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3. PROPIETATS FISICOQU;MIQUES

3.1. ABSORCIO A L'ESPECTRE ULTRAVIOLETA

En solucid amortidora PBS la glicoproteina antigénica mostra en
la zona ultravioleta l'espectre que s'indica en la figura 50. La gli-
coproteina estava present a concentracid de 0.951 mg/mL. Hom pot obser-
var una gran zona d'absorbdncia amb un pic a 213 nm, que correspon a
1'enllag peptidic i també als sucres presents; pels voltants de 280 nm
s'aprecia un lleuger pic. Limitant 1l'espectre d'absorcid entre 250 i
300 nm (figura 51) ja s'cbserva, de forma més clara, un mixim, encara
que forga aplanat, a 276.5 nm, amb una absorbancia de 0.402 i que cor-
respon als aminodcids cromofors.

En altres determinacions s'ha comprovat que la forma aplanada del
mixim fa que els valors més alts d'absorbdncia puguin correspondre a
longituts d'ona que fluctuen entre 274 i 278 nm.

1lEdas.

FIGURA 50.- Espectre d'absorcié en la zona U.V. (de 190 a 300 nm) de la

glicoproteina determinat en un espectrofotdmetre Hitachi 150-20.
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FIGURA 51.- Espectre d'absorcid de la glicoproteina entre 250 i 300 nm,

determinat en un espectrefotémetre Hitachi 150-20.

3.1.1. CORRECCIO DE L'ABSORBANCIA PRODUIDA PER L'ESPARGIMENT
DE LA LLUM

L'absorbancia aparent deguda a solucions proteiques comprén un com-
ponent degut a 1l'espargiment de la 1lum. Aquest component pot determinar-
se en la zona U.V. de 1l'espectre segons la relacid de Rayleigh, que esta-
bleix que la turbidesa és inversament proporcional a la A de la radiacid
incident elevada a una poténcia n, variant aquest exponent entre valors
de 4 a 1, 1 que &s dependent de la relacid de la X de la radiacid incident
i el tamany, forma i naturalesa de la interfase de les macromolécules dis-
soltes (KOCH 1961).
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Aixi, la determinacid dels valors de 1l'absorbdncia en la zona visi-
ble de 1l'espectre permet 1'extrapolacid a la zona U.V. i la substraccid
del component de 1l'absorbancia degut a 1l'espergiment de la llum déna la
verdadera absorbdncia.

Aquesta extrapolacid s'ha fet segons la metodologia descrita per
WINDER i GENT (1971) enfrontant el logaritime de 1l'absorbancia al logarit-
me de la longitut d'ona (en la zona visible de 1l'espectre); la recta ob-
tinguda en la zona lineal s'extrapola a la longitut d'ona desitjada.

Per aquest cdlcul s'ha partit d'una solucid de glicoproteina en so-
lucid amortidora PBS a concentracid de 1.032 mg/mL. Aquesta solucid pre-
sentava una absorbancia de 0.435 a 280 nm. Els valors d'absorbancia es
determinaren a cada interval de 2 nm entre 550 i 300 nm. Segons s'obser—
va a la figura 52 hi ha una linealitat entre els valors compressos entre
550 (log = 2.740) i 400 nm (log = 2.602). Aixi, fent fis d'aquests punts
s'obté una recta que a 280 nm presenta un valor logaritmic equivalent a
una absorbancia de 0.028.

log A
L
n

2.47 2.52 2.57 2.62 2.67 2.72 2.77

loeg. A
log A

FIGURA 52.- Gradfica del logaritme de 1'absorbdncia vs el logaritme de A.
Amb la recta obtinguda entre 550 i 400 nm s'ha realitzat l'extrapolacid a

280 nm. El valor del pendent de la recta proporciona |'exponent n.
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Segons aixd el component de 1l'espargiment en 1'absorbancia represen-
ta el 6.44% d'aquesta.

A partir del pendent de la recta es te el valor de 1l'exponent n, que
en aquest cas és igual a 1.077, corresponent aital exponent a una molécu-
la amb forma d'el.lipsoide (HELLER et al., 1946).

3.1.2. DEPENDENCIA DE LA TURBIDESA AMB LA LONGITUT D'ONA

El pardmetre experimental que descriu la dependéncia de la turbidesa
amb la X en ura solucid de macromolécules és el valor n obtingut del pen-
dent negatiu de la grifica que enfronta el logaritme de 1'absorbancia amb
el logaritme de la A experimental. Aquest parametre depen de 1l'increment
de 1'index de refraccid i del canvi d'aquest index en funcid de la A 1

del tamany i forma de les macromolécules en solucid.

CAMERINI-OTERO i DAY (1978) han obtingut una série d'expressions re-
lacionades anb 1l'exponent n, vdlides per a molécules esfériques, en vare-

ta isotropica o en cabdell monoestadistic.

Aquestes expressions contenen les funcions d'interferéncia entre par-
ticules, @(X), i 1lur relacid anb l'exponent n, i les propietats refracti-
ves obtingudes per relacions matemdtiques del tipus Cauchy.

L'expressié que els autors finalment obtenen és:

d log ngA
—dlogA/dlogA = n =h—2m~—
d log{(én(X)/éc)u} d log @A)
- 2 d logA - d togh

on A és l'absorbancia, A la longitut d'ona, ng()\) 1l'index de refraccid del
solvent, (Gn(k)/ﬁc)u 1l'increment de 1'index de refraccid a potencial qui-
mic constant dels components, i @(A) és un valor que depen de les dimen-
sions de les molécules i que oscil.la entre 0 i 1.
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L'expressid anterior pot simplificar-se de la manera seglent:

n=54 +0; +a -8B

Els valors a; i1 a; s'obtenen de:

4x2.2-10% nm?

2 0.925\% + 2.2-10" nm?

4x2.31-10% nm?
0.9922)% + 2.2-10* nm

Q
)
1]

oy =

i el valor de B s'obté per substraccid de 4 + a; + ap el valor de 1'expo-

nent n.

Aquest valor B8 expressa la contribucié del tamany i la forma de la

molécula que produeix l'espargiment de la 1llum.

En la taula 30 s'indiquen els valors de les constants de dispersid

que afecten 1'exponent n.

Els elevats valors de B, consequéncia d'un valor baix de n, impli-

quen una estructura forga expandida.

A Ne A/ng oy 02 4+01 +02 B
400 1,3432 297,8 0,056 0,507 4,563 3,486
410 1,3424 305,4 0,054 0,492 4,546 3,469
420 1,3416 313,1 0,052 0,477 4,529 3,452
430 1,3408 320,7 0,050 0,462 4,512 3,435
440 1,3400 328,4 0,049 0,447 4,496 3,419
450 1,3393 336,0 0,047 0,432 4,479 3,402
460 1,3387 343,6 0,045 0,417 4,462 3,385
470 1,3380 351,3 0,043 0,402 4,445 3,368
480 1,3375 358,9 0,042 0,387 4,429 3,352
490 1,3369 366,5 0,040 0,372 4,412 3,335
500 1,3364 374,1 0,037 0,357 4,394 3,317
510 1,3359 381,8 0,036 0,342 4,378 3,301
520 1,3355 389,4 0,035 0,327 4,362 3,285
530 11,3351 397,0 0,033 0,312 4,345 3,268
540 1,3347 404,6 0,031 0,297 4,328 3,251
550 1,3343 412,2 0,030 0,282 4,312 3,235

TAULA 30.- Constants de dispersié que afecten 1'exponent n. E! valor de 1'Tndex
de refraccid s'ha obtingut de no(X) = 1.3345(0.9922 + 2.31-10%/A2) segons la A.
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3.1.3. COEFICIENT D'ABSORCIO ESPECIFICA

El coeficient d'absorcid especifica de la glicoproteina s'ha deter-
minat en tres mostres que després de desecades al buit en preséncia de
clorur cdlcic fins assolir un pes constant, s'han solubilitzat en solucid
amortidora PBS. Les concentracions de les mostres de partida eren 2.63,
2,17 1 1.48 mg/mL. Fent dilucions a 1/2 amb la mateixa solucid amortidora
s'han obtingut 5 solucions de cada mostra de partida. De cada solucid
s'han pres tres aliquotes i s'ha determinat 1'absorbancia a 280 nm, calcu-
lant el valor mig per a cadascuna de les 15 mostres a valorar.

La recta que correlaciona 1l'absorbancia amb la concentracid (figura
53) fent que aquesta passi per l'origen és

y = 0.4234.x (r = 0.999)
on y és 1l'absorbancia a 280 nm i x la concentracid en mg/mL.

Els 1limits de confianga del pendent de la recta (b) es calculen se-

gons
b *+ t(n-2,0)SE(®)

on el valor de t ve donat per la llei d'Student-Fisher amb 15 - 2 = 13
graus de llibertat i SE(b) és 1l'error estdndard de 1l'estimacid del pendent,
que en aquest cas val 0.0027.

A 288 nm
1.5 .

8.5

8 A i x o > S

2 R.5 1 1.8 2 2.5 3
C {mg/ml)

FIGURA 53.- Determinacid de la relacid absorbancia a 280 nm vs con-
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Calculant 1'absorbancia que correspon a una concentracié de 10 mg/mlL
i com el pas de 1lum de la cubeta és d'1 cm, es te un valor del coeficient
d'absorbancia igual a 0.4234 Leg=!-cmr!. Amb uns 1imits de confianga del
99% es te una forquilla compresa entre 0.4315 i 0.4153.

3.1.4. ESPECTROSCOPIA DERIVATIVA

L'espectroscopia derivativa (principalment de la segona i quarta
derivada) ha estat emprada per a resoldre la complexitat d'un espectre en
la regid de 1l'ultravioleta proxim (240-320 nm) i aixi poder determinar la
contribucid dels tres cromofors dels aminodcids aromitics i la influéncia

del solvent sobre agquests cromdfors.

L'espectre d'absorcid degut a canvis d'estat electronics d'un residu
aromitic en aquesta regid hauria de correspondre a un pic estret produit
per una Gnica transicié. En realitat al estar la proteina dissolta en un
medi aquds, l'aigua, que és fortament polar, fa que les bandes de 1l'absor-
cid s'eixamplin, i aixd unit a la pertorbacid produida per les transicions
vibracionals i rotacionals, fan que els pics siguin més amples i que,
d'aquesta manera, es produeixi un solapament dels pics.

Sempre 1 quan un pic segueixi una corba gaussiana, la intensitat de
la derivada n-sima &s inversament proporcional a la poténcia n-sima de
1l'amplitut de la banda. Aixf, 1l'andlisi per derivades afavoreix les bandes
estretes en detriment de les amples. Tedricament, a major ordre de deriva-
cid correspon una resolucid més gran, perd també es produeix una disminu-
cib de la relacid senyal/soroll de fons. la intensitat de les bandes en
la corba derivada és directament proporcional al tamany dels intervals di-
ferencials emprats, perd el sorcll de fons és independent, essent 2" vega-
des el nivell de soroll original. Aixi doncs, l'eleccid de l'ordre de de-
rivacid €s un compromis entre aquests dos factors oposats (PADROS et al.,
1984).

Amb la quarta derivada, ultra la contribucid individual dels cromdS-
fors, poden esbrinar-se els efectes del solvent scbre les dues bandes

principals de vibracid de la tirosina.
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Anb la segona, que ha estat l'emprada, pot obtenir-se la contribu-
cié de la fenilalanina i la relacid entre el triptofan i la tirosina.

