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b) Mètode de Marchesi et al.

L'espectre I.R. de la part aquosa (figura 21) te, a cop d'ull,

algunes diferències anib la part aquosa obtinguda segons Hanraguchi i

Cleve, però la na j or part de les bandes d'absorció corresponen als

grups presents en la fase aquosa de la tècnica esmentada: 1630 cm"1,

amida I; i 1070 cm"1, absorbencia deguda probablement a la vibració

tensional dels grups C-0 presents en els glúcids. Altres grups que

apareixen són: 3400 cm"1, grups hidroxil; 2900 cm"1, enllaç C-H amb

el carboni en forma sp3; i també a 855 cm"1 i 530 cm"1, de difícil

assignació'.

Pel que fa a la part orgànica (figura 22) hom hi observa moltes

de les característiques dels fenols, com es el cas de l'absorció a

1370 cnf1! 1230 cm"1, i a 1595 cm"1 i a 1495 cm"1, que caracteritza

l'anell aromàtic.

Els altres pics sugereixen els següents grups: 3350 cm"1, grup

-OH associat intramolecularment en forma polimèrica; 1470 cm"1, fle-

xió antisimètrica dels grups CH2; 1030 cnT
1, alcohol secundari i 1170

cm"1, banda de l'esquelet -C(CH3)2.

L'absència d'absorbància pels voltants de 1730 cm"1, pròpia de

l'enllaç P=0, present en els fosfolípids, indueix a pensar que aquests

es troben en la interfase, que en aquesta tècnica ocupa un volum con-

siderable .

c) Mètode de Finne

La part aquosa (figura 23) mostra un ample i feble pic en 1630

cnr1, que caracteritza l'enllaç carbonil en l'amida I. També apareix

un petit pic a 1730 cm"1, la qual cosa indica que l'extracció lipídi-

ca no ha estat tan òptima com caldria desitjar.

Els altres pics que s'observen ja han estat descrits en les fases

aquoses dels anteriors mètodes: 3150, 1450, 1330 i 1030 cm"1.

La petita absorbància a 2910 cm"1és de difícil assignació.



M
IC

R
O

N
S

(1
.0

 
f.

O
 

10
'.J

 I
 i

 i
 J

 I.
I 
' 
i '

 •
 l.

u
x
L
U

i I
 ' 

I 
L_

,1
 

I«
 

IB
 

X
 

-3
 

M
 

-!•
• 

'»
 

y>

•M.
 :}

fs
o

iv
tn

l 
Ic

ic
C

O
N

C
lM

TÜ
fll

O
II

FI
GU

RA
 
21
.-
 
Es
pe
ct
re

 
I.

R.
 d

e 
la
 f
as
e 
aq
uo
sa

 o
bt

in
gu

da
 
en

 
la
 
té

cn
ic

a 
de
 
Ma
rc
he
s!

 e
t 

al
.



r 
f 

r- 
, 

,

it
ír
i;

4
. 

t,
 

«
. 

t,
 

t 
«

• 
li

+ \

3«
 K

" i
W

A
V

fK
tw

nr
n 

IC
H

-'
»

F
*
-$

 
E

rt
rm

o
c
la

Iz
tr

m
o

o
lJ

 
o
re

à
n
lo

a
 4

«
 
1»

 t
lo

-
il

o
»
 d

*
 M

&
rc

h«
al

 
«

t 
a

l.
 (

1
9

7
2

)
lo

tv
rM

T
 

>
W

í
ro

M
C

rN
ft»

«r
K

ui
en

. W
M

•»
f'

in
rH

rt

IJ
C

O

W
A

V
E

N
U

M
B

fn
K

M
-'l

«
 

a
t)

 
25

 
3
0
 

3
5
 4

0
 

M
1.1

,1 ¡! 
•

li
'

,! i'!¡ i'! :í! r |i' i! . i H" i'1 :Ü ' 
i 
!

(¡
P i' ' ' 
¡ :i

J!
1

' \

'.
; •:>:
\

lü
i

H
i

..n i, ü '•, .! 
1

,i 
!

"¡
i i ! i . :'
r 1 T

' 
' 

1 í
'1 fi- '!

'
i'

 » 1

t
-
í
r

' 
' 
' 

1

:;j ; . • 
f t' •|; i. _ ••. 
!

'- 
1- i^

il
.1 :i' ¡ •
••

•M
-1

nrr . l
 . ' ;.i
ll í '¡i; . j

 : 
'

',T } !, . i; .l-
i

1 1
 . li; Í 1 1 1O

u
.

;¡!
¡

!.u!

íí 1 1
 !

••
'< '!
:

• 
1
 •
 ' •h :¡l
¡ •41 ::
'

• 
L

ÍJ

' 
1

 '
 '

.1
.1

..

\ 
•'

'. 
1

'- 
i 
' ' !
. i , •'
fi

' 1
 !

"•
fi i | !'• •'í 1. 
.

' 
i 

!

'•
 
.

•\
l

m
 

j

"
I

C
M

« 
M

O
O

C
 

3
' 
-

u
f 

„
 

T
fl
w

 c
o

rr
jT

A
fT

C
a
.n

»
 

1
4
4

P
A

ft
f 

N
* 

l»
0
0
-4

:i
r,
T

M
O

fl
 

a
?

FI
GU

RA
 2
2.
 
Es
pe
ct
re

 
I.
R.
 d
e 

la
 f
as
e 

or
gá
ni
ca
 o

bt
in

gu
da

 e
n 

la
 t
éc
ni
ca
 d
e 
Ma
rc
he
s)

 e
t 

al
.

C
Û -p



25
 

30
 

S3
 

«
I 

M
»

So
lv

io
ii 

«q
uo

» 
d«

 l
a

tl
on

lM
 d

* 
fl

an
« 

11
96

0)

O
 

- 
"•? 

c«
) >

 •
'/•

! 
'• 

"»
Y

»"
« 

o Y
«)

 «
 •

 (
•)

'•
"•

 r
 y"

«"
 "t

 (
'»

 g
 u

 (u
)~

c 
C

 Q
 -

 
' '

 <•
N '•

 '
•'"

•>
 •

"•
/•

<
 •

 •
 '•

> 
•"

•"
 4

' Y
 •

 
•>
 •

 '•
 V

> 
• 

"•
 '

••
 o

 .
-M

FI
GU

RA
 2
3.
-
 E
sp
ec
tr
e 

I.
R.
 d

e 
la
 
fa
se
 
aq
uo
sa

 
ob

ti
ng

ud
a 

pe
r 

la
 t
èc
ni
ca

 d
e 

Fi
nn
e.

C
D

C
n



96

La primera extracció lipídica dóna un espectre infraroig (figura

24) que te els trets característics dels lípids: pics a 2855 i "2925

cm"1, propis de l'enllaç C-H, quan el carboni està en forma sp3; pic

a 1730 cm"1, de l'ester C=0 propi dels grups Cfo i CHa i pic en la

zona de 1060-1090 cm"1 propi de la vibració tensional P-O-C del grup.

Altres pics que apareixen a 970 i 780 cm"1, poden ésser deguts a diver-

sos grups no característics d'un tipus de molècula especial.

En la fase inferior de la segona extracció -fase orgànica- hom pot

observar (figura 25) que es troben els mateixos pics que hi ha en la

primera extracció, i a més, pics a 1145 i 1379 cm"1.

Els espectres de les dues extraccions butanòliques (figures 26 i

27) son qualitativament quasi idèntics entre si. Destaca l'absència

d'absorbància entre 1460 i 2870 cm"1, i l'absorbància a 3350 cm"1que no

apareixia en les dues anteriors extraccions.

Amb els espectres infrarojos obtinguts s'ha aplicat la tècnica de

NAVARRO et al.(1984) fent les següents modificacions: les intensitats

del grup amida I (Â ) s'han determinat a partir de l'àrea compresa entre

1630 i 1700 cnr1, mentre que la intensitat del grup ester lipidie es

determina segons l'àrea compressa entre 1730 i 1750 cm"1 (Â ).

Per altre part no s'ha tingut en compte la contribució de la proteï-

na a la intensitat pròpia de l'ester carbonil lipidie, car aquesta con-

tribució només seria mesurable amb una certa exactitut si totes les

fraccions analitzades tinguessin una proporció semblant en el contingut

de lípid i proteïna.

Amb les àrees Ap i A, , s'obté una relació comparativa entre el con-

tingut d'amida I i el contingut d'ester lipidie (A /Ar). Aquesta rela-

ció és un paràmetre vàlid per aobervar l'extracció lipídica en cadascu-

na de les tècniques.

En la taula 15 hom indica, en unitats arbitràries, els resultats

obtinguts amb les tres tècniques, a més dels obtinguts amb l'estroma de

partida i amb una molècula exenta de lípids com és la glicoproteïna hu-

mana sérica de la fracció VI (Pentex, Miles, Estats Units).
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Segons les dades d'aquesta taula hom observa que les fases aquoses

de les tècniques d'Hamaguchi i Cleve i de Marches! et al., tenen una re-

lació Ak/A, senblant a l'obtinguda anib la glicoproteîna de referència,

que te aproximadament un 40% del pes total en contingut glucídic.

La fase aquosa de la tècnica de Finne forneix una relació signifi-

cativament mes baixa.

Les parts orgàniques tenen unes relacions mes baixes, com era d'es-

perar, excepte en el cas de la fase fenòlica de la tècnica de Marchesi et

al., que com ja s'ha indicat, es molt probable que els components lipi-

dies es trobin en la quantiosa interfase que es produeix.

- Contingut proteic

La valoració del contingut proteic en les fases aquoses prèvies a

l'extracció de les glicoproteïnes s'ha realitzant mitjançant la tècnica

de fixació de colorant de BRADFORD (1976) per evitar la interferència

del Iris en la tècnica de valoració de Lcwry et al.

Els resultats obtinguts s'expressen en la taula 16 i són la mitja

de tres determinacions, estant referits al percentatge de proteïna recu-

perada envers la proteïna de partida, supossant un contingut proteic en

l'estroma liofilitzat del 49%, dada obtinguda anteriorment.

En realitat caldria aplicar un factor de correcció al resultat ob-

tingut car la presència de substàncies glucídiques fa que el rendiment en

color produit sigui menor al que te l'albúmina sérica bovina (READ i

NORTHCOTE, 1981), però, com l'interès d'aquesta valoració, mes que en

l'obtenció d'un resultat quantitatiu, rau en la comparació de les tres

solucions•aquoses, s'ha prescindit d'aquesta correcció, que afectaria per

igual a totes les aliquotes.



Mostra 1

Mostra 2

Mostra 3

HamagucM 1 Cleve Marches 1 et al.

5,2 5,6

5,4 5,3

5,4 5,4

' Finne

2,8

2,9

2.9

103

Valor «Hg 5,33̂ 0,12 5.43Í0.15 2.87Í0.06

TAULA 16.- Percentatges de continguts proteics recuperats en les fases
aquoses de les tres tècniques estudiades. Els valors són la mitja de
tres determinacions realizadas segons la valoració de Bradford.

- Capacitat inhibitoria de 1'hemaglutinaoió

La capacitat inhibitoria de 1'hemaglutinació s'ha determinat en por-

ta segons una tècnica que segueix en els seus trets principals la descri-

ta per SFEE-BKAND et al.(1980).

Prèvia a la determinació s'han fet les dilucions necessàries de les

fases aquoses obtingudes amb els tres mètodes, de forma que cada mL de

solució aquosa correspongui la mateixa quantitat d'estrona de partida.

