrosco-
py". Acadèmic Press. N.Y.

BRADBURY; J. H.; HOMELL, J. R.; JOHNSON, R. N. & WARRFN, B.
(1978). Europ. J. Biochem. 84, 503.

BRAYER, C. D. £< Me PHERSON, A. (1982). J. B. C. 257, 3359.

BROCKLEHURST, K; CRQQK, M. &WHARTON, W. (1963). J.B.C. 338,
2O54.

BROW, L. R. & BRADBURY, J. H. (1975). Europ. J. Biochem. 54,
219.

BROW, L. R. & BRADBURY, J. H. (1976). Europ. J. Biochem. 68,
227.

BROWN, D. M. fe TODD, A. R. (1953). J. Chem. Soc. 2040.

BURR, M. ?x KOSHLAND, D. E. (1964). Proc. Nati. Acad. Sci.
U.S. A. 52, 1017.

CAMPBELL, I. D.; DOBSON, C. M.; WILLIAMS, R. J. P. & XAVIER,
A. V. (1973). J. Magn. Reson. 11, 172.

CARLISLE, C. H.; PALMER, R. A.; MAZUMDAR, S. K.; GORINSKY, B.
A. ?/ YATES, D. (3. R. (1974). J. Mol. Biol. 85, 1.

CARLSON, W. E. (1976). Ph. D. Thesis. Yale University.

CHINSKY, L. & TURPIN, P. Y. (1982). Biopolymers 21, 277.

COMEN, L. A. (1968). Ann. Rev. Biochem. 37, 695.

COHÉN, L. A. (1970). "Chemical modification as a probé of
structure and function" a The Enzymes 3th edition Vol. 1, 147.

CQLOWICK, S. P. & WOMACK, F. C. (1969). J.B.C. 244, 774.

175



C BIBI ÏQftPAFIA

COUKr-i J. P.; ANF INSEN, C. B. ?> Sfll A, M. (1963). J.B.C. 23B,
2034.

COHNHIBH-BÜWDLN, A. & ETSENTHAL, R. (1978). B.B.A. 523, 268.

CRESTFIELD, A. M.; STEIN, W. H. ?< MÜÜRE, S. (1962). ABB Suppl.
1, 217.

CRESTFir.lD, A. M. i 5TEÏN, W. H. S/MDDRE, B. (1963). J.B. C.
238, ?413.

CROOK, E. M.í MAI HI AS; A. P.í.< RABIN, B. R. (1960). Biochem. J.
74, 234.

CUATRECASAB, P.; WILCHEK, M. & ANFINSEN, C. B. (1968). Proc.
Nati. Acad. Sci. U. S. A. 61, 638.

CUCHILLO, C. M. (1974). Ph. D. Thesis. London University.

DAVIES, D. B. & DANYLUKj S. S. (1974). Biochem. 13, 4417.

DEAKYNEï C. A. & ALLEN, L. C. (1979). J. Am. Boc. 101, 3951.

DEARING, A. (1982). Biochem. Soc. Transact. 10, 307.

DEAVIN, A.; MATHIAS, A. P. S/ RABIN, B. R. (1966). Nature 211,
252. a).

DEAVIN, A.; MATHIAS, A. P. ?/ RABIN, B. R. (1966). Biochem. J.
101, 14c. b).

DEAVIN, A.; FISCHF.R, R.; KEMP, C. M.; MATHIAS, A. P. S' RABIN,
B.R. (1968). Europ. J. Biochem. 7, 21.

DUVE, S. K.; MARCKER, K. A.; CLARK, B. F. C. £' CORY, S. (1969)
Europ. J. Biochem. 8, 244. a).

DUVE, S. K. ?' MARCKER, K. A. (1969). Europ. J. Biochem. B, 256

DUBOS, R. J. & THOMPSON, R. H. S. (1938). J.B.C. 124, 501.

EADIE, G. S. (1942). J.B.C. 146, 85.

EAKER, D. L. i KING, T. P. ?* GRAIG, L. C. (1965). Biochem. 4,
174. a).

176



C BIBLIOGRAFIA D

EAKER, D. L.; RING, T. P. & GRAIG, L. C. (1965). Biochem. 4,
1479. b).

EAKER, D. L.; KING, T. P. & GRAIG, L. C. <1965). Biochem. 4,
1486. c).

EINSPAHR, H.; COOK, W. J. &BUGG/ C. E. (1981). Biochem. 20/5788

EPTON, R. ?< rHOMAS, T. H. (1971). a "An introduction to iuater--
insoluble enzymes" Koch-light Lab. Ltd.; Colnbrook, Bucks,
England.

ERNST, R. R. S< ANDERSON, W. A. (1966). Rev. Seient. Instrum.
37, 93.

EYLAR, E. H. (1965). J. Theor. Biol. 10, 89.

FAMKUCHENi I. (1941). J. Gen. Physiol. 24, 315.

FELGUER, P. L. & WILSOIM, J. E. (1977). Anal. Biochem. 80, 601.

FELSENFELD, G.; 3ANDEEN, G. ?/ von HIPPEL, P. H. (1963). Proc.
Nati. Acad. Sci. U. S. A. 50, 644.

FILIPPI, B.; CHESSA, G. ?< BORIN, G. (1981). J. Mol. Biol. 147,
597.

FINN, F. M.; DADOK, J. ?<BOTHER-BY, A. A. (1972). Biochem. 11,
405.

PULLMAN/ H.; WIEKER, H. J. & WITZEL, H. (1967). Europ. J.
Q i oc h em. 1, 243.

FOLL.AMN, H. S< GPEMEI.S, G. (1974). Europ. J. Biol. 47, 187.

FRENCH, T. C. ?x HAMflES, G. G. (1965). J. A. C. S. 37, 4669.

GALLEGO, E.; HERRANZ, J. ¿NIETO, J. L. ; RICO, M. ?<BANfORO, J.
(1982). (enviat a Int. J. Peptide Protein Res., pendent de
publicació).

177



C BIBLIOGRAFIA

GELPI, E.j PARES, X. t CUCHILLO, C. M. (1976). a "Advances in
Mass spectrometry in Biochemistru and Medecine" Frijerio A. &
Cestagnoli, N.; Eds. Vol. 1, pag. 215. Spectrum Publications,
N. Y.

GIRÜVri, A. W. fe BRESLOW, E. (1970) J. B. C. 245, 3066.

