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1.TNTRODUCCTON

1.1 GENERALIDADES

Para entender el control metahdlico en un
sentido amplio, hemos de ser capaces de descrihir los
diversos factores que determinan el (lujo de sustratos
a través.de una determinada ruta metahdélica. Es decir,
la disponibilidad de sustratos y cofactores, la activi
dad catalitica de las enzimas que intervienen cn dicha
ruta, la cantidad de cada enzima presente, la demanda
de sustrato inicial o intermedios por las diversas --
reacciones en competicién, etc. El flujo a través de -
toda la ruta puede modularse rediante el enlace de mo-
l1éculas efectoras en el sitio activo, o en otra narte,
de cualquier enzima de dicha ruta metahdlica.

El estudio de las propiedades de una cenzi-
ma aislada es una etapa necesaria, y previa, para po--
der ahordar cl estudio de complecjos multienzimidticos a
un nivel molecular, y por 1o tanto, cl de una deterni-
nada ruta mctabhdlica.

La enzima ohjeto de nuestro estudio es 1la
glucégeno fosforilasa (E.C.2.4.1.1.) quec regula la pri
mera etapa dec la ruta metahdélica por la cual el glucé-
geno se transforma en glucosa-6-fosfato y Jde ésta en -
encrgia.

Aunque ¢l cauilibrio de la reaccién catali
zada por la fosforilasa e¢s de cuatro a uno a favor de

la sintesis del glucdgeno, el hajo nivel de glucosa-1-



fosfato en la célula (denido a aue cl equilihrio Jde 1la
fosfoglucomutasa cs 17 a 1 a favor de Ta glucosa-f-fos
fato) y la alta concentracién de fosfato, aseguran aue
la reacci6n catalizada por la fosforilasa in vivo sca
la rotura del glucégeno.Para el proceso de sintesis de
glucbgeno existe otra enzima, la glucégeno sintetasa.

' Ambas cenzimas estan sometidas a un compli-
cado sistema de corntrol por mediacidén de varias enzi--
mas interconvertihles. ''na descripcion detallada puede
cncontrarse en las varias revisiones quec se han efec--
tuado hasta la lecha (1-2).

IIn resumen de los sitios mas dimportantes -
de la glucégeno fosforilasa, asi como su disposicidn -

espacial se da en la fipura 1.

sitio
sitio del
PLP

catalitico

sitio de
PLP
sitio

catalitico

sitio G
Fig. 1 Esquema de la estructura del dimero de glucé-
geno fosforilasa, de acuerdo con los datos de

difraccidén de rayos X (4,5).



1.2 ANTECEDENTES BIPRPLIOGRAFICOS

De la naturaleza exacta de la reaccidn ca-
talitica y el sitio activo, précticamente no se conoce
nada (1,2). Algunos estudios se han hecho con andlogos
de sustratos, pero s6lo se han obtenido conclusiones -
muy generales.

Las propiedades fisicas se conocen hastan-
te hien, mixime desde que se dispone de resultados de
difraccién de rayos X, a una resolucién de 3 R (3,4).
Se conoce la estructura primaria del protémero que es-
t4 constituido por un total de 841 restos aminodcidos

(5).

1.2.,1 SITIO DEL FOSFATO DE PIRIDOXAL

La presencia de cantidades estequiométri--
cas de fosfato de piridoxal (PLP) en esta enzima es --
una importante caracteristica que se ha preserwado en
el curso de 1a evolucidén (1). A causa del parecido en-
tre las propiedades de ahsorcién del sitio del PLP en
fosforilasa y la de complejos formados entre el cofac-
tor y ciertos aminodcidos, Kent, Krehs y Fischer (6) -
propusieron qhe, a pH neutro,el PLP se enlazaha a la -
proteina mediante una estructura de aldimina sustitui-
da, implicando un grupb amino de la protefna y otro --
grupo X, que podrfa ser un grupo hidroxilo, amino o --
sulfhidrilo y que nunca ha sido identifidado.

Posteriormente, Shaltiel y Cortijo (7) rea



lizaron estudios de absorcifén y fluorescencia con fes-
forilasa b y con compuestos modelos. FEstos resultados

les 1llevaron a proponer que, a pH neutro, el PLP en 1la
fesforilasa estaba formando una estructura de base de

Schiff y embehido en una bolsa hidroféhica. Posterior

apoyo a =sta hipStesis se obtuvo con el estudio de la

fosforilasa reducida con NaBl, (8).

llonikel y Madsen (9) estudiaron los espec-
tros de ahsorcién y fluorescencia del PLP y algunos de
los aductos qae forma con aminas primarias en metanol,
dioxano y cloroformo. Fllos concluyeron que la fosfori
lasa contiene una estructura de carhinolamina en la --
que el PLP esti unido, ademids del grupo amino, a un --
grupo que posee un cardcter nucleofilico.

En vista de las anteriores discrepancias -
hemos pretendido demostrar de una forma inequivoca la
forma de unién del PLP a la enzima, asi mismo como en-
contrar la raz6n de la no reduccihilidad de este cofac
tor con BH4Na cuando se encuentra unido a la enzima a
pll neutro.

1.2.2 SITIO DEL AMP

Desde los primeros estudios de Cori et.al.
(10,11) con fosforilasa b de misculo de conejo, se oh-
servé que la actividad de la enzima dGnicamente era ---
apreciable en presencia de adenosin-5'-monofosfato ---
(AMP) . E1 mecanismo de la activacién y el papel exacto
que juega en ella el AMP, permanece por ahora descono-
cido.



No ohstante existen datos cinéticos (12,13)
que demuestran la presencia de fuertes interacciones -
homotrdpicas y heterotrépicas entre el activador alos-
térico (AMP), el inhihidor alostérico y los sustratos
y estudios de didlisis en el equilibrio que indican 1la
existencia de competiciones entre el activador alosté-
rico y el inhihidor, aunque dicha competicién no pare-
ce que sea directa (12).

El hecho de gue el AMP sea necesario para
la activacién de 1a enzima, y ademds sea un efector --
alostérico, hacfa imprescindible, a nuestro juicio, un
estudio sistemdtico con el fin de : a) Asignar a cada
parte de la molécula de AMP, un papel determinado en -
el proceso de activacién; y h) Cstudiar la influencia
estructural en la enzima, cuando en lugar de AMP, se -
trabaja con un andlogo suyo,

l.La relacién de los andlogos utilizados, es
la siguiente:

Modificacién en la hase

‘Nombre Ahrevia- Crupo elimi CGrupo afia-
tura nado del AMP dido al AMP
Inosin-5S'monofos-
fato ™MP N”Z en 6 N1 en 6
6-Cloroadenosin-
~5'-monofosfato C1AMP NH2 en 6 Cl en 6
6-N-Metiladenosin
-S'monofosfato N-6-Me-AMP 1 en N en 6 (‘.H.S en N
en 6
1-N-Metiladenosin
-5'-monofosfato N-1-Me-AMP  -=----- CH3 en 1
Modificacién

en el azicar

Deoxyadenosin-5"
-monofosfato dAMP 0il en 2° Y en 2'
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Deoxyinosin-5"'
-monofosfato dIMP NHZ en 6' OH en 6'

NH en 2! H en 2'

Modificaciones en
la posiciébn del
fosfato

Adenosina-3'-
monofosfato AMP-3!

Adenosina-2"'-
monofosfato AMP-2"!

1.2.3 GRUPOS FUNCIONALES

Aunque el estudjio mis directo de la reac--
cién catalitica, consiste en estudiar la actividad en-
zimdtica en presencia o ausencia de efectores o de ani
logos de estos (ya mencionados anteriormente), es posi
hle tambien abordarlo a partir de marcajes quimicos vy
de esta fcrma localizar los grupos implicados en el --
nroceso catalitico.

l.La fosforilasa tiene nucve grunos sulfhi--
drido que s~ valoran a diferentc velocidad (14,15).Dos
grupos, lo hacen a una velocidad similar a la de los -
compuestus modelos, lo que sugiere que son muy accesi-
bles a los reactivos quimicos. La pérdida de estos dos
grupos, parece tener poco efecto sohre 1a estructura y
actividad ie la enzima, Otros dos grupos Si! reaccionan
mucho mids lentamente que los anteriores, y su bloqueo
da lugar una total inactivacién de la enzima, asi como
a su disociacién en monbmeros. Los prunos restantes no

reaccionan a velocidad apreciable, sa’vo en condicio--
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nes de desnaturalizacidn.

Diversos autores han demostrado que los --
grupos e-amino de residuos de lisina son importantes -
para la estructura y actividad de la fosforilasa (16 -
18). Anderson y Graves (19) han ohservado que la incn-
hacién de la fosforilasa b con hajas concentraciones -
de 8-[m-(m-f1uor sulfenilhenzamida)tio bencil adenina]
da lugar a una especie activa en ausencia de AMP (26%)
y que no fija el efector alostérico.

l.a importancia de las tirosinas en las pro
piedades enzimidticas, no ha sido ampliamente estudia--
da, aunque recientemente ha sido descrita su posihble -
implicacidon en la unién dJdel AMP (20), Por esta razén -
hemos creido conveniente estudiar su importancia e im-
plicacidén en la actividad de la fosforilasa.

Nos reactivos han sido utilizados en el --
presente trahajo para el bloaueo de tirosinas. T1 te--

tranitrometano (TNM)} y la sal de Tremy (SF).

1.2.3.1 Tetranitrometano

El tratamiento de tirosina con TNM da lu--
gar a nitrotirosina, que presenta a pll alcalino, una -
banda con un maximo a 428 nm y ¢=4.100. A pH Acido 1la
banda se desplaza a 360 nm con un g=270n,

La rcaccién de tetranitrometano con la en-
zima, puede dar lugar a reacciones secundarias con 1o0s
grupos sulfhidrilo, dando finalmente en algunos casos
dcido cisteico (21).
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1.2.3.2 Sal de Tremy

La sal de Fremv, nitrosodisulfonato potdsi
co, (NO(Sﬂs)sz) reacciona con tirosina para dar Jugar
al correspondiente dopacromo, una quinona, (22) v ha -
sido utilizado para caracterizar dichos grupos en pro-
tefnas (22,23).

l.La sal de Tremv fué elegida, entre otros -
reactivos, para modificar 1os residuos de tirosina de
la fosforilasa por las condiciores suaves en que sc¢ --
produce la reaccién.

l.La sal de Fremy, ademids, no reaccionaha --
con R-mercaptoctanol (MF) ni cisteina, indicando con -
esto que la reaccionahilidad de los grupos tiol de fos
forilasa no interferiria la interpretacidn de los re--
sultados.
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2, TATER I ALES Y MEFTNNOS

LLa fosforilasa h de misculo de conejo fué
preparada segiin el método de Fischer et. al. (24) modi
ficado por Krehs et. al. (25), recristalizadndola siem-
pre al menos tres veces antes de su utilizacién.