Així, un cop s'han fet aquestes dilucions, s'agafen aliquotes de 0.2

mL de cadascuna de les fases aquoses que teòricament contenen les subs-

tàncies antigèniques, i es dipositen sobre un porta. A continuació, hom

afegeix, sobre el contingut de cada porta, 0.2 mL d'una sèrie de solu-

cions que contenen 1'antiserum A (Knickeerbocker, Barcelona) i que s'han

obtingut per dilució a la meitat amb solució isotònica de NaCl al 0.09%.

Després de 30 min a temperatura ambient, hom afegeix 0.2 mL d'una suspen-

sió d'eritròcits al 10% en solució salina fisiològica i amb un títol

aglutinant 1/128. Es mouen les plaques amb moviments circulars de forma

que la mescla sigui homogènia. Desprès de 10 minuts, els portes s'obser-

al microscopi.

Es realitzen dos controls: un de possitiu, amb antisèrum, solució

salina lliure de substàncies antigèniques i suspensió d'eritròcits, i un

de negatiu amb fase aquosa, solució salina i suspensió d'eritròcits.

La taula 17 mostra els resultats obtinguts. La dilució de 1*antisè-

rum A és expressada per la dilució després de l'adició de la solució

problema o de la solució salina.
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TÍTOL ANTISERUM

1/8 1/16 1/32 1/64 1/128

Hamaguchl 1 Cl eve

Marchesl et al.

Finne

Control possltlu

Control negatiu

c -H- -H- +-

c ++ -H- +-

c e c e +++

c c c c c

- - - -

TAULA 1?.- Resultats de les proves d ' i n h i b i c i ó de l"hemaglutinacia
amb les fases aquoses obtingudes amb els diferents mètodes. La
valoració establerta ha estat: C = aglutinació complerta; +++ =
moltes zones aglutinados; ++ = forces zones aglutinades; + = algu-
nes zones aglutinades; +- - molt poques zones aglutinades; - = cap
zona aglutinada.

2.1.2. CONCLUSSIONS

A la vista dels resultats obtinguts es palesa clarament que la tèc-

nica de Finne presenta una elevada pèrdua proteïnica, que pot ésser de-

guda a una deficient solubilització de les proteïnes en la primera etapa,

i que comporta, conseqüentment una disminució de l'activitat antigènica.

Les tècniques d'Hamaguchi i Cleve i de Marchesi et al. proporcionen

resultats semblants tant en la solubilitzacio de les proteïnes com en la

capacitat delipidadora, si be en aquest darrer aspecte hi ha un lleuger

aventatge de la tècnica d'Hamaguchi i Cleve. Ja en el treball original de

Marchesi et al. (MARCHESI i ANDREWS, 1971) hom indica que es pot fer una

extracció amb cloroform metanol (2:1, v/v) per a completar l'extracció

lipídica.

A conclussions semblants arribà també l'estudi de LEE et al.(1978),

que tampoc no trobà cap diferència significativa entre ambdues tècniques.

Així, doncs, davant la igualtat de resultats obtinguts amb aquestes

dues tècniques, l'elecció de la tècnica a seguir s'ha decantat per la de

Hamaguchi i Cleve simplement per raons purament econòmiques.

Sobre el mètode d'Hamaguchi i Cleve cal puntualitzar que en la doble

extracció amb n-butanol, amb la que alguns investigadors han modificat

aquest mètode, hi ha una considerable disminució de substància amb acti-

vitat antigènica. Es pot prescindir d'aquesta extracció fent la solubi-

litzacio amb Cl3CH/MeOH amb agitació enèrgica durant 40-60 min. Durant

l'agitació, la temperatura del conjunt, degut a la volatilització del

C13CH, mai no sobrepassa els 10°C.
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Fent d'aquesta manera l'extracció, no es visualitzen en els croma-

togrames els glicolapids de baix pes molecular que hauria d'extreure el
n-butanol.

Pel que fa a la concentració en rotovapor, aquesta s'ha de fer sense

sobrepassar els 37°C, i la concentració de la part aquosa pot completar-

-se amb l'ús de concentradors Immsersible CX-10 (Millipore); això forneix

una tècnica de concentració que no actúa contra les glicoproteïnes.

Després de la concentració cal fer una diàlisi enfront d'aigua bides-

til·lada a 4°C durant 24-48 h, anb la finalitat d'eliminar el metanol pre-

sent, la presència del qual dificulta tant la liofilitzacio posterior com
la precipitació anb etanol.

En la precipitació anb etanol s'han introduit algunes modificacions

respecte a la simple adició de 9 volums d'etanol absolut per cada volum

de solució a precipitar, que és la relació que més freqüentment es troba

en la bibliografia. Aquests conjunt de modificacions (figura 28) produei-

xen una major quantitat de material precipitat, i es caracteritzen per

la presència de NaCl, per una relació etanol absolut mostra que fa que la

concentració final de 1'etanol sigui del 66%, i per la permanència a bai-

xes temperatures del conjunt a precipitar, la qual cosa afavoreix el pro-
cés de precipitació.

SOLUCIÓ CONCENTRADA DE LA FASE AQUOSA

+0.1 volums de NaCl 2 M

+ 2.5 volums d'EtOH absolut prerefredat

mesclar

deixar ^8 hores a - 20°C

centrifugació a ^000 r.p.m. 15 min

rentar dos cops amb EtOH 66% - NaCl 0.3%

rentar un cop amb EtOH-EtaO

dessecar

dissoldre el pellet en aigua

SOLUCIÓ DE GLICOPROTEÏNES

FIGURA 28.- Esquema del procés de precipitació de les glicoproteines.
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En resum les modificacions introduïdes en el mètode d'Hamaguchi i

Cleve fan que la tècnica quedi tal com es mostra en la figura 29.

ESTROMA + SOLUCIÓ AMORTIDORA (Tris-HCl o PBS)

(= 2 mg proteina/mL)

9 volums de Cl3CH/MeOH, 2:1 (v/v)

^agitació enérgica 40-60 min

.separació en flascó (= 1 hora)

Fase superior aquosa Interfase Fase inferior orgánica

Centrifugació 10.000 r.p.m. durant 45 min

"-j f ase superior) Fase inferior

concentració en rotovapor a 37°C durant 20 min

concentració amb Immersible CX-10 fins 1/4 del volum inicial

diàlisi 24-36 h enfront aigua bidestil'lada a 4°C

precipitació amb EtOH absolut a -20°C

centrifugació a 10.000 r.p.m. durant 20 min

Sobrenedant Precipitat

I solubilització

l diàlisi

1 liofilització

GLICOPROTEINES

FIGURA 29.- Esquema del mètode definitiu emprat per a l'obtenció de glicopro-

teines segons el mètode d'Hamaguchi i Cleve.
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2 . 2 . CARACTERISTIQUES ANALÍTIQUES DE LES GLICOPROTEINES
OBTINGUDES

Les glicoproteînes liofilitzades, obtingudes per la tècnica ante-
riorment descrita, tenen les següents característiques analítiques, un
cop s'han solubilitzat an±> solució amortidora P.B.S.

2.2.1, ABSORCIÓ A L'ESPECTRE ULTRAVIOLETA

Determinat en un espectrefotòmetre Hewlett-Packard A-8531 i enfront

d'un blanc de solució amortidora PBS, l'espectre d'absorció U.V. d'una

alíquota de la solució de glicoproteînes és el representat en la figura

30.

En aquest gràfic hom observa un màxim a 210 nm (A = 1.227) i un pe-

tit màxim a 280 nm (A = 0.105).

FIGURA 30.- Espectre d'absorció U.V. d"una solució de glicoproteines en PBS.
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Fent la primera derivada hom troba un màxim a 206 nm (A = 0.162)

i un altre a 266 nm (A = 0.002) (figura 31).

d A/d X

A(nm)

FIGURA 31 «~ Espectre d'absorció U.V. de la primera derivada de la solució

de gl icoproteines de la figura 30.

L'absència d'un màxim destacat d'absorbància a longituts d'ona pels

voltants de 280 nm, que generalment caracteritza les substàncies proteiques,

es deguda al baix contingut en aminoàcids cromofors, com la tirosina i el

triptofan, fet pales en l'anàlisi d'aminoàcids de la glicoproteina.

Un altre fet remarcable és la variació de la longitut d'ona on apa-

reix el màxim pels voltants de 200 nm i que en un principi és propi de

l'enllaç peptídic. Dit màxim pot fluctuar, segons la concentració, de 206

a 220 nm, observant-se que una disminució de la concentració va acompanya-

da d'un desplaçament del màxim cap a longituts d'ona mes baixes.
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Aquest desplaçament concentració-dependent està influït, en part,

per la presència en la molècula de N-acetil-galactosamina i N-acetil-

glucosamina, les solucions aquoses de les quals tarrbé mostren aquesta

variació.

Per eliminar els possibles errors deguts a l'espargiment de la llum

causat per les partícules en suspensió (WINDER i GENT, 1971), la solu-

ció de glicoproteïnes s'ha filtrat per filtre Durapore (Millipore) de

0,22 y de porus.

Els espectres d'absorció U.V. realitzats amb substàncies amb activi-

tat de grup sanguini, obtingudes a partir de cists ovaries (AMINOFF et

al., 1950; ANNISON i MORGAN, 1952 a, 1952 b; GIBBONS et al., 1954) for-

neixen uns resultats semblants: absència d'absorbencia aparent a 280 nm

i un augment ràpid de la mateixa des de 240 a 220 nm.

En les figures 32 i 33 es mostren els espectre d'absorció U.V. de qua-

tre substàncies glicoproteîniques o amb elevat contingut glucídic dins

la molècula; aquestes són: l'ai-glicoproteïna o orosomucoid (Sigma G9885)

obtinguda del sèrum humà, el sèrum anti-A humà (Knickerbocker, lot 1419),

la glicoproteïna humana de la fracció VI del sèrum (Pentex, Miles, 82-

313-1) i una solució de substàncies específiques dels grups sanguinis A

i B, d'origen porquí i equí (NeutrAB, Dade, B4830).

Hom pot observar certs trets de similitut entre la gràfica obtinguda

amb la solució de glicoproteines provinent de l'estroma eritrocític i les

quatre solucions comparatives, especialment amb les glicoproteïnes sèri-

ques de la fracció VI. Amb tot, s'ha de tornar a destacar l'aparent ab-

sència d'absorbància a 280 nm.
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CM

\
1 j

200 3 e o

Maxim a 220 nm (A=2,0299) i a 280 nm (A=0,645278)

SERUM HUMA ANTI-A

T'J

OJ

-I 1 1 1 !_

200 300

Maxim a 220 nm (A=2, 01686} i a 280 nm (A=0, 466537}

FIGURA 32.- Espectre U.V. de 1'orosomucoid i el serum anti-A.
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GLICOPROTEINA HUMANA FRACCIÓ VI

"i 1 1 1 1 r

/\

O
2 ü O

\
\

\

3 H H

Maxim a 218 nm (A=l,82885) i a 280 nm (A=0,249572)

NEUTR-AB

•.M

/ \l

2 0 0

Maxim a 218 nm (A«l,80496) i a 270 nm (A=0,87564)

FIGURA 33.- Espectre U.V. de la glicoproteina humana sérica

de la fracció VI i d'una mescla de substàncies amb a c t i v i t a t

de grup sanguini A i B (NeutrAB).
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2.2.2. DISPERSIÓ ROTATÒEIA ÒPTICA

El poder rotatori òptic de la solució de glicoproteînes s'ha de-

terminat en un polarímetre Perkin Elmer P-23.