GLAZER, . A. N. (1975). "The Chemical modi fication of Proteins
by Group-specific and s ite-speci fic rtagents" a The Proteins
2 ed i t., pag. 1.

GLH2, D. G. S< DECKER, C. A. (1963). Biochem. 2, 1185.

GOLDBERGER, R. ?< ANFINSEN, C. B. (1962). Biochem. 1, 401.

GQLDFARB, A. R. (1970). B.B.A. 200, 1.

GOLDFARB, A. R. (1974). Bioorg. Chem. 3, 249.

GOLDFARB, A. R. fe MARTIN, 5. (1976). Bioorg. Chem. 5, 137. a).

GOLDFARB, A. R. & MARTIN, S. (1976). Bioorg. Chem. 5, 147. b).

GRAEDEL, T. E. & Me GILL, R. (1982). Science 215, 4537.

GRAY, W. R. ?< HARTLEY, B. S. (1963). Biochem. J. 89, 59p.

GUASCH, A. (1982). Tesina. Univ. Aut. Barcelona.

GUTTE, B. & MERRIFIELD, R. B. (1969). J.A.C.S. 91, 501.

GUTTE, B. (1978). Europ. J. Biochem. 92, 403.
i

GUTFE, B. (1979). Nature 281, 650.

HAAR, W; MAURER, W £< RUTERJANS, H. (1974). Europ. J. Biochem.
44, 201.

HAFFNER, P.H. & WANG, J. H. (1973). Biochem. 12, 1608.

HAMMES, (3. G. ?< WALZ, F. G. (1969). J.A.C.S. 91, 7179

HAMPTQN, A & MAGUIRE, M. H. (1961). J.A.C.S. 83, 150.

178



C BIBLIOGRAFIA

E.F. (1972). Analyt. Biochern. 48,

HAUGENi T.H. ?<HEATH, E.C. (1979). Proc. Nat. Acad. Sci.
U. S. A. 76, 2689.

HAVRÜN, A. ?< SPERl.ING, J. (1977). Biochem. 16, 5631.

HENRIKSÜN, R.L. ; STON, W. H. ; CRESTFTELD, A. M. ?< MOORE, S.
(1965). J.B.C. 240, 2921.

•HEKMAN, S. J. í'. SCHERAGA, H. A. (1961). J. A. C.B. 83, 3283.

HERRIES, D.G. (1960). B.B.R.C. 3, 666.

HERRIES, D.G.; MATHIAS, A.P. £< RABIN, B.R. (1962). Biochem.
J., 85, 127.

HERBKQVITS, T.T. (1969). Methods in Enzymology, vol. 11., pag.
748.

HIRS, C.H.W.; BTEIN, W.H. & MOORE, S. (1951). J. Arin. Chem.
Soc. 73, 1893.

HIRS, C.H.W.; MOORE, S. & BTEIN, W.H. (1953). J.B.C. 200, 193.

HIRS, C.H.W.; MGORE, S. & STEIN, W.H. (1956). J.B.C. 219, 611.

HIRB, C.H.W.; MOORE, B. íc STEIN, W.H. (1960). J.B.C. 235, 633.

HIRS, C.H.W. (1962). Brookhaven Symposia in Biology num. 15,
154.

HIRS, C.H.W.; HALMANN, M. &KYCIA, J.H. (1965). Arch. Biochem.
Biophys. 111, 209.

HIRB, C.H.W. (1967). a "Methods in Enzymology" vol. 11, 59.
Calswik, S.P. & Koplan, N.O., eds. Academis Press, N.Y.

HIRBCHMANN, R; NUTT, R.F.; VEBER, D.F.; VITALI, R.A.; VARGA,
S.L.; JACOB, T.A.; HOLLY, F.W. & DENKEWALTFR, R.G. (1969).
J.A.C.S. 91, 508.

HOFSTEE, B.J.H. (1952). Science 116, 329.

179



C BIBLIOGRAFIA D

HUMMEll > J.P. & KALNÏ1SKY/ G. (1958). J.B.C. 234, 1517.

HUMMEL, J. P. & DREYER, W. J. (1962). B. B. A. 63, 530.

HUMMLL/ J.P. t/ KALNITSKY, G. (1964). Ann. Rev. Biochem. 33,
15.

HUMMEL, J.P. & ANDERSON, B.B. (1964). Arth. Biochem. Biophua.
112, 443.

IHNAT, M. (1972). Biochem. 11, 3483.

IIJIMA, Hj PATRZYC, H. & BELLO, J. (1977). B. B. A. 491, 305.

IKEHARA, M.; VESUGI, S. &YOSHIDA, K. (1972). Biochem. 11,
830.

IRIF., M. (1965). J. Biochem. 57, 355.

IWAHASHI, K.; NAKAMURA, K.; MITSUI, Y.; OHGI, K. & IRIE, M.
(1981). J. Biochem. 90, 1685.

JEN3EIM, D. E. S< von HIPPEL, P. H. (1976). J. B. C. 251, 7198.

JONES, W. (1920). An. J. Physiol. 52, 203.

KALMAN, S.M. ; LINDERSTROM-LANG, K.; OTTESEN, M. St RICHARDS, F.
M. (1955). B.B.A. 16, 297.

KARTHA, G.; BELLO, J. & HARKERD, D. (1967). Nature, 213, 862.

KENDREW, J.C.; WATSON, H.C.; STRANDBERG, B.E.; DICKERSON,
R.E.; PHILLIPS, D.C. &SHORE, V.C. (1961). Nature, 190, 663.

KLEE, N. A. ?< RICHARDS, F. M. (1957). J. B. C. 229, 489.

KOSHLAND D.E. (1960). Advan. Enzymol. 22, 45.

KQSHLAND, D. E. ; KARKHANIS Y. D. t*. LATMAN, H. G. (1964). J. A. C. S.
86, 1448.

KOTAKI, A.; HARADA, M. & YAGI K. (1968). ü. Biochem. (Tokio)
64, 537.

180



C BIBLIQGRAFIA 3

KUNITZ, M. (1940). J. Gen. Physiol. 24, 15.

KUNITZ, M. (1946). ü. B. C. 164, 563.

I .ACOMBE, C.; CATTAN; D- &LAIGIJB, A. (1974). Biochem. 56, 341,
a).

LACQMBE, C.; CATTAN, D. & LAIGLE, A. (1974). Biochem. 56, 649,
b). .

LAEMMLI, U.K. (1970). Neture, 227, 680.

LEE, C. H.; EVANS, F. E. S< SARMA, R. H. (1975). FEBS Lett., 51,
73.