E1l AMP se eliminaha de la fosforilasa pa--
sando una disolucidén concentrada de enzima por una co-
lumna de Sephadex G-25 de 1,5 x 25 cm, o bien utilizan
do columnas de charcoal-sephadex (-25 (26) de 0,5 x 3
cm. Se consideraha eliminado el AMP cuvando la relacién
/\260//\280 era menor de 0,53,

l.a concentracién de enzima se media, una -
vez climinado el AMP, a partir de su ahsorcién a 280 -
nm utilizando un ¢ de 1,32 cmz/mg (13). Ta masa molecu
lar por protémero fué tomada como 97000 (27).

LLa apoenzima se preparaha mediante el uso
de L-cisteina en un medio deformante (28). La reconsti
tucién con fosfato de piridoxal restauraha los niveles
primitivos de actividad.

La albiimina, cristalizada, fué ohtenida dJde
Calhiochem. Su concentracién era medida a partir de su
ahsorcidn a 280 nm, usando un e de 6,6.1”2 cmz/g. (20)
a pl! 7 y una masa molecular de 67.000 (317)., los dcidos
grasos fueron eliminados siguiendo el método propuesto
por Chen (31).

'l AMP se ohtuvo de Fluka, su concentra---
cién en disoluciones acuosas era determinada midiendo
su ahsorcién a 259 nm utilizando un coeficiente de ex-

tincidén molar de 15.400 a pl! neutro (32).
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F1 PLP se obhtuvo de ‘erck. Su concentracién
en disoluciones acuosas se medfa a partir de su ahsor-
cidén a 388 nm., en NaOH 0,1 M,; coeficiente de extin--
cién molar, 6.600 (33). Los complejos PLP-albimina se
formahan a pll 7 y concentracidén 2 m‘ durante 24 horas,
diluyéndose a las condiciones necesarias en el momento
del experimento.

La actividad enzimdtica se media por los -
métodos de llelmreich y fori (34), en el sentido de de-
gradacion del glucégeno vy el de lledrick y Fischer (35)
en el de sintesis. I'nm algunas ocasiones se usd el de -
Palter et.al. (36).

Las cisteinas se valoraron por el procedi-
miento de Fllman (37) con DNTNR a una concentracidnr de
2,5 mM, La cinética se segufa midiendo la ahsorcidén a
430 nm.

Se utilizaron indistintamente los esnectro
fotémetros Reckman modelo 25 y foleman 55 en esnectros
copfa visihle-ultravioleta. Para ™M\ se usé un Perlin
Flmer ™12R y para fluorescencia nr Aminco. Los esncc--
tros infrarrojos fueron realizados con un TPerlin Flmer
modelo 457.

Los andlisis de aminoidcidos se rcalizaron
con un Jeol tipo GLC GAIl. T.os estudios de agregacidén -
de la enzima se realizaron con una centrifuga Reclman,

Spinco Modelo E.
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3. RISULTADOS

3.1 SITIND NFL PLP

En este anartado sec ha pretendido demos--
trar de una forma ineaunivoca que la unidén del PLD a 1a
enzima, se efectdia npor medio de una hase de¢ Schiff, v
ague dicha unién se realiza en un entorno hidroférico .
Para ello heros considerado necesario el estudio espec
troscépico de modelos simnles, al mismo tiempo ane he-
mos pretendido encontrar una explicacién al hecho de -
que la enzima, no pueda reducirse por BH4Na a pi' neu--

tro.

3.1.1 ESPECTROSCOPIA

l.os espectros de ahsorcién del aducto for-
rnado por el PLP y la hexilamina se dan en la (igura 2.
In ella pueden observarse tres puntos isoshésticos a -
266, 295 y 357 nm, que indican claramente la existen--
cia de un equilibrio entre dos especies, A y B, con ni
ximos a 415 y 335 nm, resnectivamente.

Este equilibrio nuede tomarse como un ''pro
ceso modelo'" en el sentido descrito por Kosower (38) -
pues convierte un i6n dipolar (mdxima interaccidén con
el disolvente) en una especie neutra (minima interac--

cién con el disolvente). Por lo tanto podria usarse pa
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Tia. 2 Tspectro de ahsorcidn de PILD (0,15 m)+p-hexi--
lTamina (N,01") en mezcla dioxano-agua. TLos nime
ros de 1la figura indican el porcentajec de agua
(v/v) en cada caso.

ra medir la polaridad de los disolventes. T1 pardmetro

cscogido por nosotros es la energfia libre de fGihks --

standard para dJdicho proceso, AG®°=-PT 1n X, donde K es
la constante de equilibrio entre las faormas A y B, T1
cdlculo de dicha constante, v nor lo tanto de AG°, ini

camente cs posile si corncemos los cocficiertes de ex
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tincidén, de las dos formas nresentes A y B.
Si suponemos que los e de las formas A y R

a 335 nm y 415 nm respectivamente son cero, se ohtiene

(39)

A
A415 =Cep - A

Por lo tanto una representacidon de A415 --
frente a A335 dehe de dar una linea recta, siempre cuc
la concentracidén total permanezca constante. Ello es -
asi, obteniéndose los valores dc 840N y 4000 para los
coeficientes de extincién de las formas A y B respecti
vamente.

Si las suposiciones anteriores son correc-
tas debe existir una correlacién lineal entre los valo
res de AG® para cada disolvente y un parametro que mi-
da su polaridad, como por ejemplo el valor de Z de Xo-
sowver (38) de amplio uso en la hibliograffa. En l1a fi-
gura 3 vemos que en efecto se ohtiene una linea recta,
cuyo ajuste por minimos cuadrados nos da la ecuacién:

Z =87,7 + 9.0%8 AG®° (Kcal/mol)
Por lo tanto la medida de la razén de ahsorhancias a -
335 y 415 nm del PLP unido a una proteina nos nermite
calcular AR° y de €1 la micropolaridad del sitio de --
unién.

Con ohjeto de decidir entre la hase de ---
Schiff y la carhinolamina se efectuaron espectros IR ¥y
de RMN del aducto formado por el PLP y la hexilamina.
El espectro IR da una banda de ahsorcién a 130 cm-1 s
tipica de la vibracién de tensién del grupo C=N.

A partir de su espectro RMN se obtiene una

evidencia adicional de una configuracion trigonal(spz)
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Fig. 3 Pelacién entre la energia libre de Gihhs stan--
dard (AG°) y la nolaridad del disolvente (Z).

del carbono en 4'. Cuanlo se compara la posicién de es
ta sefial con la éxima del niridoxal (41) y sus hases -
de Schiff en agua (41) vy en metanol (4n), se concluye
que la sefial a 1 ppm se dehe al proton del carhono 4'
de 1a azometina en posicién trans. Si fuese una carhi-
nolamina apareceria a campos mayores. l'or ejemplo: en
el hidrato de PLP aparece a 3.5 ppm (40); en el aducto
cistefna-piridoxal a 3,6 (41) y en los aductos del ni-
ridoxal con homocisteina e histidina aparece a 3.3 ppm
(41).

Por filtimo estudinrémos cn este apartado -
1a estequiometria de los comnlejos formados nor el PLE

con 1a alhiimina. Esta fué obtenida por valoracién de
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alhimina con PLP, sicuiendo el aumento Jde ahsorhancia
a 335 y 415 rm, encontrindose ane se formaha un comnile
jo de estequiometria 1:1 (llamado sitie T) v otro com-
plejo cuya estequiometria po se podia precisar “ien --
(sitio TI). Con el fin de nrecisar al mixime Tas condi
ciones experimentales de formacién del complejo se rea
lizaron asi mismo las valoraciones por fluorescencia.

fomo se puede ohservar en la figura 4, 1la
valoracidn de alhiimina cor PLP a una concentracién 6,2
uM en proteina, y pHi 7, fue llevada a caho excitando -
las muestras a 280 nm (miximo Jde excitacidn de la alhil
mina) y a 330 nm (mdximo dJde excitacién del TLP).Las es
tequiometrias encontradas son 1:1 y 2:1 para los sitios
I y IT respectivamente. Ademias, la [igura parece indi-
car que las constantes de disociacién de estos comple-
jos dehen de ser muy hajas.

l.as caracteristicas espectrales del comnle
jo T son similares a las dJdel sitio del PLP en fosfori-
lasa, el cual presenta también dos handas a 335 nm v -
415 nm, si hien la relacidénr de ahsorhancias de ambas -
longitudes de onda, 335:415, es muy ligeramente supe--
rior en fosforilasa. Tgualmente, tamnoco es posihle sn
reduccidén a pHll 7 con NaRHM,; en amhos hechos hasamos su
utilizacién como modelo del sitio del PLP en fosforila

sa,

3.1.2 POLAROGRAFIA

In este apartado se describen los resulta-

dos polarogrdficos tanto del complejo PLP/cistefna, co
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Fig. 4 I'stequiometria del complejo PLP-albtmina.
(a) Ex=280 nm; Fm=350 nm; (h) EX=330 nm;ﬂmé400nm

mo de los dos complejos que forma con 1a albdmina v -
aue han sido caracterizados en el apartado anterior.

Tamhien se descriten 1os ohtenidos con fosforilasa a -
varios nll. Istos resultados junto al estudio previamen’
te realizado con el PLP y sus hases de Schiff en fun--
cién del pI' y polaridad del medio (42) no sélo han con
firmado 1a hipdtesis sobre la forma de unién del PLP a
la fosforilasa sino aue han explicado satisfactoriamen

te su no reductibilidad con BH4Na a pll neutro.
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3.1.2.1 Complejo PLP-cisteina

Se efectud a una concentracién de complejo
de 0,45 mM, en medio acuoso y utilizando como tampén -
una disolucién de fosfato 0,2M, plHl 7 que servia a su -
vez como disolucién de fondo.

En el polarograma aparecian dos ondas a po
tenciales de onda media de -0,74 y -1,38 voltios, atri
buiktles a las hidrogenolisis de los enlaces (-S y -V
(43).

Si el polarograma se efectita en N,N' Dime-
tilformamida (DPMF), las dos ondas aparecen a -1,30 y -

-1,61 voltios respectivamente,

3.1.2.2 Camplejos PILP-alhiimina

Los resnltados obtenidos con el complejo -

alhtimina-PLP 1:1 se dan en la Tahla T.