La determinacid s'ha realitzat amb una mostra glicoproteinica dis-
solta en solucid amortidora PBS, a concentracid de 0.68 mg/mL.

L'espectre de la segona derivada s'ha obtingut amb un espectrefotd-
metre Hitachi 150-20, anb una amplitut d'escletxa de 1 nm, una velocitat
de pegistre de 50.0 nm/min i un interval de derivacid de 2 mm.

En la figura 54 es mostra l'espectre obtingut. Els pics es troben a
256, 261, 263, 267, 271, 278, 295 i 296.5 nm. Les valls a 252.5, 258,

262, 264.5, 268, 276, 283, 290.5, 296 i 298 nm.
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FIGURA 54.- Espectre de la segona derivada entre 250 i 300 nm d'una so-

lucié en PBS de la glicoproteina a ¢ = 0.68 mg/mL.
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Les valls i pics crompressos entre 250 i 265 nm cal atribuir-los
nicament a la fenilalanina, mentre que, per sobre de 270 nm tanbé es
troben les contribucions espectrals de la tiresina i el triptofan (BA-
LESTRIERT et al., 1978). En aquells casos en que la relacid Trp/Tyr és
superior a 1, la diferéncia entre el pic a 295 nm i la vall a 290.5 nm
estd relacionada amb el contingut en triptofan, perd si la relacid
Trp/Tyr és menor o igual que 1,.el valor numric d'aquesta diferéncia
estd alterat, car la tirosina presenta una banda positiva entre el pic
a 295 nm i la vall a 290.5 nm.

Lla informacid més directa envers el contingut de tirosina i tripto-
fan, s'obté del valor de la segona derivada a 276 nm. A aquesta A, el
triptofan presenta un pic i la tirosina una vall, predominant a concen-
tracions iguals d'ambdds aminodcids la vall de la tirosina. En 1'espec-
tre obtingut s'observa la vall a 276 nm, de la qual cosa hom dedueix que
la relacid Tyr/Trp 2 1 i, per tant, no pot valorar-se el triptofan per
la mesura directa de la diferéncia entre el pic a 295 nm i la vall a
290.5 nm.

SERVILLO et al.(1982) han obtingut la relacid entre el contingut en
triptofan i tirosina, per una part, i les dista3ncies entre valls i pics,
per altre; en concret, esdetermina la relacid a/b on a és la diferencia
de valors entre 287 i 283 nm, 1 b la diferéncia entre 295 i 290.5 nm.

Aquesta relacid equival a

a Ax + B

b Cx +1

on x &s la relacib molar Tyr/Trp, i A, B 1 C uns pardmetres, que, pel me-
tode dels minims quadrats en relacions no lineals, basat en 1'algoritme
de Marquardt, i en proves fetes en solucid amortidora de fosfats 0.05 M
pH 6.5 en clorhidrat de guanidina 6M, sén iguals a A 2 0.21#0.01, B =
0.66x0.1 i C = 0.080%0.05.

Amb les dades obtingudes de 1l'espectre es tenen unes diferéncies a =
9.63ib = 7.26 (a/b = 1.33). Portant aquest valor a l'anterior equacid
hom te un valor de x = 2.11, valor que, tinguent en compte que la solucid
no desnaturalitzant emprada (PBS) forneix unes diferéncies més marcades
que no pas un medi desnaturalitzant, com és ara amb el que s‘han determi-
nat els pardmetres A, B i C, no &s gaire diferent a 1l'obtingut amb la hi-
drolisi alcalina (cf. apartat 1.2.3).



174

3.1.5. VARIACIO DE L'ESPECTRE D'ABSORCIO A L'ULTRAVIOLETA EN
FUNCIO DEL pH

La variacid de 1'espectre a 1'UV en funcid del pH s'ha determinat a
partir d'una solucib de glicoproteines en aigua a concentracid de 1.20
mg/mL. A un volum de 0.5 mL d'aquesta solucid, s'han afegit 2.00 mL de la
solucid amortidora corresponent (concentracid final de la glicoproteina =
0.30 mg/mL). Com a blarc s'ha emprat un volum de 2.00 mL de la solucid
amortidora corresponent al que hom afegeix 0.50 mL d'aigua bidestil®lada.
Després de realitzar la lectura de 1'absorbancia entre 200 i 300 nm, s'ha
determinat el pH de la solucid.

Les solucions amortidores emprades i el pH final assolit han estat
els seglients:

- 3cid clorhidric-clorur pot3SiC ..sseesesee.s PH = 0,80
- dcid clorhidric-clorur potdsic «..seeesses.. PH = 1.88
- CitratS..eeeecsesesnssssnsssassssensseasssss PH = 5,29
- fosfats tieeeeiriirirennneenacsennsanssesess PH = 7,21
- Tris-HCl «.cevvvennenerinnncsncvnesarnneeess PH = 7.55
~ DOratsS tueeveeorsnsnresesassesssanssscansess PH = 8,89
- glicinA ceiveeeveesacssseneneesssnenasssseess DH = 9.94

En 1la figura 55 s'cbserva els diferents espectres cbtinguts, aixi
com 1'amplificacid d'aquest espectre entre 250 i 300 nm. Es de destacar
la grifica anormal que es produeix quan la glicoproteina es troba a pH
5.29. El capteniment notablement diferenciat, en comparacid amb els al-
tres pH, pot deure's a la interaccid solvent-solut, molt afavorida per
la forta polaritat del citrat. Determinat l'espectre a pH 5.05, perd en
solucid amortidora d'acetats, s'obté una grifica semblant a la obtinguda
amb els altres pH.
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3.1.6. IONITZACIO DELS GRUPS FENOLICS

La ionitzacid dels grups fendlics (presents en la tirosina) és fa-
cilment determinable per mesura dels canvis d'absorcié a 295 nm produits
per la conversid dels grups fendlics no ionitzats a ions fenolat. la io-
nitzacid de la tirosina es produeix quan el protd del grup -OH &8s extret
(pK; = 10.9). Les diferéncies espectrals poden, com ja s'ha dit, determi-
nar-se de forma molt sensible monitoritzant l'absorbancia a 295 nm, on la

variacié del coeficient d'absorcid molar és igual a 2330.

les solucions a determinar s'han obtingut adicionant a 0.50 mL d'una
solucid de glicoproteina en aigua (¢ = 1.20 mg/mL), 2.00 mL de diferents
solucions amortidores de glicocola a diferents pH. La solucid de referén-
cia es composava de 2.00 mL de la solucid amortidora i 0.50 mL d'aigua.
El pH s'ha determinat després de la mescla. El marge de pHs emprat anava
de 7.75 fins a 13.50. A partir de les solucions amb pH superior a 12,
1'absorbancia sempre s'ha determinat als 60 s de realitzada la mescla,
car a aquests pH 1l'absorbancia és temps-dependent (TANFORD et al., 1955).

la figura 56 mostra la variacid de 1l'absorbancia a 295 nm en funcid
del pH. S'cbserva clarament una corba en dues fases: en la primera - fins
a un pH de 10.20- es valoren les tirosines que es trcben en la part ex-
terna de la molécula i facilment accesible al medi solvent; en la segona
-a partir d'un pH de 11.75- es valoren les tirosines que es troben en

1'interior de la molécula.

En base a les diferéncies d'absorbancia, 0.030 en la primera fase,
1 0.045 en la segona, es pot afirmar que la relacid de les tirosines en-
tre l'interior i 1l'exterior de la molécula és aproximadament de 1:1.5.
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3.2. ABSORCIO A L'ESPECTRE INFRAROIG

La glicoproteina dispersada en bromur potdsic proporciona, en un
espectrefotometre Perkin Elmer 1430, 1l'espectre infraroig de la figura
57.

Aquest espectre, molt més definit que l'obtingut amb la solucid
aquosa de les glicoproteines especifiques i no especifiques (figura
19) es caracteritza per les seglients bandes d'absorcid:

- 3380 cm™?! propia del grup -OH i que pot enmascarar la vibracid tensio-
nal dels grups -NH- i NH, de les parts peptidiques i glucidiques de la
molécula.

- 2800 cm~!, que pot assignar-se al grup -CH- aromdtic.

- 1640 an~}!, vibracid tensional del grup C=0, propi de l'estructura ami-
da I.

- 1250 1 1070 cm~! apareixen unes bandes que poden deure's els enllagos
C-0 i C-0-H, caracteristics dels derivats glucidics o be de 1l'amida
III.

- les dues bandes principals que resten, a 850 i a 530 cm~}, sdn de difi-

cil assignacid.
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3.3. DISPERSIO ROTATORIA OPTICA (D.R.O.)

El poder rotatori Optic de la glicoproteina s'ha determinat en un
polarimetre Perkin-Elmer P-23, fent {is d'una escletxa variable de 3 a 1
rm, cubetes de 1 i 0.1 cm de pas de 1lum, i mantenint el sistema a una
temperatura constant de 20+0.5°C.

En 1'interval de 600 a 300 nm s'empren solucions de glicoproteina en
PBS, compresses entre 2.0 1 3.5 mg/mL, i de 350 a 220 nm, 1'interval em-
prat de concentracions fou de 0.1 a 1.0 mg/mL.

Tant les solucions amortidores com les glicoproteiniques havien es-
tat préviament filtrades per filtres Durapore HVLP (Millipore) de 0.22 um
de porus.

la rotacid especifica del residu mig corregida, an, fou calculada
a partir de la rotacid especifica fent Gs de

(]« —-f1L

2
n® + 2

on n és 1'index de refraccid del soivent a una determinada longitut d'ona,
que, determinat en un refractOmetre Hilger & Sons (Hilger, londres) ha
proporcionat un valor de 1.3330 a 20 C i a A = 546 nm; M &s el pes mole~
cular del residu mig, en aquest cas val 103.62, segons s'ha determinat en
1'andlisi'd®aminodcids descrit en 1'apartat 1.2.2.

En la taula 31 s'indiquen els valors obtinguts de rotacid especifica
(a) i de rotacib especifica del residu mig corregida [m']. El mixim valor
s'obté a 235.4 nm, on [m'] = 958°cm?.-dmol-}.

En la figura 58 hom representa 1'espectre de D.R.0. de la glicopro-
teina de 300 a 220 nm. No s'han pogut fer lectures de longituts d'ona més

baixes per deficiéncies operatives en el sistema monocromador.

Amb els valors de D.R.0O. s'han determinat, per altre part, 1l'equacid
de Drude i les dues equacions de Moffitt-Yang, aixf com també s'ha realit-
zat la comparacid de l'espectre cbtingut amb els espectres calculats ted-
ricament segons els diferents percentatges de les conformacions a-hélix,
B-fulla o cabdell moncestadistic (cf.Apartat 4.3, Conformacid de la molé-

cula).
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FIGURA 58.- Espectre D.R.0. de la glicoproteina amb activi-

tat antigénica.

3.4, COMPORTAMENT CROMATOGRAFIC

Com a comportament cromatogrific s'entén la variacié o no dels pa-
rimetres cromatogriafics en funcié de lleugers canvis d'unes determina-
des variables, principalment pH, forga idnica i viscositat. Es a dir, es
tracta de delimitar els valors d'aquestes variables dins de les quals la
glicoproteina manté una constancia en els seus parametres cromatografics.