LEGGET BAILEY, J. (1967). a "Techniques in protein chemistry"
Ed. Elsevier North, Holland, cap. 2, pag. 41.

LEMIEUX, R. V. Sí STEVENS, J. D. (1966). Cañad ian Journal of
,̂ 249.

LESK, A. M. & HARDMANi K. D. (1982). Science 216, 539.

LEVIT, S. Ç< BERGER, A. (1976). J. B. C. 251, 1333.

LIBQNATI, M.; SORRF.NTIND, S.; GAL·LI, R.; LA MDNTAGNA, R. & Dl
DONATO, A. (1973). B. B. A. 402, 83.

L INLWEAVER, H. & BURK, D. (1934). J. A. C. S. 56, 661.

LOEB, G. I. S< SAROFF, H. A. (1964). Biochem. 4, 1819.

I..DWRY, O. H.; R05E.BROUGH, N. J. ; LEWIS, R. A. & RANDALL, R. J.
(1965). J. B. C. 193, 265.

MARCHIORI, F.; BORIN, G. Sí MDRODER, L. (1974). Int. J. Peptids
Protein. Res. 6, 419.

MARFEY, P. S.; UZIEL, M. Sí LITTLE, J. (1965). J. B. C. 240, 3270.

MARKHAM, R. Sí SMITH, J. D. (1952). Biochem. J. 52, 552.

MARKI...EY, J.L. (1975). Biochem. 14, 3546 i 3554 a) i b).

181



C BIBLIOGRAFIA 3

MARSHALI.i R. D. (1972). Anuual Rev. Biochem. pag. ¿>73.

MARTIN, A. J. & PORTER, R. R. (1951). Biochem. J. 45, 215.

MARZOT10, A. (1979). Int. J. Biochem. 1, 506.

MATTHEW, J.B. Sí RICHARDS, F. M. (1982). Biochem. 21, 4V89.

Me DDNALD, M. R. (1955>. e "Methods in Enz^mology" Colouuck,
S.P. Kaplan N.D. ed. vol. 2, 427. Acadèmic Press, N. Y.

MEADOW5, D. H.; JARDETZKY, D.; EPANA, R.; RUTFRJANB, H. t' SCHE-
RAGA, H. A. (1968). Proc. Nati. Acad. Sci. U. S. A. 60, 766. a).

MEADOWSi D.H. & JARDETZKY, O. (1968). Proc. Nati. Acad. Be i.
U.S.A., 61, 406. b).

MCADOW5, D.H.; ROBERTS, G.L.K. ?< JARDETZKY, O. (1969). J. Mol.
Biol. 45, 491.

MEANS; G.E. & FEENEY, R.E. (1971). a "Chemical Modification of
Proteins" ed. Holden-Day Inc.

MERRIFIELD, R.B. S< HODGES, R.S. (1974). Proc. Int. Bymp. on
Macromolecules. Rio de Janeiro, Mano, E.B. ed. pàg. 417. Else—
v ier.

MICHAELIS, L. & MENTEN; M.L. (1913). Biochem. Z. 49, 333.

MITSUI, Y. & WYCKOFF, H.W. (1975). J. Mol. Biol. 94, 17.

MITSUI, Y.; URATA, Y.; TORÍ I, K. ?< IRIE, M. (1978). B. B. A.
535, 299.

MORA, P.T. (1962). J.B.C. 237, 3210.

MURDOCK, A.L.; GRIST, K. L. ?/HIRS, C. H. W. (1966). A. B. B. 114,
375.

MYER, Y.P. & BCHELLMAN, J.A. (1962). B.B.A. 55, 361.

NELSON, C.A. & HUMMEL, J.P. (1961). J.B.C. 236, 3173.

182



C BIBLIOGRAFIA 3

NiïLSON, F. A. & WEAVCR/ H. E. (1964). Science, 146/ 2L'3.

NEUMANN, N.P.; MOORE, S. &STEIN, W.H. (1962). Biochem. 1, 68.

NÍLUMANN, N.P. (3969). a "Methods in Enzyn.olopw" vol. 13. pag.-
393 (Colouiik S. P.; Kaplan N. O. eds. ) Acadèmic Press, N. Y.

NOGUÉS; M.V. (1978). Tesina. Univ. Aut. Barcelona.

NOGUÉS/ M.V. (1982). Tesi Doctoral. Univ. Aut. Barcelona.

OPELLA, S.J. (1977). Science/ 198, 158.

OLSQN/ W. K. ?< FLORY, P. J. (1972). Biopolymers li/ 1 i 25.

PARÉS/ X. (1977). Tesi Doctoral. Univ. Aut. Barcelona.

PARÉS/ X.; ARÚS, C.; LLORENS/ R. & CUCHILLO/ C.M. (1978).
Biochem. J. 175/ 21.

PARÉS/ X.¿ LLORENS, R. í ARÚS, C. S< CUCHILLO/ C.M. (1980).
Europ. J. Biochem. 105, 571. a).

PARÍS/ X.; PUIGDOMENECH, P. & CUCHILLO, C.M. (1980). Int. J.
Peptide Protein Res. 16, 241. b)

PATEL, D.J.; CANUEL, L. L. &BOVEY, F. A. (1975). BiopolymerB
14, 987, a).

PATEL/ D.J.; CANUEL, L.L.; WDODWARD, C. &BOVEY, F.A. (1975).
Biopolymers 14, 959. b).

PATTHY, L. £< SMITH, E.L. (1975). J. B. C. 250, 565.

PAVLOVSKY, A.G.; BORISOVA, S.N. ; BORISQV, W.W.; ANTONOV, I.V.
S< KARPERISKY, M. Y. (1978). FEBS Lett. 92, 258.

PINCUS, M.; THI/ L.L. &CARTY, R.P. (1975). Biochem. 14, 1653.

PLUMMER, T.H. Jr. ; HIRS, C.H.W. & TENCH, A.L. (1963). J.B.C.
238, 1396.

PLUMMER, T. H. Jr. S< HIRS, C.H.W. (1964). J.B.C. 239, 2530.

183



C BIBLIOGRAFIA 3

PLUMMER, T. H. Jr. & KOSINSKI, P. (1968). J. B. C. 243, 5961.

J. W. (1968). Biophy. J. 8, 199.

PURCF.LL, E. M.; TORRLY, H. C. &PQUND, R. V. (1946). Phys.
Rev. 69, 37.