TABIA I
Influencia del pH sohre la reduccién del complejo PLP-

albiimina (sitio I). (c=0.1"mM).

pl i(ui) -E1/2 (V) Na
2,6 n,48 n,52 1,0
3.7 n,46 0,60 1,0
4,3 0.36 0,64 1.0
5,1 n,47 0,69 n,8
7,5 0,15 1,02 n,a
8,0 0,25 1,03 n,3

Los valores de intensidad (i), notencial -
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de semionda (E1/2) y na, para p!l dcido, indican cue 1la
onda podria atribuirse a PLP libre en disolucién. omo
puede ohscrvarse, el valor de i disminuye a medida que
el pll aumenta, lo cual es explicahle, si consideramos
que la disociacién del complejo PLP-alhiimina aumenta -
con la acidez (29). A pll neutro, aparece una onda a po
tencial mucho mis. negativo, muy diferente de la onda -
del PLP 1ibre o de sus hases de Schiff, y que en prin-
cipio podria pensarse que corresponde a la reduccién -
del PLP en el sitio I. fomo la intensidad de 1la onda -
no es proporcional a la concentracién del complejo PLP
albimina, el potencial de semionda varia ligeramente -
con ella, y los valores de na son muy hajos es ldgico
pensar que la onda sea de tipo catalitico. ''na confir-
macién a esta hip6tesis se obtiene, al ohservar una va
riacién del potencial de semionda con 1a columna de --
mercurio y el fondo utilizadn.

I'n 1abhib1iogrnfia existe evidencia de que
a veces, los protones o iones del medio se reducen mas
facilmente adsorhidos que en disolucién (44), dando --
origen a ondas cataliticas. Aqui existe la posihilidad
de que la proteina catalice dicha reduccién. Por esta
razén, se ha procedido al estudio de alhiimina sola.

En 1la tabla TI se resumen los resultados -

obtenidos al hacer polarografia de alhimina a pll neutro

TABLA IT

Polarografia de alhiimina a p!l neutro

h(cm) i (uA) -F 1/2(V) Na
12,5 n,48 1,11 n,4
24,5 n,72 1,12 n,4
34,5 n,55 1.075 N4
34.5 n.56 1.05 n,3
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la concentracién fué 0,63 mM, excepto para la dltima -
que fué N,41mM,

Fstos (iltimos resultados nos confirman la
posihilidad apuntada anteriormente de que la onda ohte
nida corresponda a una reduccién de los protones adsor
hidos sohre la proteina y catalizada por la misma, y
demuestran que el PLP en el sitio T del comnlejo con -
albiimina no puede reducirse polarograficamente.

LLos resultados obtenidos polarogriaficamen-
te para el sitio 7T, a diferentes valores de n'l se dan
en 1la tahla TTT,

TARILA TIT
Influencia del p!l sohre la nolarografia del comnlejo -
PLP-alhiimina (sitio TI). (c=0.10 mM),

pH i(ut) -E 1/2(V) Na
3,75 0,82 n,62 1,0
5,0 0,67 n,69 1,0
6,0 0,50 n,74 1,0
G,3 n,17 0,76 1,0
7,0 0,11 n,84 1,0

Comparando estos valores con los del sitio
T (tabla T) se ohserva que a valores de pH entre 6 y 7
en los que amhos complejos son estables aparece una on
da a -0,8 voltios, aue puede atribuirse a la reduccién
del PLP en su sitio IT.

3.1.2.3 Tosforilasa b

E1l polarograma de fosforilasa a p! neutro
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(Tahla IV) muestra que los valores de E1/2 y no son --
idénticos a los del sitio T Ael complejo PLP-albh(imina.
La intensidad no ohstante, es mucho mayor, lo que con-
firma que esta onda se dehe a la reduccién de protones
unidos a 1la proteina,ya que la fosforilasa tiene un pe

so molecular mayor que la albhdmina.

TABLA TV
Polarografia de holo y apofosforilasa a nll neutro.

enzima i(uA) -T1/72(V) Na
holo(13uM) 1,52 1,03 n,20
apo (12uM) 1,51 1,07 0,30

Una confirmacién de que esta onda no se de
hia a la reduccidén del PLP se ohtuvo al hacer la pola-
rografia de la apoenzima, que presenta una onda con --
las mismas caracteristicas que la holoenzima (tabla -
V).

Una razén.de la imposihilidad de reduccién
del PLP sobre fosforilasa b podria ser dehido a aue el
PLP se encuentra ocluido en el interior de la cadena -
polipeptidica.

La apoenzima se prepara haciendo reaccio--
nar el PLP con cisteina, despues de que éste se 'expo-
ne' por medio de un tampén "deformante' a haja temnera
tura (28). Por ello hemos intentado la reduccién del -
PLP en presencia de citrato de imidazol a haja temnera
tura, pero sin afiadir cisteina aque se 1llevaria el PLP.
Fn los polarogramas realizados en esas condiciones nue
de ohservarse una onda a un poterncial de semionda me--
nos negativo que el ohtenido nara las ondas de fosfori

lasa v apofosforilasa en glicerofosfato (takla V), Jo
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que indica que otras sustancia electroactiva se estd -
reduciendo en el electrodo.

El citrato de imidazol tanto a esta tempe-
ratura como a 25°C. no produce apreciables efectos so-
bre la onda de la apoenzima confirmando nuestra suposi
cidn.

TABLA V
Polarografia de fosforilasa en citrato de imidazol.

enzima i(ud) -E 1/2(V) t.°C
holo 0,7 0,95 3
apo 1,7 1,07 3
apo 1,2 1,16 25

Fosforilasa 8uM en citrato de imidazol 0,4 M, pll neu--

tro; Apofosforilasa 15uM en el mismo tampén.
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3.2 SITIO DEL AMP

Con el fin de sistematizar los resultados,
es conveniente hacer una divisién entre los andlogos -
con modificacidén en la bhase y aquellos en los que se -
ha modificado el aziicar o la posicidén fosfato, ya que
como veremos posteriormente sus efectos sobhre la enzi-
ma son diferentes.

3.2.1 MODIFICACIONES EN LA PARTE BASICA

3.2.1.1 Estudios de didlisis

Fn estos estudios se ha pretendido verifi-
car la competencia de los anidlogos por los sitios de -
unién a 25°C. -Si tomamos como modelo el resultado obte
nido para el desplazamiento de AMP radioactivo por AMDP
cualquier modificacién quimica, salvo la introduccién
de un grupo metilo en posicién 6, modifica la afinidad
del compuesto por la enzima aunque es imposibhle cono--
cer, por ahora, si dicha variacién es atrihuible a la
modificacién de un equilibrio transconformacional.

Desde el punto de vista del inhihidor alos
térico, los resultados ohtenidos son similares, es de-
cir la glucosa-6-fosfato es desplazada con la misma --
eficiencia que el AMP, es decir segin los valores de -
f, de la Tahla VI.
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TABLA VI

Resumen de los resultados del desplazamiento de AMPC14

por diferentes anidlogos a 25°C

Nucleétido 104x 1/2 £,
AMP 1,2 1,00
N-6-MeAMP 1,2 1,00
N-1-MeAMP 4,2 0,29
C1AMP 3,3 n,36
IMP 2,0 n,6n

3.2.1.2 Estudios cinéticos

Los resultados se dan en la tabla VII, don
de K1/2 (act.) es la concentrac¢idén necesaria para pro-
ducir la mitad del midximo de actividad de cada nucleéd-
tido. En las medidas de actividad dnicamente se han --
considerado velocidades iniciales, estando los valores
miaximos de actividad de los diferentes andlogos referi
dos al 100% de AMP,

TABLA VII
Datos cinéticos de la interaccién fosforilasa h-nucled
tido a 25°C.

Nucleétido Max.activ. 104K1/2(act.) cooperati-
vidad.10>
AMP 100 0,70 4,0
N-6-MeAMP 85 0,70 4,0
N-1-MeAMP 86 6,0 0,55
C1AMP 80 2,0 4,88

El indice de cooperatividad se ha tomado como la rela-
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cién entre el incremento de actividad v el incremento

J

de concentracidén correspondiente al cambio en activi--
dad.

Puede observarse que la accién del N-6-MeAMP
sobre la actividad es muy parecida a la del AMP, mien-
tras que el bloqueo del nitr6geno 1 tiene efectos muy
importantes, especialmente sobre la cooperatividad.

Como la fosforilasa es una enzima alosté--
rica, hemos estudiado el efecto de diferentes concen--
traciones de fosfato en el proceso de activacién segin
el modelo de Monod (45). Buc (46) suponiendo que la --
unién del AMP a la enzima se produce dnicamente en un

estado conformacional ohtuvo la ecuacién

___V 1/2= 1_1/2 1+.[£]_ 1+.[M_

Vmax—v Lo KD Ky

donde V es la velocidad inicial de la reaccién catali-
tica a concentracién de nucledtido [A] y de fosfato -
(r], Vaax €S 1a velocidad inicial mdxima de la reac---
cién a concentracidén de fosfato constante, 1., la cons-
tante de equilibrio transformacional para las dos for
mas de enzima ” y T en ausencia de ligando v Kn L.
son respectivamente las constantes de disociacién de -
los complejos enzima-fosfato y enzima nucleétido. Fn -
la figura 5 se da un ejemplo para ohbhservar que la unién
de andlogos a la enzima se produce segln el modelo Mo-
nod. Los pardmetros alostéricos calculados para los cua

tro nucledtidos se dan en la Tahla VIII.
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TABLA VIITI
Constantes alostéricas de los complejos fosforilasa bt

nucleétidos a 25°C

Nucleé6tido Lo 102 Kp 104 KA
AMP 600 0,4 0,3
N-6-MeAMP 60 2,4 n,22
N-1-MeAMP 40 2,4 1,75
C1AMP 240 1,7 n,22

c(mM)

Fig. 5 Efecto de la concentracién de C1AMP sohre 1la
velocidad inicial catalitica.Concentraciones
de fosfato: @ 3mM; O mM; A 18mM; © 54m.