De les tres variables esmentades s'ha prescindit de la influéncia de
la viscositat, atés que &s una variable que només afecta el comportament
cromatogrific a valors molt alts envers la viscositat de l'eluient, i
aixd implicaria concentracions molt elevades i, en cromatografia de fil-
tracid per gel, les isotermes de particib sén lineals (els coeficients de
particid entre el gel i el 1iquid sén independents de la concentracid de
la mostra) fins a molt altes concentracions de solut (PORATH 1967). Aix{,

les variables a emprar han estat el pH i la forga idnica.
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Pel que fa al pH s'ha emprat el valor del pH fisiologic (7.21) i
els dels extrems d'una forquilla de #0.50, en tant que per a la forga
idnica també s'ha partit del valor propi d'una solucid fisiologica, com
és ara el de la solucid amortidora PBS (I = 0.16) i d'aquest valor, fent
dilucions amb aigua destil-lada s'han obtingut valors més baixos.

les condicions experimentals de la determinacid sén les mateixes
que les descrites en l'apartat 2.1.2. CETERVINACIO DE LA MASA MOLECULAR
PER CROMATOGRAFIA DE FILTRACIO PER GEL.

El volum del 11it cromatografic emprat (Vi) ha estat de 124 mL, el
volun buit (V,), determinat amb Blue Dextran de 45 0.5 mL, i amb una so-
lucié de tirosina s'ha obtingut un volum d'elucid (122+1 mL) que ha serw

vit per a calcular el volum intern (V;) emprant la relacid:

i que ha resultat ésser de 77+1.5 mlL.
E1l volum del gel en el 1lit cromatografic (V,) s'obté de:
Vy = Vg - Vy = 7920.5 nL

Amb aquests valors i tinguent en compte que el volum d'elucid (V)
de la glicoproteina ha estat de 90+1 mL, ja es poden calcular els prin-
cipals pardmetres que caracteritzen el comportament cromatografic de la

glicoproteina i que es mostren en la taula 32.

Volum d'elucid relatiu (Ve/Vo) = 2.02+0.04
Constant de retencid (Vo/Ve) = 0.50£0.01
Coeficient de particid K, (Ve = V5)/Vy = 0.58£0.03
Coeficient de particid Kp (Ve - Vo)/Vy = 0.60£0.03

TAULA 32.- Pardmetres cromatogradfics de la glicoproteina en un

11it cromatografic de Sepharose 4B-CL (Pharmacia).
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Per a l'estudi del comportament cromatografic s'han emprat dues solu-
cions amortidores de fosfats, de pHs 6.71 i 7.21, a concentracions de 71
i 60 mM, respectivament, i una de Tris-HC1l 180 mM a pH 7.72. El1 fet d'em-
prar la solucié Tris-HCl rau en la circunstincia que el pH de 7.70 és
més proper al PK, d'aquesta solucid amortidora que no pas al pKa de la
de fosfats (pK;s 8.1 i 7.2, respectivament)(FREIFELDER 1982).

Els valors de pH i de forga idnica s'han determinat directament en
els efluents. E1 pH es determina en un pH-metre digital CRISON i la forga
idnica a partir de l'osmolaritat (determinada en un osmometre FISKE) se-
gons unes equacions determinades empiricament i que proporcionen la forga
idnica a partir del pH i de l'osmolaritat. Les figures 59 i 60 mostren

aquestes relacions.

pH
3858 .
7.4
7.6S
7.8
8.15
300 R 8.4
259 L
299 'Y J — —
8.0s 0.1 8.1s5 8.2
Forga idnica
FIGURA 59.- Variacidé de la relacid entre la forga idnica i l'osmolaritat

segons diferents valors de pH assolits amb solucié amortidora Tris-HCI.
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FIGURA 60.~ Variacid de la relacid entre la forga idnica {l) i 1'osmolari-~

tat (imOsm) segons la variacié de pH assolits amb solucié amortidora de
fosfats.

Amb els valors Vg, Vo 1 V; obtinguts es calculen els valors de Kp 1
es grafiquen enfront de la forga idnica, obtenint-se una corba per a cada
pH (figura 61).
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FIGURA 61.- Variacié del coeficient de particid KD en
funcid de la forga idnica i el pH. Els pHs emprats han

estat: 7.70 (O); 7.21 (A) i 6.71 (§).

Hom cobserva que tan sols es produeix un petit descens del valor
de la Kp a valors de forga idnica inferiors a 0.02, limit ja indicat
en la major part de les obres especialitzades sobre cromatografia de
filtracid per gel, car llavors predominen els efectes electrostatics
1 s'indueixen potencials Donnan entre el gel i el liquid circulant

que afecten la separacid.
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3.5. CARACTERISTIQUES HIDRODINAMIQUES: VISCOSITAT

La viscositat s'ha determinat amb un viscosimetre Cannon-Fenske
(modificacid del d'ostwald) per a liquids transparents (Afora 5354/1
série 25) adient per a viscositats compresses entre 0.4 i 1.6 cSt, i anb
una constant K de l'aparell igual a 0.002143, a 25°C.

El temps de caiguda de l'aigua a través del capilar a 25°C ha estat
de 400 s, amb la qual cosa no ha calgut realitzar cap correccid per ener-
gia cinética. El volum idoni a emprar en les determinacions i calculat
segons la metodologia classica ha estat de 4.9 mbL. El temps de caiguda
del solvent i de la solucid s'han determinat en un crondmetre que avalua
0.2 s.

El viscosimetre s'ha immergit en un bany termostatitzat ple amb aigua
destil-lada, mantenint-se la temperatura a 25 # 0.2°C.

El temps de caiguda fou calculat segons el valor mig de quatre deter-
minacions independents i que no havien de diferenciar-se entre si en més
de 1 s. Després de cada determinacid el viscosimetre es rentava amb aigua

destil.lada 1 acetona, assecant-lo amb aire.

Arb una solucid de 3.69 mg/mL de glicoproteina en solucié amortidora
PBS, filtrada per Durapore (Millipore) de tamany de porus de 0.45 um, s'ha
determinat la viscositat de la solucid (n), 1 la relacid d'aquesta amb la
del solvent (ng) formeix la viscositat relativa (nr). La viscositat espe-
cifica (nsp) és igual a
(n=-nod/mo = n. -1

El volum hidrodinimic efectiu és definit per la viscositat intrinse-
ca, [n], o nimero 1imit de viscositat. En condicions ideals d'infinita
dilueid, la viscositat intrinseca expressa la fraccid d'increment de vis-

cositat (nsp) per unitat de concentracid del solut (e).

Perd, les mesures realitzades a concentracions finites estan incres=

mentades per les interaccions degudes al solut:
Ngp/c= [n] +&'[]*e

on K' és l'anomenada constant d'Huggins.
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Generalment, la viscositat intrinseca és determinada per mesures
de les relacions nsp/c en un marge de concentracions baixes i extrapo-

lant a concentracid cero.

Un métode alternatiu, que ha estat l'emprat, &s l'anomenat del punt
unic (BRADBURY 1970) que obté la viscositat intrinseca a partir de

1'equacid:

[0l = l2(ng, - 1nn)Y2/]

Aquest métode te l'avantatge, ultra 1'Gs d'un sol valor de viscosi-
tat reduilda, de permetre el cdlcul de la viscositat intrinseca de macro-
molécules carregades en solucions aquoses, la qual cosa no &s possible
per 1'extrapolacid convencional, car els canvis associats en la concentra-
cid dels contraions de la proteina alteren la forga idnica efectiva, amb

un canvi concomitant en les dimensions moleculars.

En la taula 33 es mostren els resultats cbtinguts.

Viscositat de la solucid (n) = 1.082°10"% Pa-s
Viscositat del solvent (ngy) = 1.019°10"% Pa-s
Viscositat relativa (nr) = 1.062

Viscositat especifica (nsp) = 0.062

Viscositat reduida (Mred) = 16.467 ml/g
Viscositat intrinseca (D = 16.467 mL/g
Constant d'Huggins (X" = 0.335

TAULA 33.- Valors dels diferents pardmetres de la viscositat i de la
constant d'Huggins d'una solucid de glicoproteina a ¢ = 3.69 mg/mL i

T = 25°C.

No s'ha determinat el valor del pes molecular viscds (M) car els pa-
rametres a i K de 1'equaciS de Mark-Houwink (M, = K-M?) no estan definits
per a glicoproteines amb un contingut glucidic tan elevat com el de la

glicoproteina a estudi.



189

i

Els valors de [n] i X' cbtinguts, indiquen que la molécula es troba,
en part, en conformacid de cabdell monoestadistic.

Els valors de [n} per a proteines globulars en forma nativa oscil:len
entre 3.3 1 4.0 mL/g, mentre que per a conformacions més expandides, com
és ara la de cabdell monoestadistic, sén molt més elevats, i aixi es te
un valor de 51.6 mL/g per a l'albimina sérica bovina desnaturalitzada
amb clorhidrat de guanidina 6 M i mercaptoetanocl, o de 16.1 mL/g per a
la ribonucleasa en el mateix solvent (AHMAD I SALAHUDDIN, 13974). la gli-
coforina presenta valors de 18 mL/g si el solvent &s aigua o de 29 si ho
és una solucid 0.5 M de NaCl (WELSH i THOM, 1885).

Pel que fa a la constant d'Huggins, que estd relacionada amb la in-
teraccid de les molécules del solut, no hi ha cap tractament tedric adient
encara que estd establert que en el cas d'esferes rigides no solvatades,
el valor de X' &s aproximadament de 2.0, i en el cas de cabdells monoes-
tadistics lineals en els solvents escaients, la constant oscil-la al vol-
tant de 0.35. Per la seva part, les varetes rigides presenten un valor
de 0.4 que pot arribar fins a 10 si aquesten es troben associades.

En consequéncia, el valor obtingut (0.335) podria indicar la perta-
nenca de la molécula en solucid a una estructura en cabdell monoestadistic.

3.6. PUNT ISOELECTRIC

El punt isceléctric de la molécula s'ha determinat de forma potencio-
métrica segons el cdlcul de les variacions de pH que experimenta una solu-
cid aquosa de la glicoproteina quan s'hi adiciona ions H* o OH-.

TANFORD (1955), a partir de les relacions entre el grau d'associacid
i la constant de disscciacid, i entre aquesta darrera i l'entalpia lliure
de dissociacid (4G°) obtingué 1l'equacid segiient:

pH - log (a/1 - @) = pK! . - 0.868WZ

on g és el grau de dissociacid, Z la carrega total, PKint el logaritme ne-
gatiu de la constant intrinseca de dissociacid del grup proteic valorat,
i W un valor que depen de la temperatura, forga idnica i forma de la molé-

cula.
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N A

Atés que el punt isoceléctric es déna a un valor de pH en el qual
la molécula no te carrega eléctrica, la qual cosa correspon a un valor
nul de Z, la determinacid d'aquest pardmetre Z és el que indicard el
valor del pH del punt isceléctric.

Aquests valors de Z s'han cbtingut anmb 1l'ajut d'un programa d'or-
denador en llenguatge BASIC que proporciona a partir del volum d'dcid o
base adicionat, volum i concentracid inicial de la mostra, i valors del
pH de la solucid i del blanc, el valor de la carrega Z, a més d'altres
parametres potenciométrics no enpraté en aquest cas.