RAPIN, B. R.; CUCHILLO, C. M.; DF.AVIN, A.; KEMP, C. M. S<
MATHIAS, A. P. (1970). a "Metabòlic Regulation and Enzyme
acticm" (eci. Sols, A. £< Grisolia, S.) pag. 203. Acadèmic
Press. London.

RAJU, E. V. £< DAVIDSON, N. (1969). Biopolymers B, 743.

RANDERATH, K. (1961). B. B. R. C. 6, 452.

RAIMDERATH, K. & STRUCK, H. J. (1961). J. Chromato. 6, 365.

RASPER, >J. ?•< KAUZMAMN/ W. (1962). J. A. C. S. 84, 1771.

REDFIELD, R. R. & ANFINSEN, C. B. (1956). J. B. C. 221, 385.

REDFIELD, A. G. (1978). a "Methods in Enzymology" Vol. 49,
pag. 253.

REYNOLDS, J. H. (1968). Biochern 7,3131.

RICARD, J.; MEUNIER, J. C. & BUC, I. (1974). Europ. J. Bio-
chem. 49, 195.

RICHARDS, F. M. ?< VITHAYATHIL, P. J. (1959). J. B. C. 234,
1459.

RICHARDS, F. M. & WYCKOFF, (1971). a "The enzymes" ed.
Boyer, P. D. ,Vol. 4, 3 ed. , pag. 647. Acadèmic Press. N. Y.

RICHARDS, F. M. & WYCKOFF, H. V. (1973). Atlas of Molecular
structures in Biology. Vol. 1. Ribonuclease-S. OUP.

RIDLINGTGN, I. & BUTLER, L. G. (1969). J. B. C. 244, 777.

RIEHM, J. P. ?•< SCHERAGA, H. A. (1966). Biochem. 15, 154.

184



C BIBLIOGRAFIA D

FUGULLME, P.; BROWN, W. E. £< MARCOS, F. (1975). Int. J. Pep-
tide Protein Res. 7, 379.

RÜBSÜN, B. (1980). NMure 283, 622.

RQCCHI, R.; MARCHIORI, F.; MORQDER, L. ; BORIN, G. & SCQH-O-
N1, E. (1969). J.A.C.S. 91, 3927.

RGSENBERG, J. M.; SEEMAN, N. C.; DAY.. R. O. ?•< RICH, A.
(1976). J. Mol. Biol. 1041 145.

RUBSAMEN, H. KHANDLER, R. S< WITZEL, H. (1974). Hoppe Zeylers
Z. Phasiol. Chem. 355, 687.

RUDRÜM, M. & BHAW, D. F. (1965). J. Chem. Boc. pag. 52.

RUSHIZKY/ (5. W.; KNIGHT, C. A. & SOBER, H. A. (1961). J. B. C.
236; 2732.

RUTERJANSj H. & WITZEL, H. (1969). Europ/ J. Biochem. 9, 118

SALKGWSKI, E. (1889). Z. Physiol. Chem. 13, 506.

BAROFF, H. tt CARROLU T. H. (1962). J. B. C. 237, 3384.

SAUNDERS, M. WISHNIA, A. &KIRKMOOD/ J." G. (1957). J.A.C.S.
79, 3289.

SAMADA; F. & IRIE, M. (1969). J. Biochem. (Tokio) 66, 415.

SCATCHARD, G. (1949). Ann. N. Y. Acad. Bci. 51, 660.

BCHECHTER, A. N.; SACHS, D. H.; HBLLF.R, B. R.; SHRAGER, R.
I. & COHÉN, J. S. (1972). J. Mol. Biol. 71, 39.

BCHMUKLF.R, M.; JEWETT, P. B. &LEVY, C. C. (1975). J.B.C.
250, 2206.

SEKINFI, H.; NAKANO, E. &SAKAGUCHI, K. (1969). B.B.A. 174,
202.

BELA, M. & ANFINSEN, C. B. (1957). B.B.A. 24, 229.



C BIBLIOGRAFIA 3

BHAW, E. (1970). a "The erízame*" 3ed. Vol. 1, 91.

SHOELLMANN, G. Se SHAW, E. (1963). Biochem. 2, 252.

BIFRAKDWBKA, H. & SHUGAR, D. (1977). a "Nucleic Àcid
Research and Molecular Biology" Vol. 20.

BILMAN; H. I. S< KA'tCHALBKY/ E. (1966). Ann. Rev. Biochem.
35i 873.

SILVERMAN, D. N.; KOTF.LCHUCK, D.; TAYLOR, G. 1. i> SCHERAGA,
H. A. (1972). A. B. B. 150, 757.

BINGER, S. J. (1967).a "Advances in Protein Chemistry" 22,1.

SMYTH, D. G.; STEIN, W. H. & MOURE, S. (1963). J.B.C. 238,
227.

BOLA, J. (1981). Tesina. Univ. Aut. Barcelona.

SON, T. D. £< CHACHATY, C. (1973). B. B. A. 335, 1.

BPACKMAN, D. H.; BTEIN, W. H. Ç/. MDORE, B. (1960). J. B. C.
235, 648.

BPERLING, J. & HAVRON, A. (1976). Biochem. 15, 1489.

STEHELIN, D. ?x DURANTON, H. (1969). J. Chromatog. 43, 93.

BTEJNHARDT, J. £< REYNOLDS, J. A. (1969). a "Múltiple Equi-
libria in Proteins" .Acadèmic Press. N.Y.

BUCK, D.; MANDR, P. C.; GERMAIN, G.; BCHWALBE, C. H.; WEI-
MAN, G. & SAENGER, W. (1973). Nat. New Biol. 246, 161.

SUSSMAN, J. L. & BEEMAN, N. C. (1972) J. Mol. Biol. 66, 403.

SZER, W. & SHUGAR, D. (1963). a "Biochemical Preparations"
Ed. Broum U.K. Vol. 10. pag. 139. Wiley, N. Y.

TABORSKY, G. (1959). J.B.C. 234, 2652.

186



C BIBLIOGRAFIA 3

TANÏÜKD/ C. í/ HAUtNSTEIN, J. D. (1956). J. A. C.S. 78, 5287.

TANFORD; C. & K1RKHOOD, J. G. (1957). J. A. C. S. 79, 5333.

•fAKAHABHI, K. (1968). J. B. C. 243, 6171.

TAKFMl'RA, M; TAKAZI, M.; MIYAZAKI, M. S> EGAMI, F. (19b9).
J. Biochem. (Tokio). 46, 1149.