3.2.1.3 Efecto de la temperatura

El estudio mds sistemdatico sobhre la enzi-
ma se ha realizado a 4°C por Buc y col. (47). No ohs-
tante hasta el presente momento los resultados ohteni

dos se utilizan, considerindose valida su extrapcla--
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cién, a 25°C. Por esta razén, hemos estudiado 1la varia
cién de la actividad en funcién de la temperatura. Las
medidas se han realizado para cada nucleétido a 4, 10,
16, 18, 25 y 30°C. Los resultados se dan en la figura

6, donde puede observarse que una representacién de --:
log 1/1(1/2 frente a 1/T no da una linea recta, sino --
que se produce una variacién abrupta en las pendientes
en el rango de temperatura de 16-18°C, independiente--
mente del andlogo estudiado, y que coincide con la pre

viamente descrita para el AMP (48).
ST T T T

I

~

oy Ky,

B

L
10

w Tl

Fig. 6 Variacién de 1la K1/2 cinética de varios nucled-
tidos con el inverso de la temperatura.
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3.2.1.4 Valoracién de cisteinas

Los resultados obtenidos a 25°C con enzima
sola muestran que es posible titular con DTNB dos resi
duos cisteina por cada mol de monémero. Todos los nu--
cléétidos estudiados protegen la titulacién de los dos
SH citados aunque los mecanismos no parecen ser idénti
cos. Asi a baja concentracidén de nucleétido, se produ-
ce en algunos casos, un débil incremento en la constan
te de titulacién o hien para é1 N-1-MeAMP un incremen-
to de cooperatividad positiva.

Los valores de las constantes K1 y K2 de -
semiproteccidén (los valores de las concentraciones de
nucleftido necesarias para alcanzar la mitad de protec
cién de las dos cisteinas lentas SH1 y SHZ), se dan en
la tabla IX,

TABLA IX
Constantes de semiproteccién de los grupos cisteina.
NucleStido 1072 10k} /2
AMP 4,7 3,3
N-6-MeAMP 0,75 0,45
N-1-MeAMP 2,5 2,0
C1AMP 0,70 0,15

3.2.2 MODIFICACIONES EN OTRA PARTE DE LA MOLECULA
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3.2.2.1 Estudios cinéticos

Un resumen de los resultados se da en la -

tahbla X
TABLA X
Natos cinéticos a 25°C
Nucledtido 10%Ka 103K5 % Act.o inh. méximo

AMP 0,65 - 100

IMP 9.0 -- 13
dAMP 4.2 - 4,7
dIMP 6.4 .- n.8
AMP-2" Sl 1,2 70

AMP-3 " .- 1.6 70

Todas las experiencias se han realizado a una concen--
tracién 12m\! de fosfato inorgdnico y 2,5mM de residuos
glucosa de glucdgeno.

Fn la figura 7 puede verse cémo afecta el
fosfato a 1a inhihicién de la actividad residual de 1la
fosforilasa h por AMP-3' a 25°C. Fl proceso no presen-
ta caracteristicas de cooperatividad positiva, siendo
la inhihicién mdxima total aproximadamente independien
te de la concentracion de fosfato inorgénico, aunque a
9,6 mM la inhibicién se produce despues de un ligero -
aumento de la actividad residual.

LLa inhibicién de la fosforilasa b por AMP-
2' a diferentes concentraciones de fosfato, se muestra
en la figura 8. E1 porcentaje midximo de inhihicidn es
el mismo que el del AMP-3', pero sin embargo el proce-
so da lugar a una ligera cooperatividad positiva depen
diente de la concentracidén de fosfato. llasta concentra

ciones 12mM de fosfato, éste aumenta la cooperatividad
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% Aclivided Resigual
5 g

3
[amr ] (mM)

Fig. 7 Efecto del fosfato en la inhihicidn de la enzi
ma producida por el AMP-3'.Concentraciones de
fosfato: @ 2.4mM; @ o.6mM; A 43mM.

T T T 4 T T T T T

% Actividad Residual

4 %
[AMP 7] (mM)
Fig, 8 Efecto del fosfato en 1a inhihicién dec 1a enzi
ma producida por e1 AMP-2', Concentraciones de

fosfato: @k 2.4mM: @l 9.6mM; @ 43mM.
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del proceso de inhihicién por \WP-2' y disminuve las -
Ki de AMP-2' y AMP-3'. Por encima de esta concentra---
cidn el efecto se invierte en amhos casos.

I'm 1a figura 9 se muestran los resultados
obtenidos para ¢l dI'P, Tn este caso. puede apreciarse
una activacién muy déhil, asi como una dependencia de
ésta con la concentracién de fosfato. A una concentra-
cién de fosfato 9,6mM &1 nivel de activacién es minimo
alcanzando tGnicamente un valor del 16N%, mientras que
a otras concentraciones se llega a un 200% de la acti-
vidad residual. Fl1 proceso nresenta cooperatividad no-
sitiva, como puede verse en una representacién de in=-
versos, aunque disminuve a altas concentraciones de --
fosfato.

Los resultados ohtenidos con el dAMP a di-
versas concentraciones de fosfato se muestran en la fi
gura 10. Puede apreciarse aue a elevadas concentracio-
nes de dAMP, se produce una disminucidén de la activa--
cién inducida en la enzima. la concentracién de JdAMP -
precisa para el comienzo de esta segunda regién de 1la
curva de activacién es funcién de la concentracién de
fosfato, produciendose en este caso las mismas anoma--
lias descritas anteriormente.

In analisis de la figura 10, muestra que -
la primera regidén de la curva sigue el tratamiento des
crito para andlogos en la hase, lo que nos permite oh-

tener valores de K,\=7.10—5 y L,=150-200.
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Fig., 9 Tfecto del fosfato en la activacién producida
por el aATMP: BB 2,4m*: © 9,6mM ;A 14mM . @ 43m'!,
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1 2 3 2 5
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Fig, 10 Efecto del fosfato en la activacién de la enzi
ma producida por el dAMP: B 1,4m': @ 2,4m": O
9,6mM; @ 43mM
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3.2.2.2 Efecto de la Temperatura

Los resultados obtenidos, se dan en la fi-
gura 11. Puede ohservarse de la misma manera que en el
caso descrito de anidlogos en base, una discontinuidad
aproximadamente a 16°C aunque en este caso existen di-
ferencias muy netas entre el dAMP y dIMP y los demis -
compuestos.

Los resultados indican que la temperatura
de transicidén no se ve modificada apreciablemente por
alteraciones en el entorno de los sitios de unién de -
AMP en la enzima, aunque son capaces de producir gran-
des modificaciones en la activacién, valoracién de cis
teinas lentas y agregacién, a excepcién del caso del -
dAMP,

3.2.2.3 Estudios de didlisis

Los resultados indican que el dIMP despla-
za muy mal el AMPC14 a 25°, lo que esta en discrepan--
cia con los valores obtenidos a 4° por Buc y col.(47),
pero- que quizd puede explicarse ante el comportamiento
anormal de dicho compuesto, que no es capaz de recono=
cer la transicién inducida por la temperatura.

Por otra parte el AMP-2' y AMP-3' despla--
zan completamente a 25°C al AMP radioactivo, mientras
que el dAMP dnicamente es capaz de desnlazarle en un -
5n%, de acuerdo con los resultados ohtenidos a 4°C(47)
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Fig. 11 Efecto de la temperatura sobre los valores de

K1/2 de activacién o inhibicién.
Las constantes de semidesplazamiento se --
dan en la tabla XI

TABLA XI
Valores de las constantes de semidesplazamiento de --
ampe 14
P 4 .
Nucleébtido 10 K1/2 K1/2 relativa
AMP 1,2 1
AMP-2" 1,25 34
AMP-3! 1,55 37
dAMP 4 17
dIMP 10 36

El estudio del desplazamiento del inhibhi--
dor alostérico, como en el caso anterior, da lugar a -
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competiciones, con constantes idénticas a las del AMP.
Sin embargo existe en estos compuestos una profunda di
ferencia en su comportamiento con respecto al inhihi--
dor alostérico, glucosa-6-fosfato. En todos los casos,
son capaces de producir un desplazamiento de dGnicamen-
te un 50%, lo cual es indicativo del importante papel

de los grupos -NH de la ribosa y del fosfato, en esta

competicién especifica.

3.2.2.4 Valoracién de cisteinas

Las curvas de proteccién de las dos cistei
nas lentas presentan un hahito diferente, sigmoideo o
hiperbdlico, para los diferentes nucledtidos. Asi la -
valoracién del grupo -SHZ por el IMP y de los dos -SH
lentos por el dIMP y dAMP siguen una variacién hiperbd
lica.

En la tabla YITI se han resumido las cons--
tantes de titulacién de los grupos (SH1) y (SHZ). Los
valores del porcentaje de proteccidédn maxima,p, de cada
SH por cada nucledétido, se han ohtenido a partir de 1la
relacidén entre el valor de la constante de velocidad -
a alta concentracién de nucleéedtido y la constante de -
velocidad de valoracién de ese SH por DTNB cuando se -
halla la enzima sola, sin nucleétido en disolucién.
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TABLA XIT
Resultados de l& proteccidén de los SH lentos contra --
DTNB a 25°C

Nucledtido 107K, . (stp)  p 104K1/2(SH2) P
AMP 4,7 75 3,3 75

IMP 6.5 52 2,8 50
dAMP 8.4 87 5.7 92
dIMP 7.5 35 2.8 50
AMP-2" 6.7 58 9.2 65
AMP-3 ! 5.7 52 2.5 50
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3.3 MODIFICACION DE TIROSINAS

3.3.1 USO DE TNM

3.3.1.1 Inactivacién

Con el fin de que el marcaje con TNM fuese
lo mds selectivo posible se utilizaron relaciones de -
TNM/F de 1 a 10 (figura 12). Si la relacién era peque-
fla, no se consegufa una pérdida total de actividad, --
ain despues de cinco horas de reaccién, alcanzidndose -
una inactivacién 1limite a las tres horas. Con el fin <
de revertir en lo posible 1la oxidacién de grupos SH, -
en todos los casos la reaccién se paraba con MF, incu-
bindose en este medio durante dos horas,

Como se puede apreciar en la figura 13, 1la
enzima es protegida totalmente de la inactivacién a re
laciones molares de TNM/F suficientemente pequefias, --
aunque al aumentar dicha relacién decrece la efectivi-
dad de la proteccidn. En las condiciones en que se con
sigue una total pérdida de actividad, la presencia de
AMP protege a la enzima de forma que idnicamente se con

sigue un 50% de la inactivacién, aproximadamente.

3.3.1.2 Estudio de tirosinas y cisteinas

Despues de la reaccidén con TNM y previamen
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Fig. 12 Inactivacién de fosforilasa por tratamiento --
con TNM a pl=8.Fosforilasa:7.9uM. Tiempo de --
reaccién: ©Q 20; @ 50; A 135y A 270 min

te a la determinacién del nimero de ambos restos amino

dcidos, el exceso de reactivo y productos que interfe-
rian en la medida se eliminaban mediante una columna -

de sephadex G-25.