La determinacid s'ha realitzat a temperatura ambient (v22°C) amb un
conjunt Radiometer (Dinamarca) Que consta d'una bureta automitica (Auto-
burette ABU 12), un pH-metre (pH Mp2 Standard) provist d'una unitat TIT
60 1 un mddul de registre REA 160.

Com a substancies titoladores s'han emprat HC1 0.01 N i NaOH 0.01 N

de normalitat confrontada.

La glicoproteina, a concentracid de 0.27 mg/mL, s'ha valorat dissol-
ta en aigua bidestil-lada de forga idnica I = 0.15 assolida amb NaCl.

Les corbes de valoracid es dividiren en dues zones, una dcida amb
un interval de pHs de 6.88 fins a 2.70, i un altre alcalina, amb un inter-
val de 6.88 fins a 9.60. Per a cadascuna d'aquestes zones es realitzd un
assaig paral-lel amb la solucib de NaCl de I = 0.15, anb la finalitat
d'cbtenir, per diferéncia de la concentracid de H' (o OH") entre la solu-
cid blanc i la que conté la glicoproteina, els H' fixats o alliberats per

la molécula per a cada valor de pH.

En la figura 62 es mostra la corba obtinguda per adicid de sosa
0.01 N a una solucid de glicoproteina previament acidificada amb HC1 0.01
N fins a un pH de 2.95. E1 procés invers, valoracid amb HC1 0.01 N d'una
solucid alcalinitzada fins a un pH de 9.80 dbna una corba superposable,
la qual cosa indica que en aquest interval de pHs, la glicoproteina pre-
senta la condicid de reversibilitat, o sigui que la reaccid és indepen-
dent del temps i de la direccid en que es porti a terme la valoracid.
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En la figura 63 es mostra la corba obtinguda a 1l'enfrontar la car-
rega neta (Z) al pH. Al no haver-hi una linealitat en la zona de pH cor-
responent a carrega 0, s'ha valorat una nova aliquota de la solucid de
glicoproteina, entre els pHs 6.50 i 7.10, emprant en aquest cas reactius
més diluits (0.001 N) -grdfica en la part dreta superior de la figura-.

A pH 6.90 s'obté un valor de Z igual a + 0.10 (Z = + 1.21 a pH 6.89 1 Z
= - 0.16 a pH 6.51), per la qual cosa el punt isoeléctric ha de correspon-
dre a un valor de pH de 6.90 £ 0.01.

3.7. PUNT ISOIONIC

Per a una proteina determinada el pH corresponent al punt isceléctric
varia segons la composicid idnica del medi, atés que les proteines poden
unir-se a certs cations o anions. Quan una disolucid de proteina es dia-
litza a fons enfront d'aigua destil-lada per tal d'eliminar tots els ions
petits diferents dels Ht i OH-, el pH de la disolucid resultant &s propi
del punt isoionic, parametre constant per una proteina determinada, i que
implica 1l'existéncia de la mateixa concentracid en totes les espécies io-

niques.

La valoracid potenciométrica també pot donar el valor del pH isoid-
nic si es fa la determinacid a varies forces idniques puix el punt d'in-
terseccid de les corbes correspon a un valor de pH que defineix el punt
isoidnic. Aixi, s'han emprat solucions de glicoproteina a la mateixa con-
centracid perd emprant com a solvents solucions de forces iSniques iguals
a 0.01, 0.03 1 0.15, assolides amb NaCl.

Amb els valors de Z que s'cbtenen s'observa que la interseccid de
les corbes s'obté a un valor de Z = -7.20, que correspon a un pH de 6.95,
valor que ha de correspondre al punt isoidnic.
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3.8. VOLUM ESPECIFIC PARCIAL

El volum que ocupa una solucid proteica (V), reduint les compo-
nents del sistema (proteina, aigua, sals, ...) a un sistema binari
(solvent i solut), pot expressar-se, a pressid i temperatura constants,
per:

V=N,V + NV,

on V; i V, sén els volums parcials molars del solvent i del solut, i N,

i N;, els mols respectius.

El volum de la solucid serd, doncs, funcid dels mols del solut:
vV = £(Ny)

Aquesta funcid generalment no és lineal, car els volums molars del
solvent 1 del solut no sén igual als valors de les fases pures d'aquestes

substancies.

Per tal de simplificar es considera el volum molar del solvent en
solucid com a coincident amb el del solvent en fase pura, quedant ara
1'equacid:

V = N1V‘{ + qu)
on V) &s el volum del solvent en la fase pura, i ¢ &s el volum aparent

molar del solut, essent:

¢ = (V=N VN,

La relacid entre el volum parcial (V,) i 1l'aparent (¢) del solut és:

A valors de solucions molt diluides, el volum aparent &s aproximada-

ment igual al volum parcial.
El volum especific parcial de la glicoproteina s'ha determinat per
dues vies:

a) experimentalment, calculant la densitat per picnometria

b) tedricament, segons el contingut en aminodcids i sucres.
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a) picnometria

S'ha fet servir un picndmetre de 25 mL (Afora 5325) provist d'un ter-

mometre.

La solucid de glicoproteina de partida (¢ = 1.06 mg/mL) s'havia dia-
litzat durant 36 hores enfront de la solucid amortidora, PBS, emprada

com a solvent.
les solucions determinades estaven a 24 + 0.2°C.

Després de determinar la densitat de la solucid glicoproteinica i
del solvent tot sol, es determina el volum especific aparent (¢) per la
formula:

onp i P sbn les densitats de la solucid i del solvent, 1 e la concen-
tracid de la glicoproteina. Si aquests valors s'expressen en g/mL, el vo-

lum especific aparent s'expresard en ml/g.

Ultra el valor obtingut amb la solucid anterior, es determina la
densitat de tres solucions obtingudes per dilucid a la meitat de la solu-
cid anterior. Amb els valors obtinguts es fa una extrapolacid a concen-
tracid 0, que proporciona el valor del volum especific parcial, que per
a la glicoproteina ha estat de 0.656 (valor mig de 3 determinacions).

b) determinacid tedrica

COHN i EDSALL (1943) determinaren els volums especifics aparents
dels aminodcids, a partir dels cdlculs dels grups quimics que els formen
i, aplicant el principi de 1l'aditivitat, feren la determinacid del volum
especific aparent de les proteines (¢,) emprant 1l'equacid:

by = I®;w;/Tw;

on ¢; és el volum especific aparent del residu d'aminodcid ¢ w el percen-

tatge, en pes, de cadascun dels aminodcids.

Malgrat la seva simplicitat, aquest métode forneix uns resultats for-

Gga acurats.
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En aquest cas el volum especific de la glicoproteina (¢;) serd la
suma del de la part proteica ($,) i del de la glucidica (¢,).

¢y = 92 + &3

En la taula 34 s'indiquen els valors dels volums especifics aparents
i molars dels residus d'aminodcids calculats a 25 C per ZAMYATNIN (1984),
aixi com les fraccions molars de la part proteica de la glicoproteina an-

tigénica.

Pel que fa als glficids s'han emprat els valors indicats per BEZKORO-
VAINY 1 DOHERTY (1962): 0.62 per als sucres neutres i hexosamines 1 0.59
per a l'dcid sidlic.

Segons els cdlculs realitzats, la part peptidica te un volum especi-

fic parcial de 0.715 i els dels sucres és de 0.619.

Tinguent en compte que la molécula estd formada per un 58.95% de gli-
cids i un 41.05% de proteina, el volum especific parcial de la molécula
és de 0.659.

@ @
Residu d'aminodcid f (cm®/mol)  (em/g)
Cistefna 0,00000 65,0 0,630
Metionina 0,01157 96,9 0,739
Triptdéfan 0,01204 135,5 0,728
Aspartic 0,01297 67,5 0,595
Tirosina 0,01606 114,7 0,703
Fenilalanina 0,01763 112,8 0,766
Isoleucina 0,04030 99,1 0,876
Histidina 0,04806 90,4 0,659
Arginina 0,05495 118,9 0,756
Valina 0,05890 82,4 0,831
Prolina 0,05924 72,6 " 0,748
Leucina 0,05949 99,1 0,876
Alanina 0,06646 52,0 0,732
Lisina 0,07911 100,1 0,775
Treonina 0,09571 68,4 0,676
Glutémic 0,10283 81,5 0,636
Glicocola 0,10696 34,8 0,610
Serina 0,12817 51,9 0,596

TAULA 34.- valors de la fraccid molar (f), de! volum especific

- aparent molar (¢) i per gram (¢) dels residus aminoacidics a



187

3.9. INCREMENT DE L'INDEX DE REFRACCIO

L'increment de 1'index de refraccid produit per la glicoproteina
envers el solvent &s un pardmetre necessari per al cdlcul de la rela-
cib de Rayleigh en la determinacid de la masa molecular per espargiment
de la 1lumV

En aquest cas s'ha determinat 1l'increment de 1l'index de refraccid
de la glicoproteina dissolta en solucid amortidora PBS. lLa determinacid
s'ha realitzat en un interferdmetre Carl Zeiss 25288, perd, previament
ha calgut realitzar una taula interferométrica que relacioni les unitats
que proporcioni 1'interferOmetre amb els increments d'index de refraccid.
Aquesta taula ha d'ésser vdlida per a qualsevol determinacid realitzada
amb cubetes de diferent longitut de pas de 1llum.

la taula s'ha construit a partir d'una série de 12 solucions de clo-
rur sddic en aigua bidestil-lada que comprenen concentracions des de
6.7416 g/100 mL fins a 0.0944 g/100 mL, determinant-se 1'index de refrac-
cid en un refractdmetre Pulfrich -que proporciona uns valors amb 5 xifres
decimals- i a continuacid observant llur equivaléncia en les unitats ar-
bitradries que proporcicnava 1l'interferdmetre. Arbdues determinacions
s'han realitzat a 25 + 0.2°C.

L'increment de 1'index de refraccid (An) s'han obtingut.segons la
formula:
An = hxM/1

on h s el par@metre que relaciona les unitats arbitrdries que forneix
1'interferdmetre amb els increments dels indexs de refraccid, A és la
longitut d'ona emprada (546.1 nm en aquest cas) i 7 la longitut de pas
de 1lum de la cubeta.

La comprobacid de la validesa de la taula s'ha fet amb una série de

solucions d'alb(mina sérica bovina en solucid amortidora PBS.

L'increment de 1'index de refraccid obtingut anb 1l'alblmina ha estat
de 0.1850 mL/g, valor que coincideix amb 1l'indicat en la bibliografia
(HUGLIN 1872) la qual cosa assegura la fiabilitat dels resultats que s'ob-
tinguin.
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L'increment de 1'index de refraccié de la glicoproteina en solucid
amortidora PBS s'ha determinat anb 6 dilucions que comprenen des d'una
concentracid de 5.46 mg/mL fins a 0.23 mg/mL.

La figura 64 mostra els valors obtinguts en la grafica sn vs con-
centracid (mg/mL). L'extrapolacid a concentracid 0 forneix un valor de
18.79-10-° mL/mg (= 0.1879 ml/g).