THOMAS, J. Q. (1974). a "Companion to Biochemislra, Vol. 1,
Cap. 2, pag. 87. Ed. Longman.

TIGERSTROM, R. G. von & MARCHAK, J. M. (1976). B.B.A. 418,
184.

TOAL, J. N.; RUSHIZKY, G. W.; PRATT, A. V. ?/ SOBER, H. A.
(1968). Analyt. Biochem. 23, 60.

TS'O, P. O. P. (1969). Ann. N. Y. Acad. of Sci. 153, 785.

TS'Q, P. O. P. (1974). a "Basic Principies in Nucleic Àcid
Chemistry" Vol. 1. Acadèmic Press. N.Y.

TRIM, A. R. ?< PARKER, J. E. (1970). Biochem. J. 116, 589.

UDENFRIEND, B.; BTE1N, S.; BOHLEN, P.; DAIRMAN, W.; LEIMGRU-
BER, W. & WEIGELE, M. (1972). Science, 178, 871.

UKITA, T.; WAKU, K.; IRIE, M. & HOSHINÜ, O. (1961). J. Bio-
chem. (Tokio). 50, 405.

USHER, D. A. S' RICHARDSON, D. I. (1970). Nature 228, 663.

UY, R. & WGLD, F. (1977). Science 198, 890.

VALLE, G.; ZANOTTI, G.; FILIPPI, B. S/DELPRA, A. (1977).
Biopolymers 16, 1371.

VALLEE, E. & RIORDAN, B. H. (1969). Ann. Rev. Biochem. 38,
773.

VOET, D.; GRATZER, W. B.; CQX, R. A. V. DOTY, P. (1963). Bio-
polymers 1, 193.

187



C BIBLIOGRAFIA D

VÜN HIPPEL, P. H. & Me GHFLE, J. D. (1972). Ann. Rev. Bio-
chem. 231.

WALKER; A.J.; RALBTQN, G.B. &DARVEY, I.G. (1975). Biothem.
J. 147,425.

WALKER, A.K.; RALSTON,. G.B. V DARVEY, I.G. (1976). Biochem.
J. 153,129.

WALKFR, E. J.; RALSTON, G. B. ï» DARVEY, I. G. <1978). Biochem.
J. 173, 1, a).

WALKER, E.J.; RALSTON, G.B. í/ DARVEY, I.G. (1978). Biochem.
J. 173, 5, b).

WALTER, B. S< WDLD, F. (1976). Biochem. 15, 304.

WALZ, F.G. Jr. (1971). Biochem. 10, 2156.

WATSON, J.D. & CRICK, F.H.C. (1953). Nsture. 171, 737.

WEBER, K. & OSBORN, M. (1975). a "The proteins", vol. I,
cap. 3., pag. 179. Ed. Neureth, H. & Hill, R.L. 3a. ed. Aca-
dèmic Press, N.Y.

WECHTER, W. J.; MIKOLSKI, A. J. ?<LASKOWSKI, M. Sr. (1968).
B.B.R.C. 30, 318.

WEIGELE, M.; DE BERNARDO, S.L,; TENGI, J.P. & LEIMGRUBER, W.
(1972). J.A.C.S. 94, 4052.

WELLING, G.; VAN DER BERG, A.; GAASTRA, W. ?-< BEINTEMA, J. J.
(1973). Abstr. IXth. Int. Congress Biochem.

WELLING, G. ; GROEN, G. ; GABEL, D. ; GAASTRA, W. S< BEINTEMA,
J. J. (1973). FEBS. Lett. 40, 134.

WELLING, G.; LEIGENAAR-VAN DEN BERG, G.; VAN DIGK, B.; VAN
DER BERG & BEINTEMA, J.J. (1975). Biosystems 6> 239.

WE.LLNER, D.; SILMAN, H.I. &SELA, M. (1963). J.B.C. 238,
1324.

188



C BtBLIOORAFIA 3

WHIIE, M. D. ; KEREN-ZUR, M. & LAPIDDT, Y. (1977). Nucleic
Àcid Res. 4, 843. a).

WHIIR, M.D.; BAUER, S. & LAPIDO!, Y. (1977). Nucleic Àcid
Res. 4, 3029. b).

WIEKER, H.J. & WrfZFL, H. (1967). Europ. J. Biochem. 1, 251.

WIGLEfi, P.W. (196S). Biochem. Prep. 12, 107.

WJLCHEK, M. (1974). a "Methods in Enzymology", 34, 182.

WITZEL, H. S< BARNARD, E. A. (1962). B. B. R. C. 7, 289, a).

WITZEL, H. ?< BARNARD, E. A. (1962). B. B. R. C. 7, 295, b).

WLODAWER, A.; BQTT, R. &SJOLIN, L. (1982).J.B.C. 247, 1325.

WODAK, B.Y.; LIU, M. Y. & WYCKOFF, H.W. (1977). J. Mol. Biol.
116, 855.

WOFSY, L. ; METZGER, H. ?< SI.NQER, B. J. (1962) Biochem. 1,
1031.

WUTHRICH, K. (1974). Experientia 30, 577.

WUTHRICH, K. (1976). a "NMR in Biològica! Research: Peptides
and Proteins", pag. 44, North Holland Pub. Comp. Amsterdam.

WYCKOFF, H.W.; HARDMAN, K.D.; ALLEWELL, N.M.; INAGAMI, T.;
JOHNSON, L.N. S< RICHARDS, F. M. (1967). J. B. C. 242, 3984.

WYCKOFF, H.W.; TSERNOGLOU, D.; HANSON, A.W.; KNOX, ü.R.;
LEE./ B. k RICHARDS, F. M. (1970). J. B. C. 245, 305.

YAMASAKI, N.; HAYASHI, K. & FUNATSU, M. (1968). Agr. Biol.
Chem. (Tokio) 32, 64.

YU, N.T. & JO, B.H. (1973). Arch. Biochem. Biophys. 156,
469, a.

YU, N. T. & JO, B. H. (1973). J. Am. Chem. Boc. 95, 5033, b.

ZABORSKY, O. R. SxMILLIMAN, G. E. (1972). B. B. A. 271, 274.

189



C APÈNDIX

-V II

190



C APÈNDIX 'J

Tal com s'ha esmentat als apartáis 11-19 i III-9/ per
confeccionar las gràfiques tridimensionals s'han emprat les
coordenades ortogonals de la RNAasa (\, gent i Irrient cedides per
el Dr. CARLISLE. Com a oligonucleutid model s'ha emprat el
ApApCpApAp. La configuració' del sistemo emprat ha estat:

- Un sistema gràfic interactiu CAÍ MA, amb un sistema
operat i u CC-;3.