Los resultados de la determinacién del ni-

mero de nitrotirosinas se han resumido en la figura 14

Puede ohservarse que para conseguir la modificacién de

un resto de tirosina, es necesario utilizar una rela--

cién TNM/F igual a 10 para los tiempos de incubacién -
utilizados (2 horas).
Fn la misma figura se puede observar que -

la inactivacién de la enzima se debe principalmente a
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100 ' 200
Tiempo {min.)
Fig. 13 Efecto del AMP sohre 1la inactivacién de la fos

forilasa tratada con TNM a pH 8.Fosforilasa
8.0uM. Relaciones TNM/fosforilasa: (O) 2.6 con
AMP 2mM; (@) 2.6 sin AMP; (f4) 6.0 con AMP 2mM;
y (M) 6.0 sin AMP.
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Fig. 14 Inactivacién y modificacién de tirosinas y cis
teinas, por monémero de enzima, en funcién de
l1a relacién molar TN\M/F. (@) inactivacién; (O)
n® de tirosinas; (A) n° de cisteinas modifica-

das.
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la modificacidén de los grupos -S!l de la fosforilasa, y
linicamente cuando la pérdida de actividad es superior
a un 70%, comienza a ser significativa la modifieacidn
de tirosinas.

El AMP protege, de su titulacién, a un gru
po SH y sblo parcialmente a una tirosina, lo cual hace
suponer que en el sitio de unidén del AMP a la enzima -
se encuentran implicados ambos residuos, o bien que --
existe una cierta interrelacién entre ellos.

Una estimacién de 1la unién del AMP a la en
zima que habia reaccionado con TNM {t=2h. TNM/F=10) se
realizé por cromatografia de gel, ohservando que sdlo
se fijaba un 42% del que se unia a la enzima nativa en

las mismas condiciones.

3.3.2 USO DE LA _SAL DE FREMY

Antes de efectuar el marcaje en la fosfori
lasa, se ha estudiado su posihble reaccidén con tirosina,
mercaptoetanol, cisteina y PLP. En todos los casos 1la
reaccién se ha efectuado de tal forma que la relacién
sal de Fremy/compuesto fuera igual a 10. Unicamente la
reaccidén resultd positiva en el caso de la tirosina. -
E1 producto obtenido presentaba dos handas de absor---
cién con midximo a 300 y 450 nm, correspondientes al 2-
carboxi-5,6 dihidroxi indol, formado por ciclacidn in-
tramolecular a través de una reaccidén de adicidén (22).
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3.3.2.1 Inactivacién

A concentracién alta de reactivo, se produ
ce una pérdida total de actividad, incluso con peque--
fios tiempos de reaccién. No ohstante, a relaciones mo-
lares SF/F no superiores a 10, la inactivacién era com
pleta unicamente a los 45 minutos (figura 15), pudien-
dose estimar el periodo de semirreaccién en unos cinco
minutos. En repetidas ocasiones se verificé que la pér
dida de actividad no era reversihle por incubacién de
la enzima marcada con ME, durante 1 hora a 30°C.

El espectro de la enzima marcada posee un
maximo a 500 nm, un homhro a 380 y una tercera handa a
310-320 nm, dificil de determinar dada la fuerte ahsor

cién que en esta regidén presenta el PLP de la enzima.

00 T T T T
80 - -
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20p= -
1 i .‘1‘ A
10 20 0 40
Tiempo (min)

Fig. 15 Inactivacién de fosforilasa (c=11.8uM) por tra
tamiento con sal de Fremy a pH=7.5. Relacién -
molar sF/F = 9,3,
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Dichas bandas permanecian despues de pasar la mezcla --
de reaccién por Sephadex G-25. La handa a 380 nm (22)

seria atribuible a la o-henzoquinona, siendo por ahora

desconocido el origen de las bandas de 500 y 310-320 -

nm.

3.3.2.2 Proteccidén por AMP

Como puede observarse en la figura 16, el
AMP a una concentracién 1mM ejerce una proteccidn sen-
sihle sobre la enzima, ya que alin a relaciones de sF/F
del orden de 10, la enzima conserva una actividad del
75%.

Con ohjeto de aclarar si la proteccién ---
ejercida por el AMP tiene alguna relacién con las tiro
sinas oxidadas simultidneamente a la desactivacién, se
estudié paralelamente a este proceso el niimero de tiro
sinas modificadas por ahsorcidn ultravioleta. Los rez-

sultados se muestran en la tabla XIII.

TABLA XIII
Influencia del AMP sohre la inactivacién y oxidacién -
de tirosinas, de la fosforilasa tratada con sal de Fre
my.

AMP (mM) actividad (%) n°® tirosinas
modificadas
0,0 0,0 1,8
1,0 75 0,4

fosforilasa, 11uM. Relacidén molar sF/F=10.

El comportamiento de la enzima, parece ser
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diferente a bajas y altas concentraciones de enzima, -
(49), razén por la cual hemos efectuado las mismas ex-
periencias anteriores a una concentracién de enzima de
30uM. Los resultados pueden ohservarse en la tabla XIV

La proteccidn ejercida ahora por el AMP --

frente a la inactivacién es mucho menos efectiva.

TABLA X1V
Inactivacién de la enzima por sal de Fremy.

AMP (mM) actividad (%) n°tirosinas
modificadas
0,0 0 4
1,0 10 3

fosforilasa, 30uM. Relacién molar sF/F = 11,

10—

;:50— -
- 1
o
-
el
3 wp o
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L ¢
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Fig. 16 Inactivacién de fosforilasa (c=11,8uM) por tra
tamiento con sal de Fremy a pH 7,5, durante 45
minutos.
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3.3.2.3 Cinética de reaccibn

Fué seguida ohservando el aumento de abhsor
bancia a 500 nm. El’'periodo de semirreaccién coincide
con el encontrado para la pérdida de actividad en fun-
cién del tiempo. Los resultados pueden ajustarse a una
cinética de pseudo primer orden con una constante de -
velocidad k=970 min~' u~'
ria a la oxidacién de las pricticamente dos tirosinas

. Esta cinética corresponde--

que son modificadas en estas condiciones.

La cinética de 1la reéccién, seguida a 5n0
nm, a concentraciones altas de enzima, ofrece caracte-
risticas diferentes.

Asi, usando la misma relacién molar sF/F -
igual a 10, cuando la concentracidn de fosforilasa es
del orden de 13uM, ohtenemos una sola etapa en la ciné
tica. No obstante cuando la concentracidén es del orden
de 50uM, se pueden distinguir dos etapas, una de ellas
con una velocidad similar a la encontrada a haja con--
centracién, k=660 min~! w7 y otra con una constante -
de velocidad un poco inferior k=210 min ! M1,

Evidentemente estos resultados demuestran
que el comportamiento de la enzima a alta concentra---
cién es diferente del que presenta a concentraciones -

inferiores a 15uM.
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4. DT SCUSTION

4,1 SITIO DEL PLP

4.,1.1 MODO _DE UNION A LA ENZIMA

Los resultados obtenidos demuestran que el
aducto formado por PLP y hexilamina en disolventes apo
lares es una base de Schiff y no una carbinolamina.Por
ello los trabajos que demostraban que en la fosforila-
sa y en este aducto existian las mismas estructuras, -
conducen a la reafirmacién del modelo propuesto para -
la unién del PLP a fosforilasa ( 8).

Ademds este modelo nos permite medir la po
laridad del sitid de unién del PLP a fosforilasa que =
resulta ser de Z=69,8. La enzima reducida tiene la hol
sa hidroféhica algo mids ahierta Z=81. Lste mismo mode-
lo nos permite calcular la polaridad del sitio T del -
complejo PLP-alhiimina como Z=75 y la del sitio II, mu-
cho mids ahierto como Z=87.

En otras enzimas en las que el PLP estid --
unido en forma de base de Schiff se puede calcular la
polaridad de la bolsa de una manera simple con este mo
delo, midiendo la relacidén de ahsorbancias a 335 y 415
nm.

4.1.2 POLAPNGRATTA
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SH lentos han de hallarse relacionados con los fendme-
nos asociados a la interaccidén de 1a adenina con la en
zima. Fsta conclusidén se ve apoyada por el hecho de --
que '"'solo" la modificacidén en el N(1) del anillo de --
adenina, es la que provoca la mis drdstica disminucidn
en el porcentaje de proteccidon midxima de amhos grupos
SH. En el caso de andlogos en hase, amhos SH lentos --
eran protegidds exhihiende caracteristicas de coonera-
tividad positiva en el proceso de proteccién en fun---
cién de la concentracién de nulcedtido. F1 TMP sin em-
bargo aunque es un anidlogo en hase del AMP presenta un
comportamiento diferente del de los demds va que el 2°
grupo'SH no es protegido cooperativamente en este caso
lo cual permite concluir que las diferencias en el pro
ceso de activacidén del AMP e TMP provienen de una dife
rente accidn estructural de éste sobre la enzima que -
conduce a un estado conformacional dimérico en el caso
del IMP incapaz de tetramerizar. lLa cooperatividad en
los procesos de proteccién de los SH lentos se pierde
completamente en el dAMP y dIMP, aunque no. en: los inhi
hidores AMP'2 y AMP'3; 1o cual demuestra que la coonc-
ratividad en las transiciones conformacionales no ha -
de corresponder necesariamente con la cooperatividad -
en los procesos cataliticos ni con la elevacidn o dis-
minucidén de la velocidad de 1a catdlisis.

Al comparar las constantes cinéticas ¥a o
¥i relativas de los diferentes nucledtidos cstudiados
a 4°C y 25°C se ohserva que el estado conformacional -
estahilizado a haja temperatura (<16°C) presenta una -
mayor selectividad estructural hacia las tres partes -

de la molécula de AMDP,
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4,2 SITIO NFI, AMP

4.2.1 ANALOGOS EN LA BASF

La activacién de estos andlogos puede estu
diarse segin el modelo de Monod (45).

Los resultados (tablas VII a IX) podrfan -
interpretarse suponiendo que la enzima se une directa-
mente al nucledétido por el nitrégeno 1 del anillo de -
adenina, o bien que la interaccidén fosforilasa h-andlo
go de AMP se debe principalmente al caricter aromatico
del anillo de adenina. Contra esta illtima hipétesis --
hay que objetar sin embargo la mcnor afinidad de los -
derivados N-6Me AMP y C1AMP,

Los nucleétidos poseen mayor afinidad para
la enzima a temperaturas menrores de 16-18°C, 1o cual -
hace pensar en un cambio conformacional a estas tempe-
raturas. Liste camhio se ohserva con casi todos los ana
logos, por 1lo qué nos inclinamos a pensar que dehe ser
una propiedad de la enzima mas que del complejo rucled
tido-enzima.