2.2

2.1

1.9 W&/M

1.8

An-1000

1.7

3
1.6 o 1 > 3 p S )

c(mg/mL)

FIGURA 64.- Grafica de 1"increment de 1'index de refraccid vs concentra-

cid de la glicoproteina a diferents concentracions.
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3.10. SOLUBILITAT

La solubilitat de la glicoproteina en diverses substdncies solvents

es mostra a la taula 35.

L'alt contingut en glicids de la molécula 1i proporciona unes pro-
pietats que la distingeixen d'algunes de les caracteristiques cléssiques
de les proteines, com 8s ara el fet que no precipiti per 1l'accid de 1'a-

cid tricloracétic o per les solucions saturades de sulfat amdnic.

El precipitat més quantids es produeix amb 1'dcid fosfotiingstic.
L'etanol, per a produir una turbidesa que comporti una posterior preci-
pitacié, ha d'estar a una concentracié final superior al 60% (v/v), essent
la del 66% la més Optima per a produir el precipitat. Amb tot, cal, per
una part, la preséncia de sals en la solucid, clorur sddic o acetat pota-
sic, i, per altre, que la mescla romangui un temps, no inferior a 24 h,

a temperatura per desota dels - 20°C.

Ebullicié amb aigua bidestil-lada N.P.
urea 8 M N.P.
dcid percléric al 10% N.P.
dcid percloric al 30% N.P.
dcid tricloracétic al 10% N.P.
dcid tricloracétic al 40% N.P.
acetat de zinc, 20 mM, pH 5,8 N.P.
acetat de zinc, 20 mM, pH 5,8 + etanol al 25% N.P.
acetat baric, 20 mM, pH 5,8 N.P.
acetat bdric, 20 mM, pH 5,8 + etanol al 25% N.P.
etanol al 50% N.P.
etanol al 60% N.P.
etanol al 75% T

etanol absolut T

sulfat aménic al 40% N.P.
sulfat aménic a saturacio N.P.
dcid fosfotingstic al 5% en HC1 2 N p

acid sulfosalicilic N.P.
alum, KA](SO4)2-12H20 N.P.

TAULA 35.- Probes de solubilitat realitzades amb la glicoproteina antigé-
nica. En tots els casos per cada volum de la substdncia quimica a assaig

s'adicionaren 2 de la solucid glicoproteinica a ¢ = 1 mg/mL.

N.P. = Sense precipitacid; P = precipitacid; T = turbidesa.
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4, CARACTERISTIQUES ESTRUCTURALS

4.1. RADI DE GIR

Segons els valors obtinguts en l'apartat 2.1.1. a 1l'enfrontar
K*c/Re a 50.c * sin (6/2) el pendent dels valors extrapolats a concen-
tracid 0 te un valor de 1.4079-10-° mol/g, i aquest pendent &s igual a:

1672  <s?>
AEM,
i, per tant, emprant com a valor de M,> 1l'obtingut per espargiment de la
1lum, 53500 g/mol, i 546 nm el valor de A, el radi de gir serd:

32
<g?> = 1.4070-10-5 .

= ¥, = 1422 m® = 37.70 mm
16w

4.2. CONFORMACIO DE LA MOLECULA

Amb els valors cbtinguts a 1'apartat 3.3.DISPERSIO ROTATORIA OPTICA
s'han calculat una série de pardmetres relacionats amb la conformacid de
la molécula i que proporcionen uns valors aproximats del contingut en
a-hélix, B-fulla i cabdell monoestadistic (random coil).

L'evaluacid de 1l'estructura a partir d'aquestes dades es pot desglos-
sar en dos grups, segons el margen de longituts d'ona emprat en la deter-

minacid:

a) visible i ultravioleta proxim (de 600 a 240 nm)
b) ultravioleta (de 250 a 220 nm)

a) Dades obtingudes en l'espectre visible 7 ultravioleta proxim

a.1) Equacidé de Drude
L'equacid de Drude d'un sol terme te la seglient expressid:
En']k = K2 - 22

on K i A, sbn constants que es determinen graficament mitjangant la 1i-
nealitzacid de YANG i DOTY (1957):



12000,

10800

gc00
8400
7200
6eeo
4800
3600
2400

1200

201

m'], 2% = [m'],"2% +KX
A Ac

1 enfrontant [m']k'kz a [m']A s'obté ki pel pendent de la recta i K &s
la interceptacid en ordenades.

A partir d'una mostra a concentracid de 2.05 mg/mL de glicoproteina,
i determinant la dispersid rotatdria Optica de 600 a 350 nm, s'obté la
figura 65, els valors de la qual impliquen una constant de dispersid, A
igual a 277.70.

y

Aquesta constant, si be representa les transicions de les estructu-
res a-hélix, B-fulla i cabdell monoestadistic, no proporciona gaire in-
formacid atés que la seva disminucid tan pot atribuir-se a una disminucid
de la fraccid o-h8lix (YANG i DOTY, 1957), com el seu augment a la desna-
turalitzacid de l'estructura proteica (JIRGENSONS, 1961). A més, quan el
percentatge de conformacid en B-fulla és apreciable, la constant no és
valida.

L i A A 5 A 'y A e A 3

10 28 30 40 50 6o 70 80 80 1@

('],

FIGURA 65.- Grafica obtinguda per a la determinacié de la constant de
Drude, A .
c
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a.2) Equacié de Moffitt

L'equacid de MOFFITT i YANG (1956) proporciona les constants ag i
by a partir de la relacid

' A2 - a3 i A3

¥

Arb els mateixos valors que els emprats per l'equacid de Drude s'han
cbtingut els valors ao i bg, perd previament ha calgut determinar el valor
de A¢ que doni una linealitat més gran. Els valors provats i la correlacid
obtinguda han estat els seglients:

Ao = 212 r = 0.38040
Ao = 214 r = 0.8992
Ao = 216 r = 0.8902

Aixi, el valor emprat de Ao ha estat de 212 nm. Amb aquest valor
s'han obtingut les constants

7.4737
- 186.279

ao
bo

Aquest valor de b, implica un 30% d'estructura en a-h&lix, ja que un
100% d'aquesta estructura correspon a un valor de -630 per a 1l'esmentada

constant.

a.3) Equacié de Moffitt modificada

L'anterior equacid de Moffitt només proporciona informacid, per mit-
jd del pardmetre by, del contingut en o-hélix.

Per avaluar l'estructura en les altres conformacions es te 1'equacid
de Moffitt modificada que proporciona la fraccid en a-hélix i en B-fulla
a partir de les seglients equacions (IMAHORI 1960):
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ao - aoR + (by - boR)-aoH/boH

aoB - bps'aos'aoH/boH

be - boR + (a0 - aoR)'boB/aoB
H

be - aoH-boB/agB

on ao i by sbn els valors ja determinats préviament, aoH i boH sén les

B, les con-
tribucions a l'estructura B-fulla i aoR i boR, les contribucions a 1l'es-
tructura dels residus dels aminodcids. Els valors d'aquestes contribucions

contribucions dels aminodcids a l'estructura a-hélix; QQB iby

en funcid de la A emprada s'indiquen a la taula 36.

al = 680 (de 600 a 400 nm)
al = 560 (de 310 a 240 rm)
a = 840 (de 600 a 240 nm)
as = -620 (de 600 a 400 nm) \
al = -710 (de 310 a 240 rm)
b = -630 (de 600 a 400 rm)
b = -430  (de 31¢ a 240 rm)
b = 420 (de 600 a 400 nm)
b8 = 0 (400 nm)

bR = 0 (de 600 a 400 nm)
bR = 70 (de 310 a 240 rm)

TAULA 36.- Valors dels pardmetres i de les contribucions

a emprar en les equacions de Moffitt modificades.
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Per a calcular aquestes fraccions, s'ha partit d'una aliquota de
glicoproteina a concentracid de 1.34 mg/mL fent (s dels valors de D.R.O.
des de 310 nm fins a 240 nm, amb un valor de Ao = 220 nm. Els valors de
les contribucions han estat els corresponents de la taula 36, emprant un
valor de 840 per a la contribucid de 1'estructura B-fulla (aoB).

Aquest valor de 840 no ha estat cbtingut de forma experimental a
partir d'una estructura 100% B-fulla, sind per extrapolacid, i per aixd,
els resultats d'estructura sén purament semiquantitatius, no havent-hi
proves de la seva aplicacid general (WADA et al., 1961).

Els resultats obtinguts han estat:

" = 0.287

xB 0.457

b) Dades obtingudes en l'espectre ultravioleta (de 250 a 220 nm)

Arb les dades obtingudes a aquestes A s'cbté una informacid més fide-

digna sobre l'estructura de la molécula. La informacid pot ésser donada

per:

a) valors puntuals de 1l'espectre
b) tot el marge de longituts d'cna emprat

b.1.) Valors puntuals de l'espectre

En aquest cas es pot emprar o be la relacib dels valors de [m'] a
- (215/231.4)nm, que quan &s > 1 és caracteristic d'una estructura majori-
tadriament en o-hélix (HVIDT et al., 1985), o be pot fer-se Gs de les mag-
nituts de [m'] en les valls i en els cims, i la localitzacid dels mateixos

(taula 37).

No s'ha pogut fer Gis d'aquesta metodologia car no s'han determinat

els valors de la rotacid Optica per desota de 220 nm.
b.2.) Valors de tot el marge de X emprat

El procediment generalment adoptat es fonamenta en ajustar 1'espec-
tre obtingut per combinacid lineal de les proporcions complementdries de

cadascuna de les tres conformacions majoritdries de forma que:
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[m'] = fa[m']a + fBEn']B + fR[m‘]R

on f , f ifg sén les fraccions dels residus en les conformacions o-hé-

8
lix, B-fulla i cabdell monoestadistic, respectivament, de manera que
£+ fB +fp=1, 1 [m']a, [__fn'-_l8 i l:m']R son les rotacions especifiques

del residu mig per a cada conformacid.

A (m')

(nm) H 3 R

190,0 8040 - 15740 16390
195,0 57125 4882 2997
196,2 65000 10000 - 2500
197,5 70256 14480 - 7675
200,0 69122 22978 - 15801
205,0 49800 29103 - 21929
210,0 26593 21456 - 17295
215,0 18236 11157 - 10361
220,0 8526 862 - 5462
225,0 - 4912 - 5283 - 2915
230,0 - 13661 - 6254 - 2261
235,0 - 13346 - 5739 - 2432
240,0 - 9638 - 4443 - 2346
245,0 - 6365 - 3465 - 2212
250,0 - 4256 - 2688 - 2036

TAULA 37.- Valors de les rotacions especifiques del residu mig des
de 250 fins a 190 nm calculats per a la poli-L-lisina en condicions
que presenta el 100% d'estructura a-hélix (H), el 100% d'estructura
B-fulla (B) o el 100% d'estructura de cabdell moncestadistic (R);
GREENFIELD et al.(1967).
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Principalment sén dues les temptatives que s'han adoptat per a re-
soldre l'anterior combinacid lineal. lLa primera és 1'cobservacid directa
de l'espectre de dispersid rotatdria Optica d'homopolipéptids, com és
ara la poli-L-lisina, en els tres estats conformacionals majoritaris
(GREENFIELD et al., 1967)(taula 37); la segona (CHEN et al., 1374) és
1l'analisi per regressid dels espectres de dicroisme circular de protei-
nes de les que es coneix exactament llur estructura per ratjos X (taula
38).