Abans de realitzar la mesura, s 'han filtrat tan la solució de gli-

coproteînes com l'amortidora per filtres Durapore HVLP (Millipore) de

0.45 y de pas de porus. La longitut del pas de llum en la cubeta es de

0.1 cm, la temperatura s'ha mantingut a 21±0.5°C i la concentració de

la solució de glicoproteînes ha estat de 1.02 mg/mL.

En la taula 18 hom indica els valors obtinguts amb la solució de

glicoproteînes, i que estan expressats en forma de poder rotatori òptic

(a) , que es la diferència entre la solució problema i la solució amor-

tidora, el poder rotatori específic c[_aj) i la rotació específica mitja

residual

La rotació específica mitja residual f m1] , s'ha calculat segons la

relació

M = -r^— D»]—u J n 2 + 2 u J 100

on n és l'índex de refracció, suposat d'un valor igual a 1.3339 segons

extrapolació dels vslors descrits en les taules de FASMAN (1963), i M

és el pes del residu mig, calculat a partir del contingut en aminoàcids

determinat en l'apartat 2.2.6. i que és igual a 110.87.

Per sobre de 350 nm no hi ha diferències significatives amb el re-

sultat obtingut per aquesta longitut d'ona. Per sota de 215 nm, l'aparell

presenta problemes operatius.

Segons els resultats obtinguts no es palesa cap indici d'efecte Cot-

ton, no obstant, cal fer de nou esment en les limitacions tècniques de

l'aparell i per això no es pot tenir una certesa total en els resultats

obtinguts per sota de 215 nm atès que en alguns casos l'efecte Cotton de

substàncies glicoproteïniques es produeix a 195 nm.
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2.2.3. CONTINGUT EN PROTEÏNA

Determinat segons la tècnica de LOWRY et al.(1951) i emprant

albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma A7030) com estàndard, el con-

tingut proteic mig de les glicoproteines ha estat del 51.2% refe-

rit al pes de les glicoproteines liof ilitzades.

2.2.4. CONTINGUT EN GLVCIDS

Amb aliquotes de la mateixa mostra amb la que s'ha analitzat

el contingut en proteïna, s'ha fet l'anàlisi del contingut en glú-

cids, determinant-se les hexoses neutre, la fucosa, l'àcid siàlic i

les hexosamines. Les hexoses neutre, l'àcid siàlic i la fucosa s'han

detern¿nat segons les tècniques descrites per WINZLER (1955), mentre

que les hexosamines s'han determinat mitjançant una reacció colori-

mètrica.

-Hexoses

Les hexoses presents en les glicoproteines s'han determinat es-

pectrofotómetricament pel mètode de l'orcinol-sulfuric, fent lectures

a 540 nm. Com estàndard s'ha emprat una mescla de galactosa-mañosa,

(Sigma, G0750 i M4625, respectivament) a relació 4.5:1, en pes, que

és la relació d'aquests dos sucres present en l'estroma eritrocític

(GUIDOTTI 1972).

El resultat obtingut és del 21.05% en pes del material liofilit-

zat.

-Fucosa

Determinada espectrofotomètricament pel mètode de la cisteîna amb

lectures a 396 i a 430 nm i amb a-L-fucosa (Sigma F2252) com a patró,

ha donat un valor igual al 3.23% del pes del material liofilitzat.

- Àcid siàlic

S'ha determinat mitjançant la lectura de 1'absorbencia desenvolu-

pada a 540 nm per la reacció amb àcid perclòric-triptofan. Com a patró

s'ha emprat àcid N-acetilneuramínic obtingut d'orina humana (Sigma

A4642) i el resultat obtingut representa el 2.50% del pes del material

liofilitzat.
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-Hexosamines

L'anàlisi d'hexosamines (N-acetil-D-galactosamina i N-acetil-D-glu-

cosamina) s'ha realitzat per mitjà de la reacció colorimètrica d'Elson i

Morgan (SPIRO, 1966).

Abans de la determinació colorinètrica, les hexosamines han estat

alliberades de la molècula per hidròlisi àcida. La hidròlisi s'ha realit-

zat en vials tancats, que contenien nitrogen, amb àcid clorhídric M- N,

a 100°C, durant 6 hores. Desprès de la hidròlisi l'àcid clorhídric réma-

nent es eliminat per evaporació d'aquest en rotovapor a 50°C. El residu

es redisolt en aigua i es tracta amb acetilacetona.

L'acetilació en medi bàsic produïda psr 1'acetilacetona forneix de-

rivats pirròlics, que unint-se al reactiu d'Ehrlieh, produeixen derivats

colorejats quantificables a 530 nm.

Com a substància patró s'ha emprat una solució 10 mM de N-acetil-D-

-glucosamina (Sigma A86 2 5).

Atès que els sucres neutres poden també donar coloració, com a blanc

s'ha emprat una concentració aquosa que contenia 8.5 mM de D-glucosa

(Merck 8337) per cada gram de liofilitzat analitzat, que es la proporció,

segons s'ha determinat prèviament, en la que els sucres es troben en les

mostres a analitzar.

2.2.5. CONTINGUT EN GL·ICOPPOTEINA

Les glicoproteines s'han valorat per un mètode que te com a fonament

la determinació de la turbidesa produïda per l'etanol en la solució de

glicoproteines.

En un estudi previ s'han establert les condicions (grau alcohòlic,

relació etanol/solvent/glicoproteines, temperatura i angle d'espargiment).

Bàsicament l'assaig consisteix en afegir 9 mL d'etanol absolut

(Merck 983) a un volum variable de la solució de glicoproteines portat

amb solució amortidora PBS fins un volum final de 0.1 mL, i realitzar la

lectura de les intensitats de llum espargida a 105°, entre l'interval de

temps comprés entre els 10 i els 13 min després d'haver introduit la cu-

beta en l'aparell.
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Les determinacions s'han portat a terme anib un fotòmetre per espar-

giment de la llum FICA 50, provist d'una font lluminosa d'arc fred, ob-

tinguda mitjançant una lámpara de descàrrega en vapor de mercuri a alta

pressió, a una longitut d'ona de 436 nm.

Tot l'assaig s'ha realitzat a una temperatura constant de 25±0.5°C.

Com a substància de referència s'ha emprat una solució d'esi-glico-

proteina àcida (Sigma 69885) a una concentració de 0.722 mg/mL, calcula-

da espectrofotomètricament en base al coeficient d'absorció específica a

278 nm, que segons SCHMID (1953) és de 8.93 L-g-

Totes les nostres analitzades, tan les de referència com les proble-

mes, han estat filtrades prèviament a través de filtres Durapore (Milli-

pore), primer amb HVLP de 0.45 y de pas de porus, i després amb GVWP de

0.22 y.

Els resultats que s'indiquen a la taula 19 són la mitja de tres de-

terminacions realitzades. A partir de la recta de calibració obtinguda

amb les diferents dilucions del problema s'obtenen uns valors d'unitats

d'espargiment (U.E.) que poden correspondre's amb els valors de l'ai-gli-

coproteina àcida. Així, per una aliquot a de 0.1 mL de solució de glico-

proteines problema hom obté un valor de 11.810 U.E. que corresponen a un

volum de 0.07 mL de glicoproteina patró o sigui a una concentració de

0.505 mg/mL.

Si per l'obtenció d'aquestes glicoproteines s'ha partit de 25,35 mg

d'estroma i les glicoproteines precipitades per etanol s'han portat a un

volum final de 5 mL, es pot deduir que per cada mg d'estroma s'obtenen

uns 100 yg de glicoproteines. En aquest cas s'ha de tenir en compte que

no es pot acurar més el rendiment de glicoproteines degut a les petites

pèrdues en la interfase de l'extracció cloroform-metanòlica i les que

es produeixen en la precipitació i en la filtració prèvia a aquesta prova.
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Unitats d'espargiment
Volum de glicoproteTna

en els 0,1 mL finals
GlîcoproteTna

problema

GlicoproteTna

de referència

0,01

0,02

n, 03

0,0*

0,05

0,06

0,07

0,10

1,287

2,695

3,702

5,*26

5,879

—

8,371

11;7*6

--

2,035

3,11*

6,417

7,605

9,728

11,8*8

--

Recta de calíbració de la glîcoproteTna problema:

y » 0,31*55 + 11*,6*88x (r - 0,998)

Recta de calibració de la glîcoproteTna de referència:

y = -2,2210 4- 200,271*x (r - 0,993)

TAULA 19.- Valors d'espargiment obtinguts amb la solució glicoproteTnica

problema i amb la de referència ( o^-glicoproteTna àcida). En les rectes

de calíbració, els valor de "y" representa les unitats d'espargiment, i

el de les "x", el volum de la mostra en els 0,1 mL finals.
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2.2.6. ANÀLISI D' AMINOÀCIDS

Aquesta determinació s'ha realitzat seguint la pauta descrita a

l'apartat 1.4.6.

El cromatograna obtingut es mostra a la figura 34 i en la taula 20.

Els resultats obtinguts s'expressen com grams d'aminoàcid per gram de

glicoproteines liofilitzades, i també com número de mols per cada 1000

mols.

Els valors de la serina, treonina, cisteïna i tirosina s'han corre-

git en un 5% (10% en el cas de la serina) per a compensar la descomposi-

ció parcial què'ls afecta.

No s'ha determinat el valor del triptofan.

Aquest anàlisi dóna un perfil molt semblant a l'obtingut amb 1'estre-

na de partida; la diferència mes notable es troba en el contingut en argi-

nina, que de representar en l'estroma un 4.26%, referit al nombre de resi-

dus, passa a un 7.82%.

2.2.7. INHIBICIÓ DE L'HEMAGLUTINACIÓ

Per a determinar el poder inhibitori de l'hemaglutinació de les glico-

proteines obtingudes s'ha realitzat, en aquest cas, una valoració quantita-

tiva, que seguint les tècniques clàssiques descrites per WILLIAMS i CHASE

(1977) introdueix l'ús de l'espectrofotòmetre en la quantificació de la in-

hibició (SATTSANGI et al., 1982).

La tècnica pot desglossar-se en tres apartats:

a) preparació d'una suspensió estàndard d'eritròcits tripsinitzats

b) determinació de la dosi hemaglutinant al 50% (DHso) de la substància em-

prada com antisèrum

c) determinació de la dosi inhibidora de 1'hemaglutinació al 50% (DIH50).

a) Preparació d'una suspensió estàndard d'eritròcits tripsinitzats

La suspensió estàndard d'eritròcits tripsinitzats s'ha preparat segons

LIS i SHARON (1972). Els eritròcits es col·lecten d'una suspensió estoc

per centrifugació a temperatura ambient a 2000 r.p.m. durant 5 min. A con-

tinuació es renten 3 o 4 cops amb solució salina de NaCl al 0.85%.
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Aminoàcid

Hidrofobias

Metionina

Valina

Isoleucina

Leucina

Tirosina

Fenilalanina

Neutres

Treonina

Serina

Prolina

Glicocola

1/2 Cisteïna

Alanina

Acidics

Aspártic

Glutamic

Bàsics

Lisina

Histidina

Arginina

Pes/Pes glicoproteïna

0,0098

0,0288

0,0215

0,0380

0,0168

0,0271

0,0283

0,0282

0,0248

0,0192

0,0054

0,0282

0,0342

0,0537

0,0265

0,0181

0,0492

Residus/1000 residus

16,71

68,71

45,47

84,03

26,99

45,40

69,16

81,78

59,66

70,82

12,89

87,64

71,37

101,47

50,21

30,02

78,24

TAULA 20. Composició en aminoàcids de les glicoproteïnes obtingu-

des. Els valors de l'aspártic i del glutámic corresponen, en reali-

tat a la suma aspàrtic + asparagina, i glutámic + glutamina, res-

pectivament.
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Als eritròeits rentats se'ls adiciona PBS (al voltant de 4 mL de cèl-

-lules per 100 mL de suspensió) fins donar una suspensió d'una absorbància

de 2 a 620 nm. Per cada 10 parts d'aquesta suspensió s'adiciona 1 part d'u-

na solució (2 mg/mL) de tripsina 1:250 (Serva 37290) obtinguda de pàncreas

boví i amb una activitat enzimàtica aproximada de 4 U/mL; la mescla s'in-

cuba a 37°C durant 1 hora. ELs eritròeits tripsinitzats es renten 4 o 5

cops amb solució salina per eliminar les restes de tripsina i se suspenen

finalment en quantitat suficient de solució salina fins donar una suspensió

estàndard .d'una absorbància igual a l a 620 nm (1.2-1.5 mL de cèl·lules em-

pacades per cada 100 mL de suspensió).