La valoracién de las dos cisteinas lentas
a 25°C es diferente de la ohtenida a 4°C (47) en pre--
sencia de AMP 1mM. Bajo las tltimas condiciones, la en
zima estd en forma tetramérica. Para dilucidar la ra--
z6n de las discrepancias, hemos titulado las cisteinas
con NDTNB a 25°C bajo condiciones de tetramerizacién --
(10’2W AMP y 2,58 mg/ml de enzima), coincidiendo per--

fectamente. I's decir, en el estado tetramérico, Gnrica-
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mente es posihble titular un SH por mondmero. Las dos -
formas mds simples de explicar la no reactividad de es
te grupo Sl podrian ser, que se hiciera inaccesihle al
NTNB o bien que se forme un puente disulfuro. Tn el --
proceso de tetramerizacidn inducido por el AMP se ha -
encontrado un valor entdlpico de -69 Kcal/mol (49) que
coincide con el de formacién de puentes disulfuro (-67
Kcal/mol). Por otro lado de los datos de Wang puede de
ducirse que el calor dehido al proceso de tetrameriza-
cién (en presencia de f-mercaptoetanol, y por lo tanto
sin implicar los SII) es mucho menor (51). Por lo tanto
aunque es dificil decidir entre ambas positilidades, -
podemos decir razonahlemente que posihlemente ocurra -
la segunda hipdtesis.

Si se comparan los resultados ohtenidos en
la tahla VITI, estada claro que pequefias variaciones en
la unién de la base dan lugar a un gran camhio en la -
afinidad de la enzima hacia el fosfato, 1o cual tinica-
mente puede cntenderse si el sitio de unidén del AMP y

el fosfato, se encuentran nréximos en la enzima.

4.2.2 ANALOGOS EN OTRA PARTE DE LA MOLECULA

Fn este caso puede observarse que la valo-
racién de los grupos cisteina lentos de la fosforilasa
h en presencia de los diferentes andalogos de AMP mues-
tran que los camhios conformacionales producidos son -
muy diferentes, siguiendo la proteccién mecanismos muy
diferentes. La comparacién de estos resultados con los

de andlogos en base, permiten concluir que los grupos
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l.os complejos PIP-cistefna, las hases de -
Schiff del PLP, y el mismo PLP, presentan, en Jdisolu--
cién acuosa, ondas con potenciales de onda media meros
negativos aue -1,0 volts. Si en la enzima o en el com-
plejo PLP-alhiimina (sitio T) se encontrara presente al
guna de las estructuras representadas por estos comple
jos en medio acuoso, deberiamos ohtener una onda a :--
csns potenciales. Puesto que no ocurre asi, podemos --
concluir que dichas estructuras no se encuentran en la
enzima unicndo al PLP., Fsto signiflicaria que el sitio
del PLP en fosforilasa, asi como el del PLP en albdmi-
na (sitio I) no tiene cardcter hidrolflico, confirman-
do los resultados de espectroscopfia y [luorescencia.

I'l complejo PLP-alhiimina (sitio TT) presen
ta una onda a un potencial préximo a -92,9 volts. Tsto
sugiere que la fosforilasa en un medio "deformante' co
mo el citrato de imidazol 9,4 M Jdebe dar una onda pola
rografica a pll neutro. Tfectivamente a »l! reutro, v a
haja temperatura, se o»tiene una onda con un potencial
de onda media préximo a -1,95 volts, mientras aue, en
las mismas condiciones, la apoenzima siguc cdando la on
da catalitica a potenciales de -1,1 volts.

Podemos, ahora, dar una explicacidn al he-
cho de que tanto la enzima como el complejo PLP-albhiimi
na (sitio I) no puedan ser reducidos con NaBH,, a pH -
neutro: la especie activa del Napi, en agua, BHS,(SH),
tiene un potencial anédico de onda media de -0,64 volt
siendo por consiguiente imposihle, por razones termodi
namicas, la reduc¢idn a nl' neutro del PP tanto en el

complejo PLP- alhiimina (sitio T), como en fosforilasa.
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4.3 MODIFTCACTON O1TTMTICA

4.3,.1 USO DE TNM

Como consecuencia de los experimentos des-
critos en 3.3.1, se encontrd que era necesaria una re-
lacién molar TNM/F al menos igual a 10 para conseguir
la total inactivacidn, pues relaciones molares inferio
res conducfan a inactivaciones parciales (fig. 12). --
Usando aquella relacién, el tiempo necesario encontra-
do era de dos a tres horas. Nicho tiempo coincide con
el necesario para conseguir una estahilidad en el in--
cremento de ahsorhancia a 380 nm.

Nicho tratamiento da lugar a la modifica--
cién de una tirosina v cuatro cisteinas, cuando la ---

inactivacién es total.

4,3.2 1JSO DE SAL DC FREMY

l.La inactivacién de la enzima era practica-
mente completa cuando se utilizaba una cantidad de sal
de Fremy tal que la relacidén molar sF/F era aproximada
mente igual a 10. Utilizando estas condiciones se rea-
1iz6 el espectro de la enzima tratada con sal de Fremy.
apareciendo tres bandas, con midximos a 310-320 nm.,380N
nm, y 500 nm., La bhanda que aparecia a 380 nm, lo hacia

en todas las condiciones en que se realizaron los expe
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)
rimentos, utilizando diversas concentraciones de enzi-
ma y de sal de Fremy, e incluso cuando la fosforilasa
se "ahria'" con altas concentraciones de guanidina. Fs-
ta banda, ademis, resultaha ser proporcional al nimero
de tirosinas que se modificaban con sal de Fremy, deter
minadas por andlisis de aminodcidos y por el método de
Edelhoch (52). Por estas razones, esta tiltima handa fué
la que se utilizé en el cdlculo del nimero de tirosi--
nas que se modificaban por el tratamiento con sal de -
Fremy, habiendose obtenido un ¢ de 700 a 380 nm.

Con este reactivo se ha podido comprohar -
que existen 34 tirosinas por mondmero. Ne ellas 16 es-
tan ocluidas en el interior de la proteina y son inac-
cesibles a este reactivo. Ne las otras diez y ocho s6-
lo dos son muy reactivas y son decisivas en mantener -
la actividad catalitica de la enzima, pues su modifica
cién es concomitante con la pérdida de la actividad ca
talitica. Por otra parte, la presencia de AMP protege
a la enzima de la citada pérdida de actividad, y, si--
multineamente, de la reaccién de las dos tirosinas aque
se modifican en ausencia de AMP, en una extensién simi
lar. Este resultado contrasta con el ohtenido por Caca
ce et. al. (20), quienes por reaccién a temperatura or
dinaria con N-acetilimidazol, encuentran que el AMD no
protege de la pérdida de actividad, aunque si lo hace
de la reacéfén de algunas tirosinas. Por el contrario,
a 0°C el AMP protege de la inactivacién y de la reac--
cién de dos tirosinas con N-acetilimidazol.

Ambos hechos: inactivacién y proteccién --
por AMP implican que 1-2 tirosinas se encuentran en el
sitio catalitico, en el sitio del AMP, o hien en un si
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tio con fuertes interacciones heterotrépicas sobre el
activador alostérico. Teniendo en cuenta que una tiro-
sina se ha encontrado en el néptido implicado en la --
unidn del AMP a la fosforilasa (53), nos inclinamos --
por la posibhilidad de que 1-2 tirosinas se encuentren
en el sitio del efector. Ambas tirosinas no son cinéti
camente distinguibles, pero cuando se utiliza un reac-
tivo como el TNM, solamente puede ser modificada una -
tirosina como midximo, indicando esto que posibhlemente,
de las dos tirosinas modificadas con sal de Fremy, una
de ellas es mids reactiva que la otra y iinicamente se¢ -
pueden diferenciar cuando se utiliza un reactivo que -
presenta menos afinidad por tirosinas que la sal de --
Fremy, como es el TNM, No se puede desechar, nor consi
guiente, la posibilidad de aque sea solamente una, la -
tirosina que estd implicada en el sitio del AMP,
Cuando se utilizan concentraciones muy di-
ferentes de enzima, los resultados no son comparahles
totalmente. Muy recientemente uno de los autores ha en
contrado evidencia de que la enzima presenta un compor
tamiento distinto a 1o largo del rango de 1-5 mg/ml a
temperatura amhiente (49). Como se deduce de estos re-
sultados, cuando la concentracidén de fosforilasa es su
perior a 3 mg/ml observamos que el efecto de protec---
cién que ejerce el AMP pricticamente desaparece y, ade
mis, los resultados de la determinacién del niimero de
tirosinas modificadas son diferentes en este rango de
concentracidén. FEvidentemente se hace necesario prolon-
gar estos estudios utilizando otros paridmetros adicio-

nales que pudieran dar mas luz a este hecho.



56

BIBLIOGRAFIA

1.- Fischer, E.H., Pocker, A. y Saari, J.C. (1970). ~--
Essays Biochem. 6, 23.

2.- Graves, J.D. y Wang, J.H. (1972). The Enzymes (Ed.
P.D. Boyer) 7, 435.

3.- Sygusch, J., Madsen, N.B., Kasvinsky, P.J. and Flet
terick, R.J. (1977). Proc. Natl. Acad, Sci.USA, 74,
4757.

4.- Johnson, L.N., Weber, I.T., Wild, D.L., Wilson, K.
S. and Yeates, D.G.R. (1978). J. Mol. Biol.118,579.

5.- Titani, K., Koide, A., Hermann, J., Ericsson,L.H.,
Kumar, S., Wade, R.D., Walsh, X.,A., Neurath, H.and
Fischer, E.H. (1977). Proc.Natl. Acad. Sci. USA, -
74, 4762,

6.- Kent, A.B., Krebs, E.G. y Fischer, E.H. (1958). J.
Biol. Cem., 232, 549.

7.- Cortijo, M., Steinberg, I.Z, y Shaltiel, S.(1971).
J. Biol. Chem., 246, 933. '

8.- Shaltiel, S. y Cortijo, M. (1970). Biochem.Biophys.
Res. Comm., 41, 594,

9.- Honikel,K.0., y Madsen, N.B. (1972). J. Biol. Chem.