(m')

A

(nm) H 8] R

197 64100 - 2960 - 5130
200 76400 15100 - 21600
203 69900 12200 - 20900
206 56500 7600 - 18500
209 37300 4520 - 13000
212 27800 3710 - 11800
215 22300 - 230 - 9520
218 15800 - 4380 - 6220
221 9620 - 8560 - 3630
224 2080 - 9580 - 2280
227 - 5320 - 8660 - 1320
230 - 11600 - 5020 - 1360
233 - 13800 - 1900 - 1740
236 - 13500 - 1090 - 1010
239 - 11700 - 940 - 670
242 - 9340 - 690 - 950
245 - 7300 - 330 - 1239
248 - 5650 - 350 - 1340
251 - 4390 - 470 - 1390

TAULA 38.- Valors de les rotacions especifiques del residu mig
[m‘], calculats a partir de les proteines de les que es coneix

perfectament 1lur conformacié (CHEN et al. 1974).
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El tractament de 1l'espectre de la glicoproteina antigénica s'ha
fet segons les dades de CHEN et al.(1974) amb la seglient formula:

] = (a4 ['_m']B-B}-c + [m'] D

on A, B, C i D varien de manera que A+ B =1, i C + D = 100, i, a més,
A-C = % d' o-hélix, B'C = % de B-fulla i D = % de cabdell monoestadis-

tic.

Amb 1'ajut d'un programa creat per tal motiu i apropiat per a un or-
denador Tektronix, es poden generar, per una proporcid constant de cabdell
monoestadistic, una série de corbes tot fent variar els percentatges
d' o-hélix i B-fulla. Aquestes corbes es comparen amb 1l'cbtinguda, i la
que s'aproxima més indica els percentatges de cadascuna de les conforma-

cions.

Les figures 66 a 72 mostren diversos conjunts d'aquestes corbes 1
la comparacié amb la corba de la glicoproteina. Tal com s'observa, hi ha
una gran diferéncia entre les magnituts dels valors de dispersid rotato-
ria de la glicoproteina i els emprats per a la comparacid, fet ben expli-
cable per la influéncia dels glcids presents i que minven el valor nega-
tiu de la part peptidica. JIRGENSONS (19639) ja palesd la difereéncia de
les propietats de la dispersid rotatdria Optica quan el contingut gluci-

dic de la molécula era superior al 3-u%.

Ampliant 1'espectre de la glicoproteina &s més ficil realitzar la
comparacid. Aixi, una corba generada amb un 50% de cabdell monoestadis-
tic, un 30% d' a-h&lix i un 20% de B-fulla (figura 73) segueix, amb molt
bona aproximacid, 1'espectre ampliat de la glicoproteina.
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4.3. POLARITAT I HIDROFOBICITAT DE LA MOLECULA

La composicid en aminodcids representa una font de dades facilment
assequible. Consequentment, s'han realitzat nombroses temptatives per a
computar les composicions mitges en aminoécids, amb 1'esperanga que
aquestes mitges estiguin correlacionades amb algunes propietats generals

de les proteines.

- Polaritat

La quantificacid de la polaritat de la cadena polipeptidica &s una
informacid que proporciona la composicid en aminodcids de la proteina.
Aixi, segons les cadenes laterals dels aminodcids estiguin carregades o
no, alguns aminodcids seran polars o no polars. Altres aminodcids no te-
nen una carrega definida, dependent aquesta de les condicions de pH i

forca idnica en les que es trobin.

CAPALDI i VANDERKOOI (1972), a partir de les caracteristiques d'una
série de proteines (proteines de membrana i proteines solubles) de les
que es coneixia llur sequéncia, determinaren 1'index de polaritat (1.P.)

expressat per:
[.P. = (If;+n;)"100

on f; &s la fraccid molar de cada aminodcid i n; el valor corresponent a

cada residu segons 1l'assignacid seglient:

n

- aminodcids polars (Asp, Asn, Glu, Gln, Lys i Arg) »n = 1
- aminodcids intermitjos (Ser, Thr, Tyr, His i Gly) =n = 0.5
- aminodcids no polars (Ala, Val, lLeu, Ile, Cys, Met, Pro, Phe i Trp)

n=0.

L

Aquest index, pel que fa a la cadena polipeptidica de la glicoprotei-
na, te un valor de 44.73, valor que, segons la classificacid de Capaldi
Vanderkooi, correspon a una proteina de membrana amb gran part de la ca-

dena soluble en un medi polar.
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- Hidrofobicitat

Un altre forma de valoracid ha estat la comparacid de la solubili-
tat dels aminodcids en aigua (solvent tipicament polar) i en etanol (mo-
del de solvent no polar, encara que amb capacitat de dissoldre els ami-

nodcids en un grau suficient per a permetre les mesures adients).

Com el mateix estat cristalll de referéncia existeix en ambdues me-
sures, les entalpies lliures de disoluci poden cambinar-se per obtenir
la variacid d'entalpia 1lliure (AG) en la transferéncia d'un mol de resi-
du de 1l'etanol a l'aigua a concentracid constant, prenguent com a estan-
dard (valor 0) el de la glicina, i d'aquesta manera la diferéncia entre
els valors de 1l'entalpia lliure d'un aminodcid qualsevol i el de la gli-
cina representaria la contribucib de la cadena lateral (4AGy).

Els valors de AGt+ sdn una manifestacid de les forces hidrofdbiques
i d'aqui pot definir-se una escala d'hidrofcbicitat mitja, H¢, igual a:
H, = IMGrifi
Els valors de H¢ per a 150 proteines i peptids examinats estaven
compressos entre 0.44 i 2.02 Kcal/mol. D'aquesta manera, fent Gs dels

valors de AGt (CANTOR i SCHIMMEL, 1980) s'ha obtingut un valor de Ha =
1.345 per a la part peptidica de la glicoproteina antiggnica.

Atés que 1'eleccid de 1l'etanol com a solvent no polar de referéncia
és molt arbitrdria, s'han proposat altres escales d'hidrofobicitat. La
taula 39 mostra algunes d'aquestes, si be no totes mesuren la mateixa
propietat. Amb els valors de l'escala de consens d'EISENBERG, expressa-
da en forma normalitzada, s'cbté un valor de -0.107 per a la cadena poli-
peptidica de la glicoproteina, representatnt aital xifra un lleuger pre-
domini de la part hidrofilica de la molécula.

Altres escales més.senzilles s'han construit simplement per compara-
cié de la relacid de les frequéncies (f) d'uns determinats aminodcids.
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Aixi, 1l'escala R, es construeix segons la relacid:
Rz = IF(K)/IF(H)

on com aminodcids hidrofilics (k) es prenen els seglients: Arg, Lys, His,
Gly, Glu, Asp i Asn, i com a hidrofdbics (j): Ile, Tyr, Phe, Leu, Val i
Met. '

Fent Gs d'aquesta escala s'ha cbtingut un valor de 1.985.

La combinacidé d'aquesta escala amb la d'hidrofobicitat mitja forneix
l'escala Z, dita de funcid diseriminant (BARRANTES, 1975):

-0.345R; + 0.60H
-0.345(1.985) + 0.60(1.3u45)
0.122

[}

it

Amb una série de més de 200 proteines, s'han calculat els valors de Z,
deduint-se que el valor mig de Z per a proteines de membrana, internes i
externes, & de 0.52 ¢ 0.11 i 0.12 # 0.16, respectivament. Per a protei-
nes no membranars el valor mig de 2 és de 0.16 * 0.17.

L'analisi estadistic dels resultats ha demostrat que la classifica-
ci6 d'una proteina segons l'esmentat valor de Z nomds falla en un 8% dels

casos.

En la taula 40 s'agrupen tots els valors cbtinguts comparant-los amb
els valors mitjos establerts per a proteines de diferent origen.

Tipus de protetna 1.P. Hg R3 z
de membrana <40 _
- interna 1,197%0,097 | 0,59t0,18| 0.52#0,11
- externa 0.986t0,075( 1,37%0,35| 0,12%0,16
no membranar 0,996%0,098 | 1,26%0,42 0,16%0,17
glicoprotetna antigénica | 44,73 1,345 1,985 0,122

TAULA 40.- Valors de polaritat i hidrofobicitat de la part polipeptidica
de la glicoproteina antigénica. L'index de polaritat (I.P.), 1'escala R,
i la funcid discriminant Z, sén pardmetres adimensionals, mentre que la

hidrofobicitat mitja, H¢, ve expressada en Kcal/mol.
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4L.4. ACCIO DELS AGENTS PERTORBANTS

L'espectre d'absorcid d'un cromdfor &s determinat principalment per
1l'estructura quimica de la molécula, perd, a més, l'espectre &s sensible
al solvent. Aquesta sensibilitat pot manifestar-se per canvis en la in-
tensitat, en la forma de la banda d'absorcid, i de la longitut d'ona on
es produeik aital absorcid. Els canvis en el solvent tenen grans efectes
sobre les difereéncies energétiques entre els estats electrdnics.

L'efecte del pH sobre 1l'espectre d'absorcid ja ha estat determinat
en els apartats 3.1.5. 1 3.1.6., per la qual cosa l'efecte del solvent es
limitard als efectes de la polaritat.

S'ha emprat el métode de la pertorbacid per solvent que es fonamen-
ta en introduir solvents no polars -que no produeixen canvis conformacio-
nals- i per espectrosedpia diferencial determinar el desplacament de la
longitut d'ona on es presenta el mixim i la variacid en el valor d'aquest.

Els pertorbants emprats han estat solucions aquoses al 20% (v/v o
p/p, segons s'escaigui) de dioxd, polietilenglicol 2000 i urea.

En realitat les solucions emprades han estat del 40% i s'ha fet una
mescla volum-volum amb la solucid de glicoproteina, amb la qual cosa la
concentracid final era del 20%.

Les determinacions s'han realitzat als 30 min de realitzada la mes-
cla. Amb les solucions d'urea, ultra la determinacid a aquest temps, tam-
b& s'han realitzat dues altres, una inmediatament després de la mescla
(t = 0) i, altre, a les 18 hores de la mescla.

la solucid de la glicoproteina, diluida a la meitat, presentava un
mixim a 280 rm, anb una absorbdncia de 0.164.

La figura 74 mostra 1'espectroscopia diferencial obtinguda amb la
urea. L'accib d'aquest pertorbant determinada a t = 0 i t = 30 min no és
molt forta. Hi ha un desplagament del mixim a 278 nm amb un lleuger incre-
ment de 1'‘'absorbancia, que passa de 0.164 a 0.170, per a t = 0, 1 a 0.175
per a t = 30 min. La mixima pertorbacid es palesa a les longituts d'ona

més baixes.
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Els valors a les 18 h de la mescla indiquen que la urea ha produit
unes variacions conformacionals sobrepassant 1'accid propiament pertor—
bant.

A ABSORBANCIAx! 880
20 e

n
5
0
-5 l ] I l_ ] ] |

259 268 279 288 290 308 318 328
LONGITUT D’ONACCNMD

FIGURA 7h.- Accié pertorbant de la urea sobre la glicoproteina, deter-

minada a dos temps: (—), t =0, i (-+*) t = 30 min.