La tripsina (E.C.S.4.21.4) degrada les sialoglicoproteines de la su-

perfície de l'eritròcit, fent que el potencial Z de la cèl·lula disminueixi

afavorint la reacció d'aglutinació, car el potencial Z, junt amb les carac-

terístiques diélectriques del medi, són els factors mes importants de la re-

pulsió intercel·lular. Un altre aspecte possitiu de la tripsina és l'elimi-

nació d'antigens interferidors que poden ésser presents en la superficie

eritrocítica.

b) Determinació de la DH$Q

Com anticòs s'ha emprat una lectina parcialment purificada i obtinguda

del cargol Hèlix vomatia (Sigma L7760) solubilitzada en PBS.

Per a calcular la EH50, que es defineix com la quantitat d'antisèrum,

anticòs o lectina, necessària per aglutinar el 50% d'una suspensió d'eritrò-

cits estàndard, s'ha partir d'una solució de lectina de 5 mg/mL i s'han fet

amb PBS dilucions seriades a la meitat.

Amb aquestes dilucions es fa una prova preliminar per obtenir una esti-

mació de la concentració que dóna una aglutinació del 50%. Un cop s'ha ob-

tingut aquest valor s'empren dilucions de lectina que comprenguin una for-

quilla de 2 dilucions per sobre i per sota de la dilució que en un principi

sembla aglutinar el 50% dels eritròeits. Amb això s'obtenen com a mínim 4

punts en la regió d'aglutinació parcial (entre el 12 i el 95%).

De cadascuna d'aquestes dilucions s'agafen, per duplicat, 2 mL i es

col·loquen en cubetes d'un espectrecolorímetre Spectronic 20 (Bausch Lomb).

A cada cubeta hom afegeix 2 mL de la suspensió d'eritròeits.



122

Simultàniament, i taube per duplicat, es realitzen uns controls possi-

tius (anib una dilució que aglutinava el 100%) i negatius (havent col·locat

solució sal ina en comptes de lectina). Després d'agitació durant 10 min en

un rotor, es deixen les cubetes en repòs durant 2.5 hores. Un cop ha trans-

corregut aquest temps, i amb molta cura per a no produir pertorbacions en

el líquid, es fa la lectura de l'absorbància a 620 nm.

La relació de l'absorbància del control possitiu (aglutinacio total) i

de l'absorbància de cada dilució dóna uns percentatges que transformats en

unitats probit (PHILIPPE 1967) i enfrontats al logaritme de la quantitat de

lectina emprada donen una línea recta, en la que hom pot calcular el valor

de la dilució que aglutina el 50% dels eritròcits.

A partir dels valors obtinguts (taula 21 i figura 35) s'infereix una

de la lectina igual a 18.28 yg/mL.

6

5.S

Ou
o.

4.S

0 0.2 0.4 0.6 0.8 I 1.2 1.4

Ig concentració (mg/mL)

1.6 1 .8

FIGURA 35,- Gràfica d'unitats probit vs concentració, emprada per al càlcul

de la dosi hemaglutinadora del 502 dels eritròcits.
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Q) Determinació de la dosi inhibitoria de l 'hemaglutinació al 50%

La DIHso es defineix com la quantitat de substància inhibitoria (en

aquest cas les glicoproteînes) necessària per inhibir una dosi estàndard

d'activitat aglutinant al 50% de l'aglutinació de la suspensió d'eritrò-

cits de prova.

La metòdica de la prova es semblant a la seguida en la determinació

de la DHso. Es realitzen dilucions seriades a la meitat a partir d'una so-

lució de glicoproteines en PBS (c = 2.24 jng/mL). Com a aglutinant s'empren

4 DHso de lectina, o sigui 73.12 yg/mL. La mescla -1 mL de cada- es deixa

incubant a 37 °C durant 30 min. A continuació hom afegeix 1 mL de la suspen-

sió estàndard d'eritròcits i es deixa durant 2.5 hores. També es realitza

un control possitiu (glicoproteina, salina i eritròcits) i un negatiu (lec-

tina, salina i eritròcits).

Desprès de realitzar la lectura de l'absorbància a 620 nm, es calculen

els percentatges d'inhibició i es transformen en probits (taula 22). A par-

tir de la recta obtinguda enfrontant les unitats probit als logaritmes de

la concentració (figura 36) hom obté la DIHso, que en aquest cas és igual a

50.03 yg/ml.

6

5.5

JD
O
U
o.

4.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 I 1.2 1.4 1.6 1.8 2

log concentració (yg/mL)

2.2

FIGURA 36.- Gràfica d'unitats probit vs concentració, emprada per al càlcul

H*» la Hn<;í inhibidora de 1 'hemaglutinació del 50% dels eritròcits.
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3, PURIFICACIÓ DE LES GLICOPROTEINES AMB ACTIVITAT DE GRUP
SANGUINI

El següent pas en l'obtenciô de les glicoproteines ha estât la purifi-
cació d'aquestes.

En primer lloc les glicoproteines es purifiquen per filtració en gel,
eliminant els productes formats en les ocasionals degradacions, i que tin-
guin una masa molecular inferior a 60000, car les glicoproteines caracterís-
tiques de grup sanguini A tenen un comportament cromatogràfic (taula 23)
idèntic al que tindrien les protéines globulars amb mases moleculars que
comprenguessin una forquilla entre 65000 i 500000.

A continuació les glicoproteines amb el sucre N-acetil-D-galactosami-
na com a reste terminal -propi del grup sanguini A- són retingudes mitjan-
çant cromatografia d'afinitat en columna, quedant d'aquesta manera, separa-
des de les glicoproteines que tenen altres activitats.

Eluint amb diferents concentracions de N-acetil-I>-galactosamina, es
den agrupar diferents fraccions segons llurs afinitats amb la lectina que
forma el lligand de la columna.

3.1. CROMATOGRAFIA DE FILTRACIÓ PER GEL

La cromatografia de filtració per .gel s'ha realitzat en columna K16/70
(Pharmacia) de 1.6 cm de diàmetre i 70 cm de longitut, equipada amb Sepha-
dex G-75 (Pharmacia), vàlid per un marge de mases moleculars, referit a
proteïnes globulars, de 3000 a 80000.

Prèviament el xerogel s'ha suspès en aigua, deixant-lo inflar durant
2-3 dies, i després d'eliminar les partícules mes petites per decantació,

s'ha desgasat per succió a pressió reduïda.

L'empaquetament del gel s'ha realitzat per tècniques convencionals
(FISCHER 1980). Un cop el gel s'ha sedimentat, s'ha equilibrat amb solució
amortidora de fosfats 0.15 M, pH 7.5, i que contenia NaCl 0.1 M, a una ve-

locitat de flux de 30 mL/h (15 mL-cnr1-h-1), mantinguda per una bomba pe-
ristáltica (Miniplus-2, Gilson). El volum del gel dins de la columna era

de 119 mL.
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Ates que els gels contenen una petita quantitat de grups carregats

-calculats per ORTNER i FACHER (1972) en 4-8 uEq/g- que poden interaccio-

nar per unió iònica i adsorbir, d'aquesta manera, una certa quantitat de

proteïna, abans de cromatografiar la solució de glicoproteines, s'ha fet

passar per la columna una solució aquosa d'albúmina a fi de que els grups

carregats quedin bloquejats.

La comprovació de l'empaquetament del gel i, alhora, la determinació

del volum buit (VQ) s'ha realitzat amb una solució aquosa al 0.21% de Blue-

-Dextran (Fharmacia) de la que s'han aplicat 1.8 mL. Com a fase mòbil s'ha

emprat la mateixa solució amortidora amb la que s'ha empaquetat la columna,

ara a una velocitat de flux de 26.HO mL/h (13.20 mL«cm~2'h~l). El líquid

efluent s'ha recollit en aliquotes de 2.6 mL en un col·lector de fraccions

(Microcol TDC-80, Gilson). El volum buit s'ha calculat determinant en les

fraccions 1'absorbencia a l'espectre U.V. a 254 nm en un espectrefotòmetre

Perkon Elmer 124.

El volum intern (V.) s'ha determinat amb una solució de triptofan (c =

0.26 mg/mL) en solució amortidora de fosfats pH 7.5 i força iònica J = 0.16

mol/L, determinant-se el volum d'elució per l'absorbància de les fraccions

a 280 nm.

La solució de les glicoproteines, aplicada en un volum de 1.8 mL, tenia

una concentració de 3.78 mg/mL.

El volum d'elució (V ) s'ha determinat a partir del registre d'absor-

bància de les fraccions en un interval de 235 a 210 nm.

Els resultats obtinguts indiquen que la major part de les glicoprotei-

nes s'elueixen amb el volum buit (V = 38.75±1.3 mL), una petita quantitat
ö

surt en les fraccions corresponents al volum intern (V. = 89.20+1.3 mL) i

ha de provenir dels productes degradats. En algunes aliquotes, apareix un

petit pic d'absorbància (A = 0.18 a 235 nm) en un volum d'elució intermig

(V = 56.25 mL).e

L'espectre d'absorció a l'U.V. d'aquesta fracció és semblant a l'obtin-

gut amb les glicoproteïnes de partida (màxim a 208 nm, A = 1.270, i cap mà-

xim definit a 280 nm, A = 0.065).
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Per a calcular la masa molecular de la fracció eluîda en aquesta zo-

na, s'ha realitzat una corba de calibrat en les mateixes condicions croma-

togràfiques que les emprades amb la solució de glicoproteines.

EL calibrât s'ha realitzat amb les següentes substàncies: citocrom o

(Sigma C7150), caseína (Merck 224U), ovoalbúmina (Sigma A5503) i albúmina

sérica bovina (Sigma A1887).

Enfrontant els logaritmes dels pesos moleculars a la relació entre el

volum d'elució respectiu i el volum buit (V /V ) s'ha obtingut la recta de

calibrat (figura 37). Per interpolació de la relació Ve/VQ de la fracció
hom obté la masa molecular de la mateixa, que equival a 33400, sempre i

quan les glicoproteines d'aquesta fracció tinguessin el mateix comportament

hidrodinàmic que les protéines globulars.

CITOCROM c

CASEÍNA

OVOALBUHINA

ALBÚMINA BOVINA

Eqflaclö de la recta

Pes molecular

12400

23600

43000

66000

y • -1,27260-x +
y • log(PM/1000);

log (PM/1000)

1,0934

1.3729

1,6335

1.6195

3.37122 (r « -0.9995)
x - Ve/V0

Vvo

1.790

1.574

1.355

1.226

Ve/V0 de la fracció: 1,452

Masa molecular: 33400

Z

t.»