- Com aparell de d i b u i x a t de' g r a f i M j e s un plottei
GERBER - 0542.

A continuació' es detallan els llistats de les repre-
sentacions emprades per a cada tipus d'àtom:

\PRINT.DAT\\

* INTRODUCE QVERLAY A IMPRIMIR Y (-MR) : i
* IMPRESIÓN DE DATATYPES *

OVERLAY BELEC. : 1

DADATYPE £ 1

TOOL 1
£1 SÒLID LENGTH O
PT FIGURE ÑAME: CUB03
ARE PT FIGURES UNSCALED? ND
CONNECT PT DATA? NO
FONT ÑAME:
•s

DATATYPE C 2

TOOL 4
£1 SÒLID LENGTH O
PT FIGURE ÑAME: CUB03
ARE PT FIGURES UNSCALED? ND
CONNECT PT DATA? NO
FONT ÑAME:
#

DATATYPE £ 3
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TÜtH 1
£1 SÒLID LENfcTH O
P T FIGURE ÑAME: TI.-.VRA3
ARE P T FIGURES UNBCALEO? NU
CONNECT PT DATA? NO
F ON'! NAMF:
tfVÜID DATATYPE.FAIL
•K-

DA'IATYPE £ 5

TÜOL A
£3 SÒLID LENG1H O
PT FIGURE ÑAME: TFTRA3
ARE PI FIGURES UNBCALEO? ND
CONNECT PT DATA? NO .
FONT ÑAME":
*

DATATYPE £ 6

TOOL 3
£1 SÒLID LENGTH O
PT FIGURE ÑAME: TETRA3
ARE PT FIGURES UNBCALED? ND
CONNECT PT DATA? NQ
FONT ÑAME:
#

DATATYPE £ 7

TOOL 2
£1 SÒLID LENGTH O
PT FIGURE ÑAME: CUB03
ARE PT FIGURES UN5CALED? ND
CONNECT PT DATA? NO
FONT ÑAME:
*

DATATYPE £ 8

TOOL. 1
£1 SÒLID LENGTH O
PT FIGURE ÑAME: TETRA3
ARE PT FIGURES UN5CALED? ND
CONNECT PT DATA? NQ
FONT ÑAME:

DATATYPE £ 9
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TÜÜL 2
£1 BOL ID LENGTK O
PT FIGURE ÑAME: TETRAS
ARE PT FIGURES UNSCALED?
CDNNECT PT DATA? NO
FÜNT NAMF. •
WQID DATATYPE.
+-VDID DATATYPE.

DATAÍYPE.
DATATYPL.
DATATYPE.FAIL
DATATYPE:. FAIL
DATATYPE.
DATATYPE.
DATATYPE.
DATATYPE.
DATATYPE.
DATATYPE.
DATATYPE.
DATATYPE.

*VOID DATATYPE.
*VOID DATATYPE. FAIL
*VOID DATATYPE.FAIL
•B-VDID DATATYPE.
«VOID DATATYPE.
^VOID DATATYPE.
«VOID DATATYPE.

N D

W Ü T D
*-VOID
<-VOID
WOID
«VOID
«VD1D
«•VOID
í-VDID
*VOID

FAIL
FAIL
FAIL
FAIL

FAIL
FAIL
FAIL
FAIL
FAIL
FAIL
FAIL
FAIL
FAIL

FAIL
,FAIL
FAIL

, FAIL
DATATYPE.FAIL

DATATYPE £ 3?

TOOL 1
£1 SOL I D LENGTH .2
£1 BLANK LENGTH .2
£2 BOL I D LENGTH O
PT FIGURE ÑAME:
ARE PT FIGURES UNBCALED? NO
CONNECT PT DATA? NO
FONT ÑAME:

FIN
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emprats:
A continuació es detallen les MAGRO dels operadors

\MACRO-PRMASK

IMPRIMÍ: LAc;; MACROS DEL OPERADOR DESEADO

* NUM. OPERADOR : 7
# tNÏK'A LA MASK ADECUADA Y (--MR)

LISTADO MACROS OPERADOR £ 7
•K- * * * -fi- -K-« *f- «• «• -K- * * -fi- -S -K- -S- «• -S- * t * -K- *f -tí- fc •»

= ÍNDICE =

NOMBRfl

1 RIBO-PICK/M
í? RIBO-CAD. D/M
3 RIBQ-CAD. 1/M
4 RIBO-CAD/M
5 RIBO-CAD. U/M
6 RIBO-V. DT/M
7 RIBO-ERR/M
B RIBD-EST/M
9 RIBO-CPRAL/M
10 RIBO-CP. ESG/M
11 RIBO-C. ESQ/M
12 RIBD-DT/M
13 RIBO-RAD. N/M
14 RIBO-RAD. D/M
15 RÏBO-RAD. X/M
16 RJBO-RAD. C/M
17 RIBO-RAD. S/M
18 RIBQ-RA/M
19 RIBQRAD/M
£'0 RIBO-RA. C/M



C APÈNDIX D

MAGRO £ : 1. -- NOMBRE : RIBO-PICK/M

;o
D D 7 : M
FYM; M; M

< CARBüN[i 7 : ;D
1 R G T ; M ; P ; I ;O; D
3 R CE .; MA; M

;K
;P;D;s
;N

DOS; M
c; Z I ; M
;K
DÜTL; M
; J
T Y M ; M ; M
* ND EXISTE * ; M ; D
;N

;F

MACRO £ : 2. — NOMBRE : RIBO-CAD. O/M

;K
;o
G R R ; M
/ F L V ; M I ; M
; N

G R N ; M

;K
; M I ; M

1 -3DF S; MR I BO-TEMP ; M
; Z 7 j M
7 F L A ; M 3 ; M
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; N

7 D F S ; M R I B O - T f c ' M P ; M
o; M

* * -fi- -K- £- £• # # -^ -tr £ -f- *• * fr •? í- -f ¥- f r •& ̂  í- -f r ír

MACRO £ : 3. — NOMBRE : RIBO-CAD. 1/M

;K
;o
5 F L V ; M 4 j M
1-4DFL;MRIBO~TEMP;M
O; M
C P ; M
;R ;22 j ; Z 3 / ; Z 4 / M ; D j D
GRE;M
;N

F L K B E j M j Z l j M
;K
;s
;N
2-4DFUM
RIBQ-TEMP;M; 25; M
CPE;M
; R ; Z 2 / ; Z 3 , ; Z 4 ; M ; D ; D
5FLA;M3;M
;F

3.90
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MACRO C : A. -» NOMBRE : RIBO-CAIVM