247, 1057,

10.-Green, A.A.5 Cori, G.T. y Cori C.,F. (1942). J.Biol.
Chem., 142, 447,

11.-Green, A.A, vy Cori,G.T.(1943).J.Biol.Chem.,151,21.

12.-Helmreich,E. y Cori,C.F. (1964). Proc. Natl.Acad.
Sci., U.S., 51, 131.

13.-Buc,M.H. y Buc,H.(1967) Fed. Eur. Biochem. Soc. --
Meet., 4th, 109.

14,-Zarkadas,C.G., Smilljie,L.B. (1970).Can. J. Biochem.
48, 763.



15

16

17

18

19

20

21

22

23
24

25

26

27

28

29

30

57

.-Battell ,M.L., Zarkadas,C.G., Smillie,L.B. y Mad - -
sen,N.B. (1968).J. Biol. Chem., 243, 6202,

.-Huang,C.Y. y Madsen,N.B. (1966).Biochemistry,§, -
116.

.-Philip,G., y Graves, D.J. (1968). Biochemistry,?7,
2093.

.-Fasold,H., Keller,F., Halbach,M. y Helmreich,E. -
(1969). Federation Proc., 28, 847.

.~-Anderson, R.A. y Graves,D.J. (1972). Federation -
Proc. 31, 833,

.-Cacace,M.G., DNiprisco,G. y Zito, R. (1976). Febs
letters, 62, 338.

.-Riordan,J.F., Sokolovsky,M. y Valle, B.L. (1967).
Biochemistry, 6, 3609.

.-Dukler,S., Wilchek,M. y Lavie,D., (1971), Tetrahe-
dron 27, 607.

.-Sizer,I.W. (1953). Adv. in Enzymology, 14, 129.

.-Fischer,E.H., Krebs,E.G. v Xent,A.B, (1958). Bio-
chem. Prep., 6, 68.

.-Krebs,E.G., Love,DN.S., Bratvold,G.E., Tryser,K. -
A., Meyer,W.L. y Fischer,E.H. (1964). Biochemis--
try, 3, 1022.

.-Fischer,E.H., y Krebs,E.G. (1958). J. Biol.Chem.,
231, 65,

.-Seery,V.L., Fischer,E.H. y Teller,D.C. (1967). --
Biochemistry, 6 , 3315.

.-Shaltiel,S., Hedrick,J.L. y Fischer,E.H. (1967) .
Methods Enzymol., 11, 675.

.-Dempsey,W.B. y Christensen,H.N. (1962).J. Biol. -
Chem., 237, 1113.

.-Jonas,A. y Webher,G.(1971). Biochemistry,10, 1335,



58

31.-Chen,R.F., (1967).J. Biol. Chem., 242, 173.

32.-Sober,H.A. (Ed.). (1973)."Handbook of Biochemis--
try'", Cleveland, CRC press.

33.-Peterson,E.A. y Sober,H.A. (1954) J.Am.Chem.Soc.
76, 169.

34,-Helmreich,E. y Cori,C.F. (1964). Proc.Natl.Acad..
Sci. 51, 131.

35.-Hedrick,J.L. y Fischer,E.H, (1965).Biochemistry,
4 , 1337.

36.-Palter,K. y Lukton,A. (1973).Anal. Riochemistry,
53 , 613.

37.-Ellman,G.L. (1958).Arch.Biochem.Biophys.,74,443.

38.-Kosower ,E.M, (1968)."Physical Organic Chemistry",

Wiley, London.
39.-Llor,J. and Cortijo,M. (1977)J.C.S.Perkin II,1111,
40.-Turchin,K.F., Bystrev,V.F., Karpeisky,M.Ya., 01--
khovoy,A.S., Florentiev,V.L. y Sheinker,Yu.N. ---
(1968) en ”Proceédings of the IUB Symposium on Py

ridoxal Catalysis:Enzymes an Model Systems, Inter

science'", N.York, p-67. ) _

41,-Abbot,E.H. y Martell,A.E. (1970) J.Am.Chem.Soc. -
92 , 1754, _

42.-Llor,J. (1973). Tesis Noctoral, Universidad Murcia

43, -Manousek,0. y Zuman,P. (1964). Collection Czech.
Chem. Comm., 29 , 1718. 93.

44 .-Xolthoff,I.M. y Lingane, (1952)."Polarography’". -
Interscience. N. Y. p. 291,

45.-Monod,J., Wyman,J. y Changeaux,J.P. (1965).J.Mol.
Biol., 12, 88.

46,-Buc,H.(1967) Biochem.Biophys.Research.Comm.28,59.

47 .-Morange,M., Garcia Blanco,F., Vandenbunder,B. y -
Buc,H.(1976) .Fur.J.Biochem. 65, 553.



59

48 ,-Kastenschmidt,L.L., Kastenschmidt,J. y Helmreich
E. (1968). Biochemistry, 7 , 4543,

49, -Merino,C.G., Garcia Blanco,F. y Laynez,J.(1976)
Febbhs Letters, 67, 9.

50.-Gardiner,J.A., Collat,J.W. (1965). J.Am.Chem.Soc
87 , 1692.

51.-Ho,H.C., y Wang,H. (1973) Biochemistry,12, 4750.

52.-Edelhoch,H. (1967).Biochemistry, 6 , 1948,

53.-Anderson,R.A., Parrish,R.F. y Graves,D.J.(1973).
Biochemistry, 10 , 1901,



Fundacion Juan March (Madrid)



FUNDACION JUAN MARCH
SERIE UNIVERSITARIA

10.—

11—

12.—

13—

14—

Titulos Publicados:

Semantica del lenguaje religioso./ A. Fierro

(Teologia. Esparia, 1973)

Calculador en una operacién de rectificacién discontinua.] A. Mulet
(Quimica. Extranjero, 1974)

Skarns en el batolito de Santa Olalla.| F. Velasco
(Geologia. Espafia, 1974)

Combustion de compuestos oxigenados.|J. M. Santiuste
(Quimica. Esparia, 1974)

Peliculas ferromagnéticas a baja temperatura./ José Luis Vicent Lépez
(Fisica. Esparia, 1974)

Flujo inestable de los polimeros fundidos. | José Alemdn Vega
(Ingenieria. Extranjero, 1975)

Mantenimiento del higado dador in vitro en cirugia experimental./
José Antonio Salva Lacombe (Medicina, Farmacia y Veterinaria. Esparia, 1973)

Estructuras algebraicas de los sistemas Iégicos deductivos. | José Pld Carrera
(Matematicas. Espafia, 1974)

El fenbmeno de inercia en la renovacion de la estructura urbana./
Francisco Ferndndez-Longoria Pinazo ( Urbanizacién del Plan Europa 2.000
a través de la Fundacion Europea de la Cultura)

El teatro espariol en Francia (1935-1973).] F. Torres Monreal
(Literatura y Filologia Extrajero, 1971)

Simulacién electronica del aparato vestibular./ J. M. Drake Moyano
(Métodos Fisicos aplicados a la Biologia. Esparia, 1974)

Estructura de los libros esparioles de caballerias en el siglo XVI./
Federico Francisco Curto Herrero (Literatura y Filologia. Espafia, 1972)

Estudio geomorfoldgico del Macizo Central de Gredos./
M. Paloma Ferndndez Garcia (Geologia. Esparia, 1975)

La obra gramatical de Abraham Ibn ¢ Ezra./ Carlos del Valle Rodriguez
(Literatura y Filologia. Extranjero, 1970)



15—
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17—

18—

19.—

20.—

21—

22.—

23.—

24.—

25—

26.—

27—

28.—
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Evaluacién de Proyectos de Inversion en una Empresa de
produccion y distribucién de Energia Eléctrica./
Felipe Ruiz Lopez (Ingenieria. Extranjero, 1974)

El significado teérico de los términos descriptivos.| Carlos Solis Santos
(Filosofia. Espafia, 1973)

Encaje de los modelos econométricos en el enfoque objetivos-instrumentos
relativos de politica econdmica. | Gumersindo Ruiz Bravo
(Economia. Espafia, 1971)

La imaginacién natural (estudios sobre la literatura fantdstica
norteamericana)./ Pedro Garcia Montalvo
(Literatura y Filologia. Extranjero, 1974)

Estudios sobre la hormona Natriurética./ Andrés Purroy Unanua
(Medicina, Farmacia y Veterinaria. Extranjero, 1973)

Andalisis farmacolégico de las acciones miocardicas de bloqueantes
Beta-adrenérgicos. [ José Salvador Serrano Molina
(Medicina, Farmacia y Veterinaria. Esparia, 1970)

El hombre y el diseio industrial. | Miguel Durdn-Lériga
(Artes Pldsticas. Esparia, 1974)

Algunos topicos sobre teoria de la informacion. | Antonio Pascual Acosta
(Matematicas. Espafia, 1975)

Un modelo simple estdtico. Aplicacion a Santiago de Chile./
Manuel Bastarreche Alfaro (Arquitectura y Urbanismo. Extranjero, 1973)

Moderna teoria de control: método adaptativo-predictivo.
Teoria y realizaciones. | Juan Manuel Martin Sdnchez
(Ingenieria. Esparia, 1973)

Neurobiologia (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones biologicas 1977)

Genética (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones bioldgicas 1977)

Genética (I Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones biolégicas 1977)

Investigacion y desarrollo de un analizador diferencial digital
(A.D.D.) para control en tiempo real.| Vicente Zugasti Arbizu
(Fisica. Espafia, 1975)

Transferencia de carga en aleaciones binarias./ Julio A. Alonso
(Fisica. Extranjero, 1975)

Estabilidad de osciladores no sinusoidales en el rango de
microondas.| José Luis Sebastidn Franco
(Fisica Extranjero, 1974)
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41—

42.—

43—
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Estudio de los transistores FET de microondas en puerta comun./
Juan Zapata Ferrer. (Ingenieria. Extranjero, 1975).

Estudios sobre la moral de Epicuro y el Aristételes esotérico./
Eduardo Acosta Méndez. (Filosofia Espafia, 1973).

Las Bauxitas Espafiolas como mena de aluminio./
Salvador Ordériez Delgado. (Geologia. Esparia, 1975).

Los grupos profesionales en la prestacion de trabajo. obreros y
empleados. [Federico Durin Lopez. (Derecho. Esparia, 1975).

Obtencion de Series aneuploides (monosomicas y ditelosémicas)
en variedades espariolas de trigo comiin. [Nicolds Jouve de la
Barreda. (Ciencias Agrarias. Esparia, 1975).