I.«

1.7

1.0

1.S

1.4

1.9

1.2

'.1

1 1.1 1.2 1.9 1.4 1.6 1.0 1.7 1.« 1.8 2
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3.2. CROMATOGRAFÍA D'AFINITAT

Les glicoproteines amb activitat de grup sanguini A han estat se-

parades sélectivement de les altres glicoproteines mitjançant cromato-

grafia d'afinitat.

La lectina obtinguda del cargol Eelix pomatia s'uneix específica-

ment a les molècules que tenen residus terminals N-acetil-a-D-galactosa-

mina (PROKOP et al., 1968).

Estudis d'inhibició competitiva amb derivats glucídics (HAMMARSTROM

et al., 1977) han palesat que aquesta lectina mostra una afinitat d'unió

que va minvant en aquest ordre: a-D-GalNAc > a-D-GlcNAc = 3-D-GlcNAc >

3-D-GlcNAc. La desacetilació també minva dràsticament l'afinitat d'unió

de qualsevol' derivat glucídic.

Dins del conjunt d'eritròcits del grup sanguini A, es troba que aques-

ta lectina interacciona de forma diferent segons els diferents subgrups.

Així, els subgrups AZ i AjB mostren evidències d'una notable heterogenici-

tat en la unió, cosa que probablement indica la presència de mes d'un lloc

d'unió.

La separació de les glicoproteines s'ha realitzat en una columna

K9/15 (Pharmacia) de 9 mm de diàmetre intern i 15 cm de llargada. El gel

emprat ha estat Hèlix pomatia-Lectin-Sepharose 6 MB (Pharmacia).

Com a solució equilibradora s'ha fet servir la solució amortidora

PBS, essent la velocitat de flux de 7 mL/h. L'elució s'ha realitzat em-

prant un eluient selectiu (a-N-acetil-D-galactosamina).

Després d'aplicar la mostra, s'ha passat PBS fins que els eluits pre-

senten el mateix espectre U.V. que la solució PBS.

En resum la tècnica emprada ha estat la següent:

- empaquetament de la columna

- determinació del volum del llit cromatogràfic

- equilibració amb 10 volums de PBS

- aplicació de la mostra: 5% del volum del llit cromatogràfic

- incubació durant 20 minuts

- elució amb PBS (generalment 2-3 volums)

- elució amb ct-D-GalNAc 1 mM (2-3 volums)

- elució amb ct-D-GalNAc 10 mM (2-3 volums)

ael
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La visualització de la glicoproteina en els eluits no es pot fer auto

els mètodes clàssics basats en la determinació de 1'absorbencia a 280 nm,

car, com ja ha quedat palés, a aquesta longitut d'ona l'absorbància és

força petita. Per altre part, tampoc pot valorar-se l'enllaç peptídic puix

aquest és interferit per la presència de N-acetil-D-galactosamina, que pre-

senta un màxim en aquesta zona, màxim que no segueix la llei de Beer i que,

per altre part experimenta un desplaçament batocròmic concentració-depen-

dent. (Així, una solució 1 mM d'aquest aminosucre te una absorbància de

1,35 a 210 nm, mentre que una solució 10 mM te una absorbància de 1.94 a

218 nm).

Com a solució s'han visualitzat els tubs que contenen glicoproteines

mitjançant precipitació amb àcid fosfotungstic al 5% en HC1 2 N. A més s'ha

assolit quantificar aquestes glicoproteines determinat la turbidesa que

aquesta precipitació produeix. Així, amb una determinada relació entre l'à-

cid fosfotungstic i els eluits (1:1.5, v/v), es pot fer una quantificació,

sempre i quan aquesta es realitzi en un temps no superior als 30 minuts

després de la sortida de l'eluit, determinant el valor de la transmitància

a una longitut d'ona on ni l'àcid fosfotungstic ni les substàncies eluides

(470 nm) no mostren cap absorbància de per se. D'aquesta manera s'ha ob-

tingut una bona correlació entre la glicoproteina present i la transmitàn-

cia determinada (r = 0.999).

La figura 38 mostra el perfil cromatogràfic obtingut. Hom observa un

primer pic pertanyent a les substàncies que no tenen pas afinitat amb la
lectina i que representen aproximadament un 20% del total aplicat; a partir

dels 16.5 mL d'elució -i 3 després d'haver aplicat la N-acetil-D-galactosa-

mina 1 nM, volum que correspon, si fa no fa, al volum buit- ja s'elueixen

les glicoproteines que havien estat retingudes per la lectina i que repre-

senten més del 56% del total aplicat; finalment apareix un petit pic (quasi

el 23% del total aplicat) amb un valor màxim a un volum d'elució igual a

37.5 mL, i que correspon a les glicoproteines que estaven fortament unides

al gel de la columna i que han estat eluides per una concentració de l'a-

minosucre de 10 mM.
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mostra

2,2

2,0

1,8

1,4

1,2

1,0

N-Ac-D-GalNH2 1 mM N-Ac-D-GalNH2 10

2,20

15 30 45
VOLUH ELUIT (ml 5

FIGURA 38.- Perfil cromatográfi c obtingut amb la purificació de les

glÏcoproteines mitjançant cromatografía d'afinitat. Volum de la fase

estacionaria: 6.89 mL; volum de la mostra aplicada: 0.5 mL; velocitat

de flux: 6.2*t mL/h; temperatura: Í»°C.
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Els paràmetres estructurals i les característiques analítiques han

estat determinats en les glicoproteines obtingudes segons s'ha indicat en

l'apartat anterior, i eluïdes de la columna de Sepharose 6 MB-Helix poma-

tia per N-acetil-D-galactosamina a concentració lleugerament superior a
1 mM (1.1-1.3 mM).

El volum d'eluit que conte les glicoproteines s'ha concentrat apli-

cant el principi de l'osmosi inversa: el volum s'ha introduit en una mem-

brana de diàlisi Visking i la superfície d'aquesta s'ha recobert d'esca-

tes de polietilenglicol de masa compressa entre 15000 i 20000 (Sigma

P2263), deixant a 4°C fins que el volum s'ha réduit a 1/2 - 1/4 del volum

inicial. A continuació el volum es dialitza durant 48 h enfront aigua bi-

destil·lada a 4°C, renovant-se cada 6-8 hores.

Un cop dialitzat, el contingut del sac de diàlisi s'ha trasvassat al

als corresponents vials i s'ha liofilitzat.

1, CARACTERÍSTIQUES ANALÍTIQUES

Com a característiques analítiques de les glicoproteines s'han defi-

nit l'anàlisi dels continguts en proteïna i glucids, respectivament, així

com la determinació de la glicoproteina per mitjà d'una tècnica turbidomè-

trica, i la del poder inhibitori de l'hemaglutinació.

1.1. INHIBICIÓ DE L'HEMAGLUTINACIÓ

El poder inhibitori de l'hemaglutinació s'ha determinat segons la

tècnica descrita en l'apartat 2.2.7. corresponent a l'AÏLLAMENT I PURIFI-

CACIÓ DE LA GLICOPROTEINA ANTIGENICA:

En aquest cas la DHso de la lectina Hèlix pomatia, emprada com a

aglutinant ha estat de 21.31 yg/mL.

Pel que fa a la glicoproteina, s'ha partit d'una solució en PBS a

concentració de 0.87 mg/mL, i d'aquesta s'han fet diverses dilucions.
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Per a cada dilució s'han realitzat tres proves i s'ha emprat el va-

lor mig d'aquestes, sempre i quan no hi hagués una gran dispersió, en

aquest cas les determinacions s'han tornat a repetir.

La figura 39 mostra la gràfica obtinguda enfrontant les unitats pro-

bit a la concentració. En la taula 24 es detallen els resultats, essent

la DIHso igual a 38,82 yg/mL.

Els límits de confiança del valor obtingut (a:¿) s'obtenen multipli-

cant l'error estàndard SEM-Carp pel valor t donat per la llei d'Student-

-Fisher amb v = n - 2 graus de llibertat (DOMÈNECH i RIBA, 1983).

X£ ± t(n - 2,

En aquest cas i per uns límits de confiança a = 90 , hom obté un valor

de t(3, 0.010) = 5.841, essent els límits de 39.43 i 38.21 yg/mL.

.ao

6.5 ,

5.5

4.5

3.5

1,

y

0 9.2 8.4 8.6 8.8 I 1.2 1.4 1.6 1.8 2

log concentració (yg/mL)

2.2

FIGURA 39-- Gràfica d'unitats probit vs concentració emprada per

per al càlcul de la dosi inhibidora de 1'hemaglutinació del

50% dels eritròcits.
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1.2. CONTINGUT PROTEIC

La determinació del contingut proteic de la glicoproteina antigènica

ha tingut una doble finalitat: per una part, la quantificació de la pro-

teïna present en la glicoproteina, i per altre, la determinació del grau

de validesa en la valoració de glicoproteines mitjançant les tècniques

colorimètriques pròpies de les protéines estrictament dites.

1.2.1. MÈTODE DE LOWRY

Aquest mètode es el mes adient per a l'estimació de les proteïnes de

membrana. Com es sabut, el desavantatge més gran és que el color desenvor:

lupat varia segons les protéines analitzades i la corba de calibració ba-

sada en una proteïna estàndard, com es ara l'albúmina sérica bovina, no

es sempre satisfactòria. En l'anàlisi comparatiu entre diferents fraccions

es produeixen diferències significatives, especialment si aquestes conte-

nen glicoproteines (MADDY et al.1972), per la qual cosa cada fracció pro-

teica hauria de calibrar-se enfront de si mateixa.

Per aquest motiu, la glicoproteina antigènica s'ha valorat comparant

la corba de resposta anib les que s'obtenen amb BSA (Sigma AU503) i amb

l'orosomucoid humà (ai-àcid glycoprotein, Sigma G9885).

Abans de l'assaig, la glicoproteina antigènica emparda, s'havia man-

tingut en un desecador al buit que contenia clorur càlcic fins obtenir un

pes constant.

Les tres mostres s'han dissolt en solució PBS i les concentracions

exactes de l'albúmina i de l'orosomucoid s'han determinat per espectrofo-

tometria emprant els següents valors de coeficient d'absorció específica:

65, a 280 nm, per a l'albúmina i 89.3, a 278 nm, per a l'orosomucoid.

Les lectures d'absorbencia del complexe colorejat s'hanrealitzat a

720 nm. Corn s'observa a la figura HO, les corbes obtingudes tenen pen-

dents molt diferents, fornint la mínima sensibilitat en el cas de la gli-

coproteina antigènica.
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8

BSA

Glicoproteina

• « « » «—i—t—t—i—t—i—i—i—i—i J 1 1 L.

8 8.1 8.2 8.3 8.4 8.5 8.6 8.7 8.8 8.9 l 1.1

cCmg/mi.)

FIGURA AO.- Valors d'absorbencia a 720 nm obtinguts en la valoració

de Lowry de très molécules biologiques.

Una comparació general de les dades obtingudes ens porta al fet que,

per exemple, a una concentració de 0.2 mg/mL, a l'albúmina li pertoqui

una absorbencia de 0.510, de 0.189 a l'orosomucoid i només de 0.016 per a

la glicoproteina antigènica. Valors que, en termes percentuals i pren-

guent com a referència del 100% 1'absorbencia produida per l'albúmina,

impliquen un 37.06% per a l'orosomucoid i un 3.14% per a la glicoprotei-

na.

1.2.2. ANÀLISI D'AMINOÀCIDS

L'anàlisi del contingut en aminoàcids s'ha realitzat, seguint les

linees generals de la tècnica descrita per MOORE i STEIN (1963), en un

analitzador de aminoàcids Chromaspeck Rank Hilger equipat amb un integra-

dor Varian CDS 111.
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La glicoproteina (Q.33 mg) s'ha hidrolitzat amb 0.5 mL d'àcid

clorhídric 6 M durant 24 h a 110°C dins de vials en els que s'ha fet el

buit.