;K
;o
DOD; M
DOA; M
;N
UÜD; M
;K
;BRIBO-CAD. O; M
; B R I B O - C A D . I ; M
DÜU;M
DOA; M
DOA; M
DOA; M
;K
;F
; J
TYM;M;N
•R- FIN CADENAS * ;M;D
;P;D;S
; N
;N
1DOT;M
TYM;M;M
# ERROR EN : Z1*;M;D
;P ;D;S

MAGRO £ : 5. — NOMBRE : RIBO-CAD. U / M

;o
GRE;M
? R G N ; M I ; M
DOD; M
GRE;M
I E I ; M 2 ; M 7 ; M
Y
IEE/M2;M3;M
;Z9;M
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; ZA; M
IEEJM
; Z B j M
D OU; M

DOA; M
DÜA; M

MACRO £ 6 — NGMBRE RIBO-V.DT/M

;o
D O D J M

J K
GREJM
GDGj M32; M
DOT;P;M;D
DQU; M
;N

;s

MACRO £ : 7. NOMBRE RIBO-ERR/M

7FLV;Mi;M
8FLI;M
;N

1RGN;M
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4RGN;M;Z8;M
9GEL; M
;R; 21; 2íï; Z3;M
; R
; 24; Z5; 26; M
FLV;M 29, M
FL9G; M200jM

TYM,M;M
* THAM : ; 27; 28; M, D
;N

7FLVl;Mj 27; M
SFLIjM
;F
;N

;p;D;s

MACRQ £ : 8. — NOMBRE : RIBQ-EST/M

;K
iO
10VC;M
iovs;n
DOC;MESQUELET;M
IFLV;MI;M
;N
1RGS;M
DOC/M
C; 21; M
DDCjM
N; 2i;M
DOC ; M
B C ; 2 l ; M
1FLI ;M
FLKSE;M125;M
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TYM, M, M
* FI ESTRUCTURA * ;M; D
;P;D;S
; N
> i-"

•K- -t'r * *'• í v- -ï!- t' ï- -f: ïr K- í: ír í- •£ -S- >L *• •£ ír >- ír -K- i- í- í- t!- -ï: V: -fi- ír ;!*• *r tr * •}*• í- í; *• -S -fr

MACRO £ : 9. — NOMBRE : RIBO-CPRAL/M

* ENTRADA DE DADES DE LA CADENA PRINCIPAL J M
A PARTIR DE QUIN CARBÓ VOLS ENTRAR DADES; Mj M

* NUMERO I (-MR) : ; D
IRGT;M;P; I;O;D
10VS;M
DOS; M
c; ZI;M
;K
Düj; M
; J

* ND EXISTEIX * ;M;D
;P ;D;S
;N
;N
DOA; M
;K
i DOT ; M
TYM; n; M
* ÀTOM ;z i ; M

___ — „. — — _«.-1. • ïvt

CÜORD. X Y ( - M R ) : ;D
2RGT;M;P; I ;O;D
TYM; M; M

COORD. Y I ( - M R ) : ;D
3RGT;M;P; I; o; D
TYM; M; M

COORD. Z I (-I-1R) : ;D
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4 R G i ; M ; P ; U o; D
PT; M
; R ; 22, ; 23,; Z 4 ; M , D
1RP;M
C = - ; N ; M; M
;K
T Y M j M j M
* TIPUS DE. RADICAL ( 3 - 3 9 ) Y ( - MR ) : j D
5 R G T ; M ; p ; I; O; D
IBKíMYY
I B T ; M R A D I C A L ; M
; Z 5 ; D
;N
;F
;N
T Y M ; M ; M
-K- FI CADENA PRINCIPAL * ; M; D
;P;D;S

MACRO £ : 10. — NOMBRE : RIBQ-CP.ESQ/M

;K
i O
16FLV;Ml ;M
15DFL;MESQUELET;M
D; M
1--12DFL; MESQUELET; M; ZG; M
CP;M
; R ; 21,; Z2, ; Z 3 ; M
;R; Z4/ ; zs, ; 26; M
i R; 27,; Z8, ; Z9;M
;R; ZA, ; Z B / ; Z.C;M;D;D
GRE;M
16FLA;M12M
;N

FLKSL;M; ZF;M



C APÈNDIX

1 - 12DF L ; MLSQUELE1 ; M
; ZG;M
C P E ; M
;R; z J , ; Z2, ; Z3;M
;R; Z4, ; Z5,; z¿; M
; R ; 27, , ZB,Í Z ^ ; M
;R; ZA,. ; ZB/ ; zc /n ;D;D

;F

MACRQ £ : 11. — NOMBRE : RIBD-C.ESQ/M

;K
;o
DFC;MESQUELET;M
1125;M
10VB;M
DOD;M
1 6 F L V j M l j M
;N
DOA;M
;K
GRN;M
1RGN/M1/M
1-3DFS;MESQUELE;M
;ZG;M
1ÓFLA;M3;M
D O A j M
DÜA; M
;F
;N
16FLO;M
16DFS;MESQUELETjM
O: M
;P;D;s



C APENOT X D

MACRO C : 12.

j O
GDDjMl jM
DO A; M
C-ïDDíMÍ^M
DOA; M
C-;nr>; M 3 j M
DOA; M

NOMBRE R I B D - D T / M

;p;D;s

#

MACRO £ : 13. — NOMBRE

;o
5PT; M
;R; 26, ; 27, i ZB;M;D
;s

*

RIBO-RAD. N/M

MACRO £ : 14. — NOMBRE

¿O
6PTj M
;R; 26, i z?,; ZB;M;D

RIBO-RAD. O/M

*
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MACRO £ : 15. -- NOMBRE : RIBORAD. X/M

;o
7PT;M
;R; Z6, ; Z7, ; Z8;M;D

•s- -K- i K * * ír <• í- # s- K -K- í s *• * *• -f: K- *«•*•« * * * K s- -K- *• «• -K- «• s *•• * t -ï: t •&*•»*• -ï- *• -K