La figura 75 mostra 1'espectroscdpia diferencial cbtinguda amb el
propilenglicol i amb el dioxd. En aquests casos l'efecte pertorbant és
més remarcable (absorbincia de 0.164 a 0.180, amb el dioxd, i1 a 0.179,
amb el propilenglicol) presentant-se també el maxim a 278 nm, i palesant-
-se les pertorbacions més grans a les A compresses entre 250 1 260 rm.
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Els resultats obtinguts, tot i que no absolutament concluients, po-
den indicar que la tirosina i el triptofan, presents en la molécula, es
troben tant en la superficie com en l'interior de la molécula, ja que amb
el canvi de polaritat del dissolvent, es produeix variacid en 1l'espectre
d'absorecid, si be aquesta variacid no és drastica.

A ABSORBANCIAx!008
70
80
50
4
30
20

19

-10

259 260 279 280 280 380 310 320
LONGITUT D’‘ONA

FIGURA 75.- Accié pertorbant del polietilenglicol 2000 (—) i del diox4

(+++) sobre la glicoproteina antigénica.
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5.ESTABILITAT ESTRUCTURAL

La determinacid de 1l'estabilitat estructural (o conformacional) de
les proteines es realitza segons la informacid que proporciona 1'estudi
de 1llur desnaturalitzacid. El1 procés de desnaturalitzacid implica un can-
vi important en una o més propietats de la proteina a efectes de 1'adicid
de determinats soluts, per efecte de la calor, 1l'accid mecinica (ultra-
sons) o algun altre influéncia que pugui alterar 1'estructura nativa.
Aquest procés és generalment, perd no necessariament, un desplegament

desorganitzatiu.

En aquest cas, com a agents desnaturalitzants s‘'han emprat el clorhi-
drat de guanidina (Gdn-HCl), la urea i la calor, i les t&cniques que han
visualitzat aquest procés de desnaturalitzacid han estat: 1'espectrosco-
pia a 1'UV, la dispersid rotatdria optica (DRO), la viscositat, i la fluo-
rimetria per determinar la capacitat remanent de la proteina per unir-se
a 1'3cid 8-anilino-l-naftalen-sulfonic (ANS).

5.1. ACCIO DEL CLORHIDRAT DE GUANIDINA

S'ha emprat clorhidrat de guanidina (Scharlau Gu060) en solucid aquo-
sa, la concentracid exacta de la qual ha estat calculada per 1'increment
de 1'index de refraccid (NOZAKI 1972) amb un refractometre Hilger (Hilger
& Watts, Londres) a una temperatura constant de 25 # 0.1°C, aplicant la
formula:

M (molaritat) = 57.147(An) + 38.68(An)2 - 91.6(An)3

La solucid emprada de glicoproteina tenia una concentracid de 0.976
mg/mL.

a) determinacié espectrofotométrica

S'ha realitzat en un espectrefotOmetre Hewlett-Packard A-8531, rea-
litzant les lectures a 280 nm, després de transcorreguts 30 min a partir
de la mescla dels components. Com a blanc de referéncia s'ha emprat aigua
bidestil:lada o be el conjunt format per aigua, Gdn-HCl i la solucid amor-
tidora corresponent (és a dir, que la solucid amb la glicoproteina s'ha

substituit per aigua).
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El conjunt determinat constava de la solucid aquosa de la glicopro-
teina (1 mL), solucid al 1% de NaHCO3/Na,CO; i la solucid de Gdn-HCl, amb
proporcions equivalents a les descrites per HOLLADAY (1984) i que feien,
entre ambdues solucions, un volum total de 1 mL.

Aquest tipus de desnaturalitzacid sembla correspondre a un procés
reversible car 1l'aliquota de la solucid de glicoproteina que ha estat
sotmesa a una concentracid de 6.88 M de Gdn-HCl, després de 72 hores de
didlisi, enfront 50 volums d'aigua a 4°C, renovats 4 cops al dia, mostra
un valor d'absorbancia a 280 nm igual a 0.141, molt proper a 1l'obtingut
a 1'inici de la prova (absorbancia igual a 0.150).

b) determinacié polarimétrica

S'ha realitzat en un polarimetre Perkin-Elmer 241, amb cel®les de
quars que disposen d'una camisa termostatitzada, de 1 cm de pas de 1llum
i 0.5 mL de capacitat.

El valor del poder rotatori s'ha determinat a 356 nm a una tempera-
tura constant de 25 * 0.5°C.

Els resultats s'expressen com a rotacid especifica del residu mig a
356 nm,Enq.

Les mostres analitzades han estat les mateixes que les determinades

per espectroscopia a 1'UV.

En la taula 41 es mostren els valors obtinguts amb les proves espec-
trofotométrica i polarimétrica. Les dades de 1'increment de 1'absorbancia
sén la mitja de tres determinacions realitzades, mentre que les polarime-

triques ho sén de dues determinacions.
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Concentracié Increment de 1'absor- ']

de Gdn-HC1 (M) badncia a 280 nm (x100)
0 15 53
0.70 16 51
1.76 17 52
2,11 17 48
2.47 16 46
2.82 16 41
3.44 15 40
3.49 16 37
4.2 17 37
4.55 18 36
4.9 15 34
5.25 - 12 , 33
5.60 - 31 34
6.20 - 29 31
6.88 - 25 27

TAULA 41.- Influéncia del clorhidrat de guanidina palesada com a incre-

ment de l'absorbdncia i de la rotaci6 especifica del residu mig.a 356 nm.

e) determinacid viscosimétrica

Les determinacions s'han realitzat amb un viscosimetre Cannon-Fenske
estan ja descrites les caracteristiques, tant instrumental com operatd-
ries, en l'apartat 3.5. Caracteristiques hidrodindmiques: Viscositat.

Llevat d'un valor, igual a 30 mL/g, de la viscositat intrinseca ob-
tingut a concentracil nul-la de Gdn-HCl,.a partir de concentracions d'a
d'agent desnaturalitzant superiors a 2.5 M, els valors d'aquest parametre
viscosimétric romanen inalterats (figura 76). Per tant, sembla probable
que l'elevat valor obtingut en abséncia de Gdn-HCl sigui degut a 1l'efec-
te polielectrdlit (HARDING 1 CREETH, 1983).
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Viscositat Intrinseca (ml/gd

38 .

38 3}
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Gdn-HC! CM>

FIGURA 76.- Variacié de la viscositat intrinseca en funcid de

la concentracié molar del clorhidrat de guanidina.

d) determinacid fluorimétrica

La variacid de la fluorescéncia del complexe glicoproteina-ANS
s'ha determinat amb un espectrefluorimetre Perkin-Elmer 204.

La teécnica operatdria ha estat la seglient: aliquotes de 2 mL que
contenien, ultra les glicoproteines, l'agent desnaturalitzant a diferents
concentracions, es mesclen amb 0.1 mL d'ANS (Sigma A-3125) dissolt a con-

centracié 2 mM en aigua.

La longitut d'ona d'excitacid ha estat de 385 nm i la d'emissid de
495 nm.

La lectura s'ha realitzat abans de transcorreguts 5 min després de
la mescla.

Segons la figura 77 s'observa que l'increment de molaritat d'urea
produeix una disminucid en la variacid de la fluoresceéncia relativa. Per
contra, quan la determinacid de la fluorescéncia es fa a partir dels §
min de realitzada la mescla, els resultats obtinguts sén els contraris:
a major concentracid de Gdn-HC1l, hom observa un increment de la flucores-

céncia relativa de la solucid.
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Varlacld de la flucrescéncia ralaotiva
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e 1 2 3 4 s s 7 8
Gdn-HCI (MD

FIGURA 77.- Variacid de la fluorescéncia relativa del complexe

glicoproteina-ANS en funcid de la molaritat del Gdn-HCI.

La comparacid d'aquestes quatre propietats fisiques, que varien en
funcid de la concentracid de Gdn-HCl, mostren que l'absorbancia i la unid
de la molécula a 1'ANS sdn les proves que presenten m3s variacid en llurs
valors, i, pel que fa a aquestes dues, és el 1lloc d'unid a 1'ANS el que
és afectat ja a baixes concentracions de Gdn-HCl. En un extrem oposat pot
afirmar-se que la viscositat no es mostra afectada per 1l'accid del clorhi-

drat de guanidina.

5.2. ACCIO DE LA UREA

La urea desnaturalitza les proteines afectant els ponts d'hidrogen
interns, mentre que deixa intactes els ponts disulfur, inclQs a concentra-

cions tan altes com 8 M.

La desnaturalitzaci® per urea no és instantdnia: hi ha un procés ra-
pid que afecta tots els enllagos excepte aquells en els que intervenen la
prolina i la hidroxiprolina, i un procés més lent que afecta aquests dos
aminodcids. la lentitud d'aquest darrer procés fa que calguin 24 hores
per una desnaturalitzacid total a temperatura ambient (PICKERING i
CRABTREE, 1981).
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La ruptura dels enllagos disulfur entre cisteines pot realitzar-se
amb mercaptoetanol, essent una reaccid quasi instantania.

Les solucions d'urea (Merck 8487) es preparen per pesada de la quan-
titat tedricament suficient i llurs concentracions molars sbn calculades
a partir de les densitats pel métode de KAWAHARA i TANFORD (1966), car
1'index de refraccid d'una solucid d'urea tan sols és lineal amb la con-
centracid a partir de 2,5 M (WARREN i GORDON, 1966).

Les densitats s'han mesurat amb un picndmetre provist d'un termdme-
tre (Afora 5325) amb una capacitat aproximada de 28 mL. El picndmetre ha
estat préviament calibrat amb aigua. En cas d'existir diferéncies entre
les temperatures de la solucid d'urea i de 1l'aigua en el moment de la
determinacid, la densitat d'aquesta Gltima s'ha obtingut del CHEMICAL
ENGINEER' HANDBOOK (1950).

a) determinacid polarimétrica

La determinacid realitzada ha estat el cdlcul de la rotacid Sptica
enfront de la concentracid d'urea a temperatura constant (la rotacid Op-
tica s'expressa com a variacib de l'angle de rotacid, Aa).

Les solucions d'urea corrtenien KC1-HC1 0.15 M per tal d'eliminar
les interaccions electrostdtiques entre els grups carregats de la super-
ficie de la molécula (GREENE i PACE, 1974).

Les rotacions optiques foren determinades en un espectrepolarimetre
Perkin Elmer P23, emprant una cubeta de quars de 1 cm de pas de 1lum i
.equipada amb una camisa termostatitzada. S'empra una escletxa de 3 mm 1
la longitut d'ona de la lectura fou de 300 nm. La temperatura es mantin-
gué a 25 + 0.5°C.

Abans de la determinacid les solucions foren filtrades per Durapore
HVLV (Millipore) de 0.45 um de porus.

La solucid aquosa de la glicoproteina tenia una concentracid de
0.856 mg/mL.