Efectos dindamicos aleatorios en tiuneles y obras subterrineas./
Enrique Alarcon Alvarez. (Ingenieria. Esparia, 1975).

Lenguaje en periodismo escrito. [Fernando Ldzaro Carreter,
Luis Michelena Elissalt, Robert Escarpit, Eugenio de Bustos.
Victor de la Serna, Emilio Alarcos Llorach y Juan Luis Cebridn.
(Seminario organizado por la Fundacién Juan March los dias
30y 31 demayo de 1977).

Factores que influyen en el espigado de la remolacha azucarera,
Betavulgaris L. [José Manuel Lasa Dolhagaray y Antonio
Silvan Loépez. (Ciencias Agrarias. Esparia, 1974).

Comp acidad numerable y pseudocompacidad del producto de

dos espacios topoldgicos. Productos finitos de espacios con
topologias proyectivas de funciones reales. [José Luis Blasco Olcina.
(Matematicas. Esparia, 1975).

Estructuras de la épica latina. /M2 del Dulce Nombre
Estefania Alvarez. (Literatura y Filologia. Esparia; 1971).

Comunicacion por fibras opticas. [Francisco Sandoval
Herndndez. (Ingenieria. Esparia, 1975).

Representacion tridimensional de texturas en chapas
metdlicas del sistema cubico. [José Antonio Pero-Sanz Elorz.
(Ingenieria. Esparia, 1974).

Virus de insectos: multiplicacion, aislamiento y bioensayo
de Baculovirus. /Cdndido Santiago-Alvarez.
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976).

Estudio de mutantes de saccharomyces cerevisiae alterados
en la biosintesis de proteinas. [Lucas Sdnchez Rodriguez.
(Biologia. Espafia, 1976).
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53—

54.—
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57—

58—

Sistema automatico para la exploracion del campo visual.
José Ignacio Acha Catalina. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Esparia, 1975).

Propiedades fisicas de las variedades de tomate para recoleccion
mecdnica./Margarita Ruiz Altisent. (Ciencias Agrarias. Espafia 1975).

El uso del dcido salicilico para la medida del pH intracelular en
las células de Ehrlich y en escherichia coli. [Francisco Javier
Garcia-Sancho Martin. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Extranjero, 1974).

Relacion entre iones calcio, farmacos iondforos y liberacion
de noradrenalina en la neurona adrenérgica periférica. /
Antonio Garcia Garcia. (Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Esparia, 1975).

Introduccion a los espacios métricos generalizados. |
Enrique Trillas y Claudi Alsina. (Matematicas. Esparia, 1974).

Sintesis de antibidticos aminoglicosidicos modificados. [Enrigue
Pando Ramos. (Quimica. Espafia, 1975).

Utilizacion optima de las diferencias genéticas entre razas en la
mejora. [Fernando Orozco y Carlos Lépez-Fanjul. (Biologia
Genética. Esparia, 1973).

Mecanismos neurales de adaptacion visual a nivel de la capa
plexiforme externa de la retina. [Antonio Gallego Ferndndez.
(Biologia Neurobiologia. Esparia, 1975).

Compendio de la salud humana de Johannes de Ketham. [M3.
Teresa Herrera Herndndez. (Literatura y Filologia. Esparia, 1976).

Breve introduccion a la historia del Sefiorio de Buitrago./Rafael
Flaquer Montequi. (Historia. Espafia, 1975).

Una contribucion al estudio de las teorias de cohomologia
generalizadas. [Manuel Castellet Solanas. (Matemdticas.
Extranjero, 1974).

Fructosa 1,6 Bisfosfatasa de higado de conejo.: modificacion
por proteasas lisosomales. [Pedro Sdnchez Lazo. (Medicina,
Farmacia y Veterinaria. Extranjero, 1975).

Estudios sobre la expresion genética de virus animales. |
Luis Carrasco Llamas.(Medicina, Farmacia y Veterinaria.
Exrranjero, 1975).

Crecimiento, eficacia bioldgica y variabilidad genética en
poblaciones de dipteros. [Juan M. Serradilla Manrique.
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1974).
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Efectos magneto-Opticos de simetria par en matales
ferromagnéticos.| Carmen Nieves Afonso Rodriguez.
(Fisica. Espafia, 1975).

El sistema de Servet. | Angel Alcald Galve. (Filosofia.
Esparia, 1974 )

Dos estudios sobre literatura portuguesa contemporanea. |
David Mourdo-Ferreira y Vergilio Ferreira. (Literatura y
Filologia, 1977).

Sistemas intermedios. [Maria Manzano Arjona. (Filosofia.
Esparia, 1975).

A la escucha de los sonidos cerca‘de Ty en el *He liquido. |
Feélix Vidal Costa.(Fisica. Extranjero, 1974).

Simulacion cardiovascular mediante un computador hibrido.
José Ramoén Farré Muntaner. (Ingenieria. Espadia, 1976 ).

Desnaturalizacion de una proteina asociada a membrana y
caracterizacion molecular de sus subunidades. [José Manuel
Andreu Morales. (Biologia. Esparia, 1976).

Desarrollo ontogénico de los receptores de membrana para
insulina y glucagon.| Enrique Blizquez Ferndndez.
(Medicina, Farmacia y Veterinaria. Esparia, 1976).

La teoria de los juegos semanticos. Una presentacion.| Juan
José Acero Ferndndez. (Filosofia. Extranjero, 1974).

El problema de la tierra en el expediente de Ley Agraria./
Margarita Ortega Lopez. (Historia. Espaiia, 1976).

Razas vacunas autdctonas en vias de extincion.
(Aportaciones al estudio genético).| Miguel Vallejo Vicente.
{Medicina, Farmacia y Veterinaria. Esparia, 1976).

Desviaciones del sistema v de la norma de la lengua en las
construcciones pronominales espafiolas. | Maria Antonia
Martin Zorraquino. ( Literatura y Filologia. Esparia, 1974 ).

Sociologia del ejército espafiol en el siglo XIX.] Fernando
Ferndndez Bastarreche. (Historia. Espafia, 1977).

La frlosofia hegeliana en la Espafia del siglo XIX. [ Juan
Francisco Garcia Casanova. (Filosofia. Espaiia, 1976 ).



73.—

74.—

75.—
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77—

78.—
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81.—

82.—
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84.—

Procesamiento de datos lingtiisticos. Modelo de traduccién automdtica
del espariol al alemdn. [Montserrat Meya Llopart. ( Literatura y Filologia.
Extranjero, 1976).

La Constitucién de 1931 y la autonomia regional. | Adolfo Herndndez
Lafuente. (Ciencias Sociales. Esparia, 1976).

Elmodelo constitucional espafiol del siglo XIX. | Miguel Artola Gallego.
(Historia, 1979).

Estudio de la susceptibilidad magnetoeléctrica en el Cr, 05 policristalino,
por el método de la constante dieléctrica. | Rafael C. Martin Pérez.
(Ciencias Fisicas. Esparia, 1970).

C-14 y Prehistoria de la Peninsula Ibérica. | M. Almagro-Gorbea,
F. Bernaldo de Quirds, G. A. Clark, R. de Balbin-Behrmann,

G. Delibes, J. J. Eiroa, U. Espinosa, M. Ferndndez-Miranda,

M. D. Garralda, A. Gonzdlez, M. Gonzdlez, F. Gusi, P. Lépez,

B. Marti, C. Martin de Guzmadn, A. Morales, A. Moure, C. Olaria,
M. Sierra y L. G. Strauss. (Reunién celebrada en la Fundacién
Juan March el dia 14 de abril de 1978).

Cultura en periodismo. [ Manuel Martin Serrano, Juan Ramdon Masoliver,
Rafael Conte Oroz, Carlos Luis Alvarez, Amando de Miguel, Manuel
Seco, José Luis Abelldin, André Fontaine. (Seminario de “‘Cultura en
periodismo”, celebrado en la Fundacion Juan March, los dias 26 y 27 de
junio de 1978).

Las Giberelinas. Aportaciones al estudio de su ruta biosintética. |
Braulio M. Fraga Gonzdlez. (Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976).

Reaccién de Amidas con compuestos organoaluminicos. | Maria Dolores
Guerra Sudrez. (Quimica. Esparia, 1976).

Sobre Arquitectura Solar. | Guillermo Ydriez Parareda. (Arquitectura y
Urbanismo. Espafia, 1974).

Mecanismo de las reacciones de iodacion y acoplamiento en el tiroides. |
Luis Lamas de Leén. (Medicina, Farmacia y Veterinaria. Espafia, 1977).

La Economia y la Geomatemdtica en prospeccion geoquimica. | Carlos
Diez Viejobueno. (Geologia. Espana, 1976).

Nitrosacion de aminas secundarias como factor de carcinogénesis
ambiental. | José Repollés Moliner. ( Quimica. Extranjero, 1975).



85.— Las ensefianzas secundarias en el Pais Valenciano. | Mariu José Sireru
Oliag. ( Ciencias Sociales. Esparia, 1977).

86.— Flora y fauna acudticas. | José Manuel Viéitez Martin, Ricardo Anadon
Alvarez, Jesus Angel Ortea Rato, Isabel Moreno Castillo, Manuel Rubié
Lois, José Carlos Pena Alvarez, Maria Rosa Miracle Solé. (II Semana de
Biologia. Conferencias-coloquio sobre Investigaciones bioldgicas 1979).

87.-- Botdnica. | Salvador Rivas Martinez, Arnoldo Santos Guerra, César
Gomez Campo, Miguel Carravedo Fantova, Nicolds Jouve de la Barreda,
Fernando Pérez Camacho. (Il Semana de Biologia. Conferencias-coloquio
sobre Investigaciones biolégicas 1979).

88 Zoologia. [ Miguel Cordero del Campillo, Antonio Palanca Soler, Alfredo
Salvador Milla, José M. Génis Gdlvez, Maria Teresa Alberdi Alonso.

(Il Semana de Biologia. Conferencias-coloquio sobre Investigaciones
biologicas 1979)

89.— Zoologia. | Juan Mayol Serra, Francisco Bernis Madrazo, Miguel Delibes
de Castro, Isatas Zarazaga Burillo. (Il Semana de Biologia. Conferencias-
coloquio sobre Investigaciones biologicas 1979).

90.— Master en Planificacion y Disefio de Servicios Sanitarios. [Francisco
Pernas Gali. (Arquitectura y Urbanismo. Extranjero, 1977).

91.— Ecologia comparada de dos playas de las Rias de Pontevedra y Vigo./
José M. Viéitez Martin. (Biologia. Esparia, 1976).
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