MACRO £ : 16. — NOMBRE : RIBO-RAD. C/M

;o
BPT; M
; R ; 26, ; 17,; Z8; M; D
;S

MACRO £ : 17. -- NOMBRE : RIBO-RAD. S/M

;o
9PT; M
;R; 26, ; Z7; ; Z8;M;D
;s

•K-

MACRO £ : 18. — NOMBRE : RIBQ-RA/M

;K
;o
10VS;M
TYM;M;M
* EN QUIN ÀTOM VOLS COMENÇAR? I (-MR) : ¿D
IRGT;M;P; I;O;D



C A P È N D I X 3

DOS;MC; 21 ; M
;K
; J
T Y M i M j M
* NU EXISTEIX EL C; Zl *¿M;D
;P;D;S
;N
;N

3
2DFL;MRADICAI.S; M
; z i ; M
3DFLj MRAD. C; M
; ZI;M
4 DOT; M
TYM; n; M
* ÀTOM ; 24 RAD : ; Z2; M; M; M
; D
DOD;M
;BR!I30-RAD;M
DOU; M
DDA; M
DOA; M
DOA; M
;K
;F
;N

MACRO £ : 19. -- NOMBRE : RIBO-RAD/M

;K
;o
5RGT
; M; Z3; M
;N
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3RGT;M; Z S ; M
5RPD;M
* ; M = ; M, M
3 R P D J M
; M#;M-;M
3RGE;M/; M

J K
; '3
; N

T Y M i M j M
* COORD. "" ; 23 " " ; M ; M ; D
T Y M ; M ; M

COORD. X I ( - M R ) : ;D
6RGT;M;P; l ;Q ;D
TYM; M; M

COORD. Y I ( -MR) : ;D
7RGT;M;P; I; O; D
TYM, M; M

CODRD. Z I ( - M R ) : ;D
SRGT;M;P; I ; O ; D
; B R I R O - R A D . ; Z3;M
;F

MACRO £ : 20. — NOMBRE : RIBO-RA. C/M

;K
;ü
GRR;M
;N

GRN; M
;K
1 R G N ; M 1 ; M
T Y M ; M ; n
* COORDENADAS : ;Z1 ;Z2;M

COORD " Z " Y (-MR) : i D
3RGTiM;p; I;O;D



C APÈNDIX 3

i EL; M
a; H
t>; M
; Z3;M
;F
;N
D OU; M

DGA; M
D o A; M
DOA; M
;K
16DQÏJM
TYM; M; M
;M ***** À T O M ; ZG *****; M; D
DOD; M
;ERIBO-RA. C; M
;N
;p;D;s

* FIN LISTADO MAGROS OPERADOR £ 7. ##
* MASK : =RIBO=

Aquesta Tesi ha estat escrita amb un sistema de trac-
tament de textes, que consta de:

- Un micro-ordenador FACIT - DTC (Desk Top Computer)
Sèrie 6500. (Suècia), de 128K, amb dos drives per a
diskettes flexibles de 160KB.

- Un programa de tractament de textes anomenat:
DTC WORD, Versió 1.1A ND 9287 00 08-01,
S/N217001749/b.
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Una imprès ora FAÇ IT 4526 (mat ricial de punts per
impac te).

El programa de tractament de dades» DIC REG1STER/
Versió 1.4 NO VP87 02 00-01 3/N217001775/Q

r-:o8











uro •
l'mveram AIÜDIOBI de Baukmt

Servei de Biblioteques




	TRDLL00177b.pdf
	TRDLL00178.pdf
	TRDLL00179.pdf
	TRDLL00180.pdf
	TRDLL00181.pdf
	TRDLL00182.pdf
	TRDLL00183.pdf
	TRDLL00183b.pdf
	TRDLL00184.pdf
	TRDLL00185.pdf
	TRDLL00186.pdf
	TRDLL00187.pdf
	TRDLL00188.pdf
	TRDLL00189.pdf
	TRDLL00190.pdf
	TRDLL00191.pdf
	TRDLL00192.pdf
	TRDLL00193.pdf
	TRDLL00194.pdf
	TRDLL00195.pdf
	TRDLL00196.pdf
	TRDLL00197.pdf
	TRDLL00198.pdf
	TRDLL00199.pdf
	TRDLL00200.pdf
	TRDLL00201.pdf
	TRDLL00202.pdf
	TRDLL00203.pdf
	TRDLL00204.pdf
	TRDLL00205.pdf
	TRDLL00206.pdf
	TRDLL00207.pdf
	TRDLL00208.pdf
	TRDLL00209.pdf
	TRDLL00210.pdf
	TRDLL00212.pdf
	TRDLL00213.pdf
	TRDLL00214.pdf
	TRDLL00215.pdf
	TRDLL00216.pdf
	TRDLL00217.pdf
	TRDLL00218.pdf
	TRDLL00219.pdf
	TRDLL00220.pdf
	TRDLL00221.pdf
	TRDLL00222.pdf
	TRDLL00223.pdf
	TRDLL00224.pdf
	TRDLL00225.pdf
	TRDLL00226.pdf
	TRDLL00227.pdf
	TRDLL00228.pdf
	TRDLL00229.pdf
	TRDLL00230.pdf
	TRDLL00231.pdf
	TRDLL00232.pdf
	TRDLL00233.pdf
	TRDLL00234.pdf
	TRDLL00235.pdf
	TRDLL00236.pdf
	TRDLL00237.pdf
	TRDLL00238.pdf
	TRDLL00239.pdf
	TRDLL00240.pdf
	TRDLL00241.pdf
	TRDLL00242.pdf
	TRDLL00243.pdf
	TRDLL00244.pdf
	TRDLL00245.pdf
	TRDLL00246.pdf
	TRDLL00247.pdf
	TRDLL00248.pdf
	TRDLL00249.pdf
	TRDLL00250.pdf
	TRDLL00251.pdf
	TRDLL00251b.pdf
	TRDLL00252.pdf
	TRDLL00253.pdf
	TRDLL00254.pdf
	TRDLL00255.pdf
	TRDLL00256.pdf
	TRDLL00257.pdf
	TRDLL00258.pdf
	TRDLL00259.pdf
	TRDLL00260.pdf
	TRDLL00261.pdf
	TRDLL00262.pdf
	TRDLL00263.pdf
	TRDLL00264.pdf
	TRDLL00265.pdf
	TRDLL00266.pdf
	TRDLL00267.pdf
	TRDLL00268.pdf
	TRDLL00269.pdf
	TRDLL00270.pdf
	TRDLL00271.pdf