Per tal de reduir els possibles errors i solventar el problema que

presenta el fet qne la resposta a la fluorescencia es diferent per a ca-

da aminoàcid, es fan servir dues menes de patrons de referència: l'estàn-

dard extern i l'estàndard intern.

L'estàndard extern es una solució comercial d'aminoàcids que en con-

te 17 a concentració de 50 mM (25 mM per a la cisteïna). A aquesta solu-

ció hom afegeix l'aminoàcid Z-norleucina a la mateixa concentració.

L'estàndard intern és la mateixa Z-norleucina esmentada la qual

s'introdueix en el problema dissolguent-la en la solució clorhídrica

0.05 N que s'empra per a dissoldre 1'hidrolitzat d'aminoàcids. L'ús de la

Z-norleucina com a estàndard intern es deu a que la Z-norleucina és un

aminoàcid que no es troba, normalment, entre els naturals.

Tal com es deia suara, la resposta de cada aminoàcid a la fluores-

cencia no és la mateixa i cal, per tant, prendre unes referències quan

s'ha de quantificar el contingut aminoacídic en la mostra. Aquestes re-

ferències es prenen envers la Z-norleucina, estàndard intern, que ha es-

tat introduïda a la solució estàndard de 17 aminoàcids i també al proble-

ma.

Admetent com a lineal la variació de la fluorescencia amb la concen-

tració d'aminoàcid en el marge'de concentracions emprat, es defineix un

factor de referència relatiu (f.r.r.) d'un aminoàcid determinat:

_ Ci(estàndard) • A2(estàndard)f.r.r. = —* —
Aj(estàndard) « C2'(estàndard)

on Ci i C2 són les concentracions respectives de l'aminoàcid i de la

Z-norleucina en la solució estàndard, i AI i Aa són les àrees dels pics

de l'aminoàcid i de la Z-norleucina, respectivament, a l'estàndard.
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En el problema, la concentració d'aquest aminoàcid es calcula se-

gons:

AI(problema)
CjCproblema) = -f.r.r.'Ca(problema)

A2(problema)

Per a calcular els mols d'aminoàcids presents al problema cal mul-

tiplicar la concentració calculada pel volum en el que s'ha dissolt el

problema.

L'aminograma obtingut amb una alíquota de l'hidrolitzat de la gli-

coproteïna es mostra a la figura 41. En la taula 25 s'indica el contin-

gut d'aminoàcids trobat. El contingut corresponent al triptòfan s'ha ob-

tingut espectrofotomètricament segons es detalla en l'apartat 1.2.3. El

contingut en metionina s'ha obtingut amb un altre alíquota de l'hidrolit-

zat d'aminoàcids augmentant la sensibilitat per tal de poder valorar ..

aquest aminoàcid. Els valors de la serina, treonina i tirosina s'han cor-

regit per a compensar la descomposició parcial que aquests aminoàcids ex-

perimenten durant la hidròlisi.

1.2.3. DETERMINACIÓ DEL TRIPTÒFAN

El triptòfan pot determinar-se per tècniques espectrofotometriques

(GOODWIN i MORTON, 19H6; BENCZE i SCHMID, 1957), o be colorijrètricament

emprant N-bromosuccinimida (SPANDE i WTTKOP, 1967).

En aquest cas s'ha escollit la de Goodwin i Morton, ja emprada ante-

riorment (cf.Apartat 1.4.5. de l'AILLAMENT I PURIFICACIÓ DE LA GUCOPRO-

TEINA ANTIGEN ICA), la qual proporciona el nombre de mols de triptòfan i

tirosina.

Partint d'una mostra de glicoproteïna de 3.2 mg, dissolta en 3 mL de

NaOH 0.1 N, i desprès d'l hora d'incubació a 37°C, s'obtenen els següents

valors d'absorbància

Aaao = 0.591
A291t = 0.443



141

—

J
-

1
i

—

•

-

—

...

'-"

- •

-

—

•

-•

-

-
1

._

- -

•

_.

-.

- •
•

—

:

...

-

-

-

-1

---
-

-
1

_.-

-

—

•

-

';

-

•

-_—,

....

1

-

-
.

,
-H

- "

.T

-

'

-

"

-

-

-

-

1

,

.

•

-"•

;-

-j

.

"̂

-

IE

-i

•-

_

~

•

-

~\

j

i

Í

»•

1
(
«

<

:-_

-,

10
C

J
3
LI

-t
3

. ..

~

_..

---•
J

--

-

-}

-
H

—

8

-«

-6

)0

J
;-

J-

M

- _ -

0

-

0 •

-.

J

...

-

...

J

...

r — ••

•

F
....
• •

.

• - - j

...

_ _

-

-_

~,

..

i
— 1-

:
-!-•1 -

. .«. _.

1
t

!
¡

j
'1

!

I
:

,

'

i

•i
. i

FIGURA ^»1.- Amínograma obtingut de la hídrólísi àcida de la gl icoproteTna
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AMINOÀCID

Hidrofóbics

Metionina
Val i na
Isoleucina
Leucina
Triptófan
Tiros i na
Fenil al aniña

Neutres

Treonina
Serina
Prolina
Glicocola
1/2 Cistelna
Al an i na

Ací d i es

As part i c
Glutamic

Bàsics

Li si na
Histidina
Argini na

RESIDUS/1000

11,57

58,90

40,30

59,49

12,04

16,06

17,63

95,71

128,17

59,24

106,96

0

66,46

12,97

102,83

79,11

48,06

54,95

/jg/rng GLICOPROTEINA

2,163

8,648

6,625

9,780

3,082

3,648

3,651

12,606

16,882

8,547

10,063

0

7,421

7,043

18,833

14,594

9,346

12,068

TAULA 25.- Composició en aminoàcids de la glicoproteina antígénica

expressada en nombre de residus per cada 1000 i per yg per mg de

glicoproteina. El contingut en triptofan s'ha determinat per hjdró-

1 i s í a 1 ca 1 i na.
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Amb aquests valors i amb els coeficients d'absorció molar de la

tirosina a 280 nm (1700), la del triptofan a aquesta mateixa X (5920) i

essent el coeficient d'absorció molar d'ambdós aminoàcids a 294.4 nm de

2630, s'obté una relació molar Tyr/Trp de 1.334.

1.2.4. DETERMINACIÓ DE LA CISTEÏNA

S'ha intentat quantificar la cisteîna, que no apareix en l'aminogra-

ma (figura 41), per un mètode basat en la transformació de la cisteîna en

àcid sulfònic-cisteína produïda per l'acció de l'àcid f osfotúngstic. L'ab

L'absorbencia del producte de la reducció a 720 nm es proporcional a la

concentració de cisteîna.

La corba estàndard s'ha realitzat amb L-cisteîna (Sigma C7755) dis-

solta en HCl 1 N i afitava un marge de concentracions de 10 a 10~2 ymols.

Els resultats observats no han permès cap tipus de quantificació

significativa de la cisteîna. Així doncs, 1*escasa o nul·la presència de

cisteîna en la molècula, fa que la possibilitat d'error en la quantifica-

ció de la prolina al considerar com a tal certs derivats de la cisteîna

que coelueixen amb aquest aminoàcid (GARDNER 1984) sigui menyspreable.

1.3. CONTINGUT GLUCIDIC

Amb base a les tècniques de tinció de glicoproteînes en sistemes

electroforètics, com és principalment la de McGUCKIN i McKENZIE (1958)

s'ha desenvolupat una tècnica qual itativa de visualització de la presèn-

cia glucídica en glicoproteînes. Aquesta tècnica compren els següents pa-

sos:

a) tractament d'un volum v d'una solució de glicoproteînes amb l/5u vo-

lums d'una solució d'àcid periòdic (Sigma P7875) al 1% en aigua, a

bany marià durant 30 min. Aquest pas ha de fer-se a les fosques o be

mantinguent la solució resultant en tubs topaci per a protegir la

reacció de ruptura dels enllaços C-C en carbonis que porten grups hi-

droxil.

b) refredament del tub amb gel o amb aigua a 0°C.
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c) adició de 1/10 v volums de reactiu de Schiff (Merck 9034).

d) entre els 5 i 10 nan de 1'adició del darrer reactiu s'ha f ornat una

coloració que pot anar, en funció de la concentració, del color lil-

la a una forta coloració magenta.

L'anàlisi quantitatiu dels sucres s'ha realitzat per mitjà de crona-

tografia líquida d'alta resolució en l'anàlisi de sucres neutres (hexoses

i metil-pentosa) i d'hexosamines, i per mitjà d'una clàssica tècnica co-

lorimètrica pel que fa a l'àcid siàlic.

Una esquematització global d'aitais anàlisis es mostra en la figura

42.

HEXOSAMINES (HPLC)

6 h

100°

HC1

4 N

GLICOPROTEINES

1 h

80°

H2S04
0,1 N

V

ÀCID SIÀLIC

(Mètode de Warren)

HC1 2 N

6 h 100C
-> SUCRES NEUTRES (HPLC)

FIGURA *»2.- Condicions experimentals de l ' anà l is i dels sucres presents

en la g licop rote i na.
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1.3.1. SUCRES NEUTRES

Els sucres neutres s'han valorat per cromatografía líquida d'alta

resolució fent us d'unes condicions semblants a les emprades per MEAGHER

i FÜRST (1976).

L'anàlisi s'ha realitzat en un cromatògraf líquid-líquid d'alta re-

solució Wàters ALCI 200, equipat amb bombes 6000-A, injector U6K i detec-

tor d'índex de refracció R-401.

La columna emprada ha estat una y-Bondapack Carbohydrate, amb fase

mòbil d'acetonitriï/aigua (80:20, v/v), flux de 1.5 mL/min, sensibilitat

x8.

La mostra injectada ha estat de 25 yL, la velocitat de registre de

0.5 cm/min i els patrons s'han preparat en solució aquosa a concentració

de 10 mg/mL.

El tractament de la glicoproteïna inclou els següents pasos:

a) alliberament dels sucres neutres : a 9 mg de glicoproteina s'han afegit

2 mL de HC1 2 N, s'ha desplaçat l'oxigen del vial per corrent de ni-

trogen i després de tancar-lo s'ha mantingut durant 6 hores a 100°C.

b) desproteinització: s'ha realitzat amb àcid tricloracètic al 20% (p/v)

afegit fins una concentració final del 5%.

c) neutralització de l'excés d'àcid: l'excés d'àcid s'ha anat neutralit-

zant fins que el pH de 1'hidrolitzat estigués comprés entre 5.5 i 6.

La neutralització s'ha portat a terme amb carbonat de plata, obtingut

per la seva part de la reacció del nitrat de plata amb carbonat sòdic.

d)•preparació final: l'hidrolitzat s'ha centrifugat a 11500 r.p.m. durant

30 min, i el sobrenedant s'ha filtrat per Durapore (Millipore) de 0.22

y de pas de porus.

La figura 43 mostra el cromatograma obtingut. El pic amb temps de -

retenció 5.05 correspon als sucres neutres i el de temps de retenció de

3.37 a les hexosamines.

Quantificada l'àrea corresponent als sucres neutres amb un integra-

dor Kontron Messgeräte MOP-20, i per comparació amb l'àrea mitja de la

I>-glucosa, D-galactosa, D-mannosa i L-fucosa, s'obté que el contingut en

sucres neutres equival al 27.92% del pes total de glicoproteina.
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1.3.2. HEXOSÂMINES

S'han analitzat anib les mateixes condicions que els sucres neutres

anib la diferència que l'alliberament de les hexosamines s'ha realitzat

en una alíquota de 7 mg hidrolitzada amb 2 mL de HC1 4 N.

