INTRODUCCIO.

La RNAasa A €5 el principal component del plncreas bovi
amb activitat ribonucledsica. Bs una proteina de forma globu=-
lar amb una sola cadena polipeptidica de 124 aminodcids 1 un
pes molecular de 13.6B0. Bs relativament senzilla de purifi-
car 1 bastant estable.

Es una enconucleasa gue catalitza la hidrélisi del gey
substrat natural, 1'Acid ribonucleic (RNA) de cadena senzilla,
en dues etapes. A la primera etapa es produeix la hidrolisi
d'un enllag fosfodiester i es forma un ester fosfat 2',31' cf-
clic que a la segona etapa &s hidrolitzat donant el COrres-
ponent nucledsid 3'-fosfat.

L'enzim nom#s trenca l'enllag internuclectfdic quan la ba
sé del ribonucledtid en posicif 3' &s una plrimidina. Aquesta
especificitat de 1l'enzim &s tant sols explicable per la pre-
stncla en la ribonucleasa d'un seti especific fixador dels
nuclebtids pirimidinics.

FROVES DE L"EXISTENCIA D'UN SETI FIXADOR DE PURINES.

Els experiments fets per WITZELE BARNARD (1962 ai b);
emprant dinucledsids monofosfat com a substrat, indicaren que
la velocitat de la reaccid catalitzada per la Ribonucleasa A
es funcif del nucledsid en 5' de 1'enllag fosfodiester, essen-
més elevada quan la base s una purina. AixS permetria deduir
gue la ribonucleasa poseeix un seti secundari de fixacis del
substrat (essent el primari el gque reconeix les pirimidines
en 3') amb el que possiblement interaccionarien tots els nu-
cledtids en posicis 5', perd que serla extracrdiniriament es-
pecific pels nuclebtids amb base purinica. La difraccis de
raigs X tamb& demostra que a la Ribonucleasa A exigteix un se
ti especific per als 5'-nuclebtids purinics (RICHARDS & WY-
CEOFF 1971),



Les figqures de difraccid de ralgs X no arriben a preci-
sar guins son els grups responsables de la col.locacis fave-
rable de la base purinica. Un intent de localitzacid d'aquest
setl fixador de purines wva &sser realitzat pel grup de MATHIAS
& RABIN (RABIMN et al., 1970; CUCHILLO, 1974} fent serwvir la
técnica de "marcat per afinitat". L'ocbjectiu principal de la
reaccit entre la Ribonucleasa A i el marcador, la 6-Cloropu-
rina, era l'obtenir unm derivat marcat en el seti fixador de
purines. Donat gue el nombre de derivats que s'obtenia era
elevat 1 el rendiment era baix no van poder localltzar aquest
setl.

Aguests treballs han estat continuats en el nostre la-
boratori fent servir marcadors molt méEs especifics: la 6-clo-
ropurina ribosa i1 la 6-cloropurina ribosa 5'-monofosfat —--
(Cle-RMP) . Aquesta major especificitat del marcador emprat
en la direccif base <nucledsid < nucledtid gueda reflectida
en el fet de la reduccis del nombre de derivats obtinguts a
1'augmentar la complexitat del marcador i anar-se fent més
semblant el substrat natural de 1l'enzim (Figura 1: a,b,c).

AixI, la preséncia de la ribosa incrementa apreciable-
ment la direcciconalitat de la reaccis, perd &s el grup fos-
fat el que restringeix la reacci® majoritAriament a un punt
de la moldcula, doncs s'obtenen diversos derivats minoritaris
i un de majoritari ancmenat Derivat II, gue al &gser carac-
teritzat es va comprovar que el marcador s'ha unit em 1'=t =
NH, de la Lys-1.

OBJECTIUS DE LA TESI.

L'objectiu primordial d'aguest treball ha eatat el d'es-
tudiar mfs a fons el marcat per afinitat de la Ribonucleasa
A emprant 6-Cloropurina ribosa i Cl6-RMP per tractar d'asso-
lir un millor coneixement del seti de fixaci® de purines de
la Ribonucleasa A. En primer lloc es va decidir de portar a
terme dos controls, estudiar la reaceld de marcatge en pre-



séncia d'AMP i l'efecte del marcador sobre 1'activitat de la
ENAasa en solucib. Apart d'aquests controls es va creure con-
venlent: estudiar el efecte del pH en la reaccid de marcatege,
efectuant-la a pH's més basics, procedir a la caracteritzacid
d'altres derivats; i, per tal de poder relacionar i intentar
explicar les dades, portar a terme 1'elaboracis d'una grafica
tridimensional de la Ribonucleasa A amb ordenador.