La figura 44 mostra el cronatograna obtingut. El pic amb temps de

retenció 3.41 correspon a les hexosamines. Quantificada llur àrea i per

comparació amb l'àrea mitja de la N-acetil-D-galactosamina i N-acetil-D

-glucosamina, s'obté que el contingut en hexosamines equival al 26.67 %

del pes total de la glicoproteina.

l.S.S. ÀCID SIÀL·IC

En aquest cas el terme àcid siàlic inclou els dos àcids neuramínics

acilats presents en les membranes biològiques: l'àcid N-acetilneuramínic

i l'àcid N-glicolilneuramínic.

Tres aliquotes de glicoproteina, de 10.2, 12.6 i 13.5 mg s'han hi-

drolitzat cadascuna amb 2 mL de HaSO,, 0.1 N, durant 1 h a 80°C.

La quantificació de l'àcid siàlic s'ha realitzat pel mètode de l'à-

cid 2-tiobarbitúric descrit per WARFEN (1959), amb una única lectura a

549 nm.

Els ymols d'àcid siàlic, valorats com a àcid N-acetilneuramínic, es

calculen segons

ymols = 0.090xA51)9

on 0.090 és un factor que prové del coeficient d'absorció molar de l'àcid

N-acetilneuramínic, i AS 1,9 1'absorbencia a 549 nm.

Dividint pel volum emprat en la prova s'obté la concentració molar i

d'aquí el nombre de mols en cadascuna de les aliquotes valorades.

Referit al pes total de la glicoproteina s'obté un percentatge d'à-

cid siàlic igual a 1.7±0.15.
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1.4. CONTINGUT GLICOPROTEINIC

El contingut glicoproteinic s'ha determinat segons el mètode des-

crit en l'apartat 2.2.5. de I1 AÏLLAMENT I PURIFICACIÓ DE LA GLICOPRO-

TEINA ANTIGENICA.

La mostra a valorar ha estat una solució en PBS de la glicoprotei-

na a concentració de 0.307 mg/mL.

Desprès de realitzar la valoració per duplicat i de comparar els

resultats amb els obtinguts amb una glicoproteina de referència, com és

ara l'orosomucoid, hom observa (taula 26) que, per un mateix pes, la

glicoproteîna antigenica produeix una intensitat d'espargiment superior

a la produïda per l'orosomucoid; així, per exemple, per a produir 10 uni-

tats arbitràries d'espargiment, calen 29.61 yg de la glicoproteina anti-

genica, mentre que son 44.25 yg els que s'han de menester en el cas de

1'orosomucoid.
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2, MASA MOLECULAR

La masa molecular s'ha determinat com a masa molecular de tota la

molécula o com a masa molecular de la part proteica.

2.1. MASA MOLECULAR TOTAL

La masa molecular de la glicoproteina s'ha calculat per una banda

per dues tècniques fisicoquímiques (electroforesi en gel de poliacrilami-

da i filtració per gel) que comparen unes mobilitats amb les que tenen

unes protéines de masa molecular definida. En aquest cas el valor trobat

és un valor relatiu envers les protéines que es prenen com a referència.

Per tant, qualsevol desviament del capteniment físicoquímic de la glico-

proteïna envers aitals proteïnes produeix un allui.yam.ent en l'exactitut

de l'extrapolació del valor obtingut amb la glicoproteïna envers la recta

de calibrat.

Per altre banda, també s'ha emprat l'espargiment de la llum (light

scattering) que forneix una masa molecular promig en pes (M ), sempre i

quan les interaccions tant .intra com intermoleculars siguin menysprea-

bles. En aquest cas l'exactitut del valor determinat, a més de la cura en

la manipulació operatoria rau en l'homogenitat de la mostra a determinar.

Un altre tècnica de la que es disposava, com és ara la viscositat,

no s'ha emprat amb aquesta finalitat, atès que els paràmetres K i a de

l'equació de Mark-Houwirik, no han estat definits per a proteïnes amb tant

elevat contingut glucídic (AHMAD i McfHIE, 1978, 1979).
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2.1.1. DETERMINACIÓ PER ESPARGIMENT DE LA LLUM

La nasa molecular determinada per espargiment de la llum ho ha

estat amb un fotòmetre per espargiment de la llum FICA 50 (SOFICA,

França) que permet lectures a 365, 436, 546 i 578 nm, a diferents an-
gles des de 30° fins a 150°.

La cubeta que conté la mostra es cilíndrica i està immergida en

benzè, substància amb un índex de refracció (nß = 1.50108) similar al

de la cubeta, eliminant-se d'aquesta manera quasi completament les re-

flexions i refraccions produïdes per la cubeta.

L'aparell forneix les intensitats espargides per la solució I, i

pel solvent J" pels diferents angles 6. Amb aquests valors pot obtenir-

-se la relació Rayleigh (R0) a partir de:

A j RB»90, <sin 9)"
B

6 " I (1 +cos26)

on AJ és la diferència d'intensitat espargida antre la solució i el sol-

vent; Rg, go és la relació Rayleigh que presenta el benzè a 90°, i que

per a X=546 nm és igual a 16.4-10~e; JB és l'espargiment produit per una

cubeta de quarz que serveix de control.

En el cas concret de la glicoproteîna s'ha partit d'una solució en

PBS a concentració de 300 yg/mL, dialitzada durant 48 hores enfront de

la solució amortidora per assolir un potencial electroquímic constant.

La solució de la elicoproteina, a l'igual que 1' amortidora, s'ha-

vien prefiltrat amb un filtre Durapore HVLP (Millipore, Estats Units) de

0.45y de pas de porus, i filtrades a través d'un filtre Durapore GVWP

de 0.22y de pas de porus.

A partir de la concentració inicial s 'han realitzat dilucions i

s'han determinat els valors de l'espargiment de la llum a diferents an-

gles per a les diferents concentracions.

La longitut d'ona de la radiació incident ha estat de 546 nm i la

cubeta s'ha termos tatitzat a 25±0.2°C.
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El valor de la constant òptica K

r2 „2
K = "i (6n /6e)

2

X* NA

ha estât de 2.272-10~7 on2-mol-g"2, partint d'un valor ni= 1.3345, d'in-

dex de refraccio del solvent, i de l'increment de l'índex de refracciô

(<5n/ôc) igual a 0.1879 mL/g (cf.Apartat 3-9.); Nft es el numéro d'Avoga-

dro i X la longitut d'ona emprada.

Amb aquestes dades es troben els valos de K«c/R» a. concentració (c)

O, a partir dels valors a les diferents concentracions, i també els va-

lors de K-C/RQ a 6=0, segons els valors de K-c/R enfront del sin2(0/2).

En el primer dels casos, els resultats extrapoláis permeten determi-

nar VL· a partir de la intersecció en l'ordenada, i el segon coeficient

del virial, A2, a partir del pendent.

En el segon cas, la representació (K'c/RQ)c ̂  vs sinz(6/2) permet

la determinació de M a partir de la intersecció en l'ordenada, i del ra-

di de gir <s2>, segons el pendent igual a:

16TT2. <S2>

3*2 *»

L'extrapolació simultània d'ambdues variables (concentració i angle)

en una mateixa representació (diagrama de Zinm) permet una exactitut més

gran en les determinacions ífigura 45).

El valor obtingut en la interceptació en l'eix d'ordenades és igual

a 1.8692'10~5(±0.1625-10~5) g-1, i per tant, el pes molecular promig en

pes (M ) serà de 53500 ± 4280.



0.
3
 

0.
6
 

0.
9
 

1
.
2 

1.
5
 

1.
8
 

2.
1
 

2.
4

si
n 
(9
/2
)
 +
 5
0
 c

e
n
-F

FI
GU

RA
 
^S
.~

 
Di

ag
ra

ma
 
de

 
Zi

mm
 
pe

r 
a 

le
s 
me

su
re

s 
de

 
ll

um
 
e
s
p
a
r
g
i
d
a 

pe
r 

la
 g

l 
ic

op
ro

te
în

a

i 
25
°C

 
n 

"* 
= 
5̂
6
 
nm

. 
El
 
va

lo
1-
 

' 
r> 

va
 
e

it
 
on
 
r 
'
 L
.



155

2.1.2. MASA MOLECULAR PER CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓ PER GEL

La determinació de la masa molecular de la glicoproteina per cro-

mat ografia de filtració per gel s'ha realitzat en una columna K16/70

(Pharmacia) de 1.6 cm de diàmetre i 70 cm de longitut. Com a llits cro-

matogràfics s'han emprat els següents:

- gel de poliacrilamida porosa (Bio Gel P-300 FineXBioRad) que permet

la separació de proteïnes globulars compreses en un marge de 60000 a

400000 daltons.

- gel de dextrans (Sephadex G-200XPharmacia), amb un marge teòric de
separació de 5000 a 600000 daltons.

- gel d'agarosa (Sepharose CL-4B)(Pharmacia), que pot separar mases de

fins 20 milions de daltons.

EL tractament dels xerogels, l'empaquetament de la columna i les

operacions prèvies a la determinació són, en llurs trets principals, els

mateixos quedéis descrits en l'apartat 3.1. de 1'AÏLLAMENT I PURIFICACIÓ

DE LA GLICOPROTEINA ANTIGENICA.

Degut a. la naturalesa dels gels de tipus tou (Bio Gel P-300 i Se-

phadex G-200), es produeix una compressió contínua del llit cromatogrà-

fic, cosa que fa que disminueixi la velocitat de flux, el gel s'ha reem-

pacat de nou cada 3 determinacions cromatogràfiques.

En qualsevol dels casos, el volum de gel dins de la columna ha estat

de 138-140 mL.

Quan el gel era Sephadex G-200 o Bio Gel P-300, el flux ha estat de

6.9-7.3 mL/h (3.45-3.65 cm/h). Per a la Sepharose 4B-CL ha estat de 15.82

mL/h (7.91 cm/h).

El calibrat s'ha realitzat amb una sèrie de proteïnes caracteritza-

des per tenir uns radis friccionáis o volums específics parcials que no

es desvien de la mitja pròpia de les proteïnes. Aquestes han estat: albú-

mina sérica bovina (Sigma A1887), ß-galactosidasa (Sigma 11875), inmuno-

globulina G (Sigma 14506), B-amilasa (Sigma A8781) i fibrinogen boví

(Sigma F4753), sempre dissoltes en solució amortidora PBS.
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La determinació del volum buit (V ) s'ha realitzat amb una solució

aquosa de Blue-Dextran (Pharmacia) al 0.20 % que contenia 0.02 M de NaCl

per a proporcionar la força iònica adient.

S'han aplicat 2 mL de cada proteïna -i de Blue-Dextran- i s'han re-

collit fraccions de 2.5 mL.

Les protéines es determinaren a 280 nm i el Blue-Dextran a 254 nm en

un espectrefotòmetre Perkin Ebner 124.

El volum intern (V¿) s'ha determinat'amb L-tirosina (Sigma T3754)

en solució amortidora de PBS (c = 0.21 mg/mL). S'han aplicat aliquotes

de 2.5 mL, determinant-se llur absorbància a 280 nm en 1'espectrefotòme-

tre abans citat.

La solució de glicoproteina en amortidor PBS (c = 2.56 mg/mL) s'ha

aplicat a volums de 2 mL, recollint-se fraccions de la mateixa quantitat.

L'absorbància s'ha determinat en el punt màxim que es presenta entre

274 i 284 nm en un espectrefotòmetre Hewlett Packard A-8531, emprant com

a blanc les fraccions eluîdes a l'inici.

En els gels Sephadex G-200 i Bio Gel P-300 la glicoproteina s'elueix

en el volum corresponent al volum buit. Quan s'ha cromatografiat en Sepha-

rose 4B-CL apareix un sol "pic, la relació Ve/V0 del qual és de 2.092±0.005

(mitja i desviació estàndard de 4 determinacions realitzades) que extra- .

polada a la recta de calibració prèviament establerta, forneix un valor

de masa molecular de 750000 (amb una forquilla de 700000 a 800000).

2.1.3. DETERMINACIÓ PER PAGE-SDS

L'electroforesi en gels de poliacrilamida (PAGE) en presència del de-

tergent aniònic dodecil sulfat sòdic (SDS) és una tècnica ràpida per a la

determinació de la masa molecular de les proteïnes atès que el SDS disso-

cia les proteïnes en llurs cadenes polipeptídiques constituients (WEBER

i OSBORN, 1969).

L'èxit d'aquest procediment per acurades determinacions de mases mo-

leculars es basa en dos factors:
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(1) les proteïnes s'uneixen, en general, a quantitats constants de SDS

per gram de proteïna, quan el detergent està en quantitats saturants.

Llavors, la proteïna te una càrrega total negativa que enmascara la

càrrega intrínseca, resultant una relació càrrega/masa constant. Per

mitjà de diàlisi d'equilibri enfront d'aigua, PITT-RIVERS i IMPION-

BATO (GORDON 1975) han comprovat que les proteïnes que no contenen

grups S-S s'uneixen a un 140% del seu pes en SDS.

(2) les proteïnes saturades anib SDS prenen una configuració semblant a

una vareta, essent la longitut de la mateixa proporcional a la lon-

gitut de la cadena polipeptídica i, d'aquesta manera, al seu pes mo=

lecular.

Tanmateix, aquest procediment no es totalment extrapolable per a

determinar mases moleculars de glicoproteïnes, car les glicoproteïnes

amb més d'un 10% de glúcids presenten un capteniment anòmal quan es com-

paren per PAGE-SDS amb les proteïnes estàndard (SEGREST i JACKSON, 1972).

La raó d'aquest capteniment anòmal es la menor unió al SDS per gram de

glicoproteïna en comparació amb les proteïnes. La menor unió al SDS im-

plica una disminució en la relació càrrega/masa i, per tant, una mobili-

tat inferior durant durant l'electroforesi, la qual cosa en el cas de les

proteïnes normals, seria característic de mases moleculars altes. Aquest

desviament de la masa molecular depèn de diversos factors, principalment

el contingut glucídic, la presència d'àcid siàlic i la concentració de

poliacrilamida del gel.

Així, doncs, tinguent en compte que la masa molecular obtinguda pot

desviar-se de la real, la determinació d'aquesta s'ha realitzat segons el

sistema discontinu de LAEMMLI adaptat per THOMAS i KORNBERG (1978) en gels

de placa verticals de PAGE-SDS amb un gruix de 0.75 mm. Les principals ca-

racterístiques d'aquesta lectroforesi s'indiquen a continuació:

- gel separador: 18% d'acrilamida en solució amortidota Tris 0.375 M, pH

8.8 + SDS al 0.1%
- gel espaiador: 3% d'acrilamida en solució amortidora Tris 0.125 M, pH

6.8 -i- SDS al 0.1%
En ambdós gels s'ha emprat TEMED com a catalitzador i persulfat amònic

al 1% com a iniciador de la reacció de polimerització.

- solució amortidora de separació: Tris 0.05 M, pH 8.3, glicina 0.38 M,

SDS al 0.1%
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- solució amortidora de la mostra: Tris 0.0625 M, pH 6.8, SDS al 2%, gli-

cerol al 12.5%, ß-mercaptoetanol al 5%

- colorant de migració: Bromofenol Blue al 1% en glicerol al H0% ajustât
a pH 7

- tractament de les mostres: escalfament previ a 100°C durant 1-3 min

- condicions de separació:

a) intensitat constant: 0.6 mA/0.5 mm gruix/cm longitut del gel

b) voltatge: el de partida se situa en 60-80 V augmentant gradualment
fins a un valor final de 150 V

c) la mobilitat oscil·la entre 2-2.5 cm/hora

- fixació: amb la mescla aigua-metanol-àcid acetic (5:5:1) durant 1 hora

- tinció: Blue Coomassie en aigua-metanol-àcid acètic (5:5:1) durant un
mínim de 30 min

- destenyit: acètic al 10% — metanol al 5%, renovant el líquid fins el
destenyit complet.

Com a substàncies de referència emprades per a calcular la recta de

calibrat, s'ha fet ús de les proteïnes especificades a la taula 27.

PROTEÏNA

Fosfotilasa b

Albúmina

Ovoalbúmina

Anhidrasa carbónica

Inhibidor de la tripsina

ct-Lactoalbúmina

PM SUBUNITAT

94000

67000

43000

30000

20100

14400

ORIGEN

múscul de conill

sérum boví

ou blanc

eritrécit boví

soja

llet de vaca

TAULA 27.- Proteïnes emprades per al càlcul de la recta de c a l i b r a t deter-

minada per PAGE-SDS. Les proteTnes formaven part d'un kit específic per

aquesta funció (Pharmacia).

En la figura U6 s'observa el gel electroforètic obtingut. Ultra la

glicoproteïna purificada per la columna d'afinitat i les proteïnes de ca-

librat també es troba present una alíquota de les glicoproteînes en l'es-

tat previ al pas per la columna d'afinitat.
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A B C B A

;

FIGURA 46.- Gel electroforetíc de la glicoproteina e l u i d a

per la columna d'afinitat específica per a grups N-acetil-

D-galactosamina (B), de la g l i c o p r o t e i n a abans d'eluir-se

per aquesta columna (A) î de les protéines emprades per a

realitzar la recta de c a l i b r a t (C) .

La glicoproteina antigènica apareix com una molècula altament purifi-

cada i que presenta dues bandes. Si hom enfronta el logaritme neperià de

la masa molecular de les protéines de referència a llur Rf s'obté una rec-

ta de calibrat (figura 47).
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Extrapolant els valors dels Rf de les bandes obtingudes amb les gli-

coproteines, s'obtenen unes mases moleculars de 76000 i 43000 per aques-

tes bandes, per la qual cosa es pot suposar que la banda superior corres-

pon a la forma dimèrica de la molècula mentre que la inferior és la monq-

mèrica.

Ln CPM>

12

11.S

t t

10.5

ta

a.s

0 20 50 60 70 80

Rf

FIGURA kJ.- Recta de calibrat emprada per a la determinació de la masa

molecular de les bandes obtingudes en 1'electroforegrama:(o) protéines

del kit de calibració; (A) bandes obtingudes amb la glicoproteina anti-

gen ica.

L1'scanning densitomètric del gel es mostra en la figura 48.

Quantificant els pics corresponents a la glicoproteina purificada es

palesa un equilibri entre ambdues bandes ates que la masa inferior te un

àrea equivalent al 56% del total d'ambdues i la de masa superior es del

44%.



n 
-n

3
 

— O
(U

 
c

re 
30

CL n> •O O o» O

CO re 3 1/1

—
 

o
su

 
g

Q
. 

-i
QJ

 
—

I 
01

o
 

O
.

t/
i 

re O
"

O) D Q
.

re o tr to c Q
.

re U
l

Q
) cr re n o -t
i o ~\ re i/>

In
ic

i

•ya -*«

In
ic

i

o»
 

—
•

o
 

o
0

 
o

—
l 

-o

i
 
3

3
 

r*
B>

 
rü

Q
. 

5"
o> -*

i 
(B

•à
 

c
-j
. 

_•
rt

- 
Q

.
01

 
O

I
r*

-
•O (V "J

in
ic

i

Fo
sf
or
il
as
a 
b

Al
bú

mi
na

Ov
oa
lb
ûm
in
a

An
hi
dr
as
a

ca
rb
ón
ic
a

In
hi
bi
do
r 
de
 l

a
tr
ip
si
na

la
ct

al
bu

mi
na



162

2.2. MASA MOLECULAR DE LA PART PROTEICA

La masa molecular de la part proteica s'ha calculat segons el con--

tingut en aminoàcids (cf.apartat I.2.2.). Aquest càlcul està fonamentat

n el fet que el valor real de la masa molecular ha de correspondre a un

nombre enter de residus d'aminoàcids.

D'aquesta manera, la relació d'aminoàcids que correspon a la verda-

dera masa molecular presenta unes desviacions envers la fracció d'aquests,

la suma de les quals es mínima.

Els dos principals mètodes per a calcular matemàticament 'aquesta

masa molecular són el de NYMAN i LINDSKOG (1964) i el de KATZ (1968).

S'ha adoptat el primer, seguint la sistemàtica de BLACK i HOGMESS

(1969), que consta dels següents pasos:

a) càlcul de la freqüència residual (F¿) corresponent a cada residu

d'aminoàcids (taula 28).

Residu d'aminoàcid Freqüència residual

CisteTna 0,00000

Metionina 0,01157

Triptofan 0,0120*»

Aspàrtic 0,01297

Tirosina 0,01606

Fe n i l a l a n i n a 0,01763

Isoleucina 0,04030

H i s t i d i n a 0,0*»806

Argînîna 0,05^95

V a l i n a 0,05890

Prolina 0,0592*»

Leucina O,059^9

Alanina 0,066*»6

Usina 0,07911

Treonina 0,09571

Glu t á m i c 0,10283

Glicocola 0,10696

Serina 0,12817

TAULA 28 .- Frequencies dels residus d'aminoàcids.
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anib les fraccions obtingudes (F̂ ) s'aplica per a una nasa molecular

determinada, M, la fórmula

ni

que dóna el nombre de residus (n) per a cada aminoàcid (i), essent R

el pes del residu de cada aminoàcid.

c) a cada nombre de residus (n¿) hom assigna l'enter mes proper (E • ) .

d) es troba la diferència (D¿) entre n¿ i el respectiu enter assignat.

e) es calculen els valors D¿/E¿ per a cada aminoàcid i es calcula el su-

matori de tots els valors

f) per a cada aminoàcid es calcula el valor 1/E¿ i el sumatori de tots

els valors (£{!/%}).

g) es calcula el valor ./ que indica la desviació en funció de la masa

molecular

f
O.SZU/EÍ)

h) es comparen els valors de / obtinguts segons les mases moleculars

preestablertes (taula 29).

MASA MOLECULAR

10000

11000

12000

13000

14000

15000

16000

17000

18000

19000

,
0.486

0.517
0.616

0.581

0.590

0.570

0.465

0.319

0.351
0.442

MASA MOLECULAR

20000

30000
40000

50000

60000

70000

80000

90000
100000

110000

/
0.621

0.552

0.543

0.629

0.535

0.386

0.438

0.463
0.564

0.446

TAULA 29.- Valors de / segons diferents mases moleculars. Aquestes

comprenien una f o r q u i l l a de 8000 fins a 130000 a intervals de 500.
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El valor de f més petit s'ha obtingut per una nasa molecular de

17000, i agafant l'interval compres entre 17000 i 18000, amb varia-

cions de masa de 100, s'obté el mínim valor de / (f = 0.2507) per una

masa molecular de 17200 (figura 49).

0.4

0.3S .

0.3 .

0.25 .

0.2
17000 17200 17400 17600 17800 18000

MASA MOLECULAR

FIGURA í»9.- Desviació en funció de la masa molecular (f ) per un interval

de 17000 a 18000.
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