La rotacid dptica de les diferents solucions a concentracions varia-
bles d'urea fou determinada a les 24 hores de realitzada la mescla.
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La taula 42 mostra els resultats cbtinguts, cbservant-se que 1'ac-
cid de la urea es manifesta com a una reduccid de la rotacid negativa

de la molécula

Concentracio

de urea (M) a(solucid) a(urea) Aa
6.42 - 0.013 - 0.023 + 0,010
5.13 - 0.010 - 0.019 + 0.009
4.49 - 0.015 - 0.016 + 0.001
3.85 - 0.017 - 0.014 - 0.003
3.21 - 0.017 - 0.012 - 0.005
2.57 - 0.015 - 0.009 - 0.006
1.93 - 0.014 - 0.007 - 0.007
1.28 - 0.022 - 0.005 - 0.017
0.00 - 0.068 0.000 - 0.068

TAULA 42 .- Variacib de 1'angle de rotacid (Aa) en funcid de la
concentraci6 d'urea. La determinacid polarimétrica s'ha realit-
zat a 25.1 + 0.5°C a una A de 232.5 nm.

b) determinacidé viscosimétrica

En aquest cas s'ha determinat la viscositat de la solucid de la gli-
coproteina en urea a diferent concentracid molar, amb o sense mercaptoeta-
nol (Merck 8057u0) ().

les solucions emprades han estat les mateixes que les emprades per a
les determinacions polarimétriques. En algunes mostres hom ha afegit mer-
captoetanol a concentracid 0.1 M.

(*) Aquesta prova fou realitzada abans de saber que el contingut en amino-
deids no presentava cisteina i per tant, la no possibilitat d'enllagos —SH.
Aquesta abséncia fa que el mercaptoetanol no tingui cap efecte sobre la
desorganitzacié de la glicoproteina, com aixt ha estat corroborat pels re-
sultats d'aquesta prova.
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En la figura 78 s'chbserva el valor de la viscositat intrinseca ob-
tingut en funcid de la variacié de la concentracid d'agent desnaturalit-

zant.

Viscomitat Intrinseca (ml/gd
3@

=0 o —2—9

18

10

-] 1 2 3 4 5 -] 7 8
Uraa CMD

FIGURA 78.- Variacidé de la viscositat intrinseca expressada en
mL/g en funcié de la concentracié molar d'urea: (—) sense mer-

captoetanol; (e—e) amb mercaptoetanol.

5.3. ACCIO DE LA CALOR

L'accid de la calor sobre l'estabilitat de la glicoproteina s'ha de-
terminat per espectrofotometria en dos tipus de proves: en una, la glico-
proteina se sotmet a l'accid continuada de la calor, perllongant-se la
prova unes 6 hores; en l'altre, la glicoproteina només ha estat exposta
durant 5 min a una temperatura determinada, refredant-se a continuacid,

fins a una temperatura de 15°C.

En ambdues proves s'ha fet Gs d'un espectrefotdmetre Hewlett Packard
A-8531 provist d'una cubeta termostatitzada.
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a) aceid continuada de la calor

La mostra, que a una temperatura de 20°C presentava un maxim
d'absorbdncia a 284 nm amb un valor de 0.238, estava dissolta en
aigua i romangué dins del bany termostatitzat tot el temps que dura

la prova.

Cada 20 min la temperatura s'augmentava en 5°C, realitzari les
lectures d'absorbancia a continuacid. Després d'assolida la temperatura
maxima, els valors descendents s'han cbtingut tot refredant el bany

termoatitzat.

En la figura 79 es mostren els resultats obtinguts a 1'enfrontar
el valor mdxim de 1l'absorbancia en la zona de 250 a 300 nm i la tempera-
tura.

1.25
1 5
8.75 L
E
< 0.5 {
<
8.25 |
6 . s 1 Il It [ L - I N
0 16 20 30 40 50 686 70 88 S0 100

T CC)

FIGURA 79.- Valor del mdxim de 1'absorbdncia en la zona de 250 a 300 nm
seqons 1'escalfament continuat de 20 a 88°C ( -~ ) i del refredament de

la mateixa mostra ( « ).
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En la figura 80 hom observa les variacions de 1'absorbancia en la
zona compresa entre 200 i 300 nm per als tres casos limits: (A) a 20°C
en el moment d'inici de la prova; (B) a 88°C en el punt de mixima tem-
peratura; (C) a 20°C després del refredament de la mostra.
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FIGURA 80.- Espectres d'absorcid obtinguts en la zona de 200 a

300 nm per a la mostra en les condicions inicials de temperatura
(A}, quan s'ha assolit el valor midxim de temperatura (B) i quan
la temperatura ha retornat als valors inicials després de rebre

tot l'aport caldric.
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Cal indicar que, en aquesta aliquota, el mixim d*absorbdncia esti-
gué a 284 nm fins arribar a una temperatura de 80°C, punt en el que es
desplaga a 282 nm. Quan la glicoproteina s'ha anat refredant, alhora
que continuava l'augment de 1l'absorbancia, el mdxim s'anava desplagant
cap a valors de A més baixos, en un principi a 276 nm (de 88 a 71°C) 1
després a 274 nm, deixant d'haver un mixim definit a partir de 56°C, on
la grafica presentava en la zona de 272-286 una linea horitzontal.

b) exposicid a una temperatura

En aquesta prova la glicoproteina estava dissolta en solucid amorti-
dora PBS, presentant un maxim d'absorbdncia igual a 0.306 a 276 nm, a la

temperatura inicial de la prova (14°C).

La temperatura s'ha anat augmentant en intervals de 2°C; un COp ase
solida la temperatura la mostra s'ha exposat durant 5 min -temps que cal
per assolir una temperatura uniforme entre cubeta i contingut- i, a con-
tinuacid, es determina 1'absorbancia, refredant-la inmediatament fins a
15°C.

S'observa que un augment de temperatura produeix lleugeres disminu-
cions del valor de 1l'absorbancia en el mdxim fins arribar a la temperatu-
ra de 55°C. A partir d'aquesta temperatura hi ha un augment de 1'absor-
bancia fins que s'assoleix la temperatura de 65°C, a partir d'aqui,
1'absorbdncia roman, en linees generals, estabilitzada (figura 81).

Un cop assolida la maxima temperatura de 80°C es deixa refredar la
mostra, determinant-se 1'absorbancia a diverses temperatures. Hom obser-
va un lleuger augment de 1l'absorbancia en el periode de refredament en-
vers l'absorbancia assolida en el procés d'escalfament (taula 43).
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FIGURA 81.- Variacié de 1'absorbancia a 276 nm en funcid de 1'exposicid

no continuada a la calor.

Temperatura (°C)

Absorbincia a 276 nm 14 22 30 36 50 60
Escal fament 0.306 0.296 0.290 0.286 0.284 0.285
Refredament 0.308 0.311 0.309 0.307 0.302° 0.300

TAULA 43.- Comparacid dels valors de 1'absorbincia a 276 nm obtinguts

en el procés d'escalfament i en el de refredament.
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Com ja s'ha indicat en 1l'apartat corresponent, el métode emprat
per a solubilitzar 1'estroma eritrocitic forneix un material glico-
proteinic del que s'ha obtingut una glicoproteina que presenta 1l'ac-
tivitat de grup sanguini A, fet palesat per les proves d'inhibicid de
1'hemaglutinacid i per la unid a la lectina Helix pomatia. Préviament
s'havia cbservat que el material obtingut pel mdtode d'Hamaguchi i
Cleve, basat en 1l'extraccid amb cloroform-metanol, tenia unes carac-
teristiques equivalents a les del material obtingut amb un altre téc-
nica cléssica, la de Marchesi et al., que empra el diiodesalicilat
de 1iti.

Les modificacions introduides en el métode d'Hamaguchi i Cleve
(temps d'agitacid, reextraccid de la interfase, concentracid sense
escalfament i precipitacid etandlica) han estat molt possitives pel
que fa a l'cbtencid d'un material forga homogeni i amb caracteristi-
ques reproduibles.

Un altre aspecte important ha estat la purificacid de la glico-
proteina per un procés de cromatografia d'afinitat emprant com a 11i-
gand la lectina obtinguda de la glandula albuminoidea del cargol He-
lix pomatia. En la major part dels treballs similars, amb estudi de
glicoproteines eritrocitiques s'ha partit de la premisa -totalment
10gica, per altre part- de que algunes de les glicoproteines de les
membranes dels eritrocits de grup sanguini A, han de portar les carac-
teristiques quimiques i estructurals prdpies d'aquest grup sanguini, i,
per tant, el principal punt en l'obtencid es basava tan sols en la

solubilitzacid de glicoproteines.

L'Gs de la lectina Helix pomatia immobilitzada a esferes de Sepha-
rose 6 MB s'ha emprat principalment en el fraccionament i purificacid
de limfocits (HELLSTROM et al., 1976) i en 1l'aillament de glicoprotei-
nes presents en les membranes d'aquests limfocits, perd no hom ha tro-
bat cap ressenya d'haver-la emprat per a l'cbtencid de glicoproteines
d'eritrocit, tot i que si s'havia aplicat aquesta lectina en estudis
d'interaccid amb eritrdcits A o amb glicoproteines que en deriven.
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La purificacid per cromatografia d'afinitat presentd un problema
en el moment de la deteccid de les glicoproteines: la relativament
baixa absorbadncia de la molécula, a 280 nm, i la interferdncia que
presenten les hexosamines amb 1l'absorbancia de l'enllag peptidic, fe-
ren que calgués un sistema diferent de visualitzacid de les glicopro-
teines que 1l'espectroscdpic en els tubs que contenien 1l'eluit. Com ja
s'ha indicat, aquest sistema es basa fonamentalment en la precipita-
cid amb acid fosfotlingstic, reaccid que per a certes condicions, for-
neix una turbidesa que &s proporcional a la glicoproteina present.
Atés que aquest métode és destructiu, el control rutinari dels eluits
de la cromatografia d'afinitat s'ha realitzat observant, per il-lumi-
nacid inferior, el precipitat format en els pouets d'una placa Takatsy
Microtiter (Coocke Eng., Estats Units). Amb aixd, la pérdua de mostra
només era d'uns pocs uL del contingut de cada tub.

Les caracteristiques analitiques de la glicoproteina han proporcio-
nat un 56% del pes de la molécula en gliicids i un 39% de proteina. Com-
pletant aquests valors fins un total del 100%, els valors anteriors es-
devenen el 58.95 i 41.05%, respectivament. La meitat dels glicids cor-
respon a hexosamines, i 1'dcid sidlic, si be estd present, no presenta
un valor elevat (1.7%). Pel que fa a la part proteica, cal fer esment
en la minsa preséncia en la molécula dels aminodcids cromdfors (Trp,
Tyr, Phe), la qual cosa explica que la molécula no presenti una marcada
absorcid pels voltants dels 280 rm, al contrari de la major part de les
substdncies proteiniques, i també explica el valor baix del coeficient
d'absorcid especifica (0.4324 L/g-cm). La molécula no conté cisteina i,
per tant, no existeixen enllagos -SH, i com pot cbservar-se en l'andli-
si d'aminodcids (figura 41 i taula 25), la serina i treonina, aminodcids
que en les glicoproteines s'uneixen a les parts glucidiques, es troben
en elevada proporcid. També és de destacar la gran quantitat d'amoniac
present , molt superior a la quantitat que pot provenir de l'asparagina
i de la glutamina, amb un origen en els grups aminats dels aminosucres.

Cal afegir que la quantificacid de la molécula pel clissic métode
de Lowry presenta una pérdua de sensibilitat envers la que presenta la
quantificacid d'una proteina estdndard, com és el cas de 1l'alblmina sé-
rica (figura 40). Per tant, 1'(s d'aquest mdtode colorimétric hauria
d'anar acompanyat d'un patrd obtingut amb la mateixa glicoprotelna a

valorar.
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Un métode desenvolupat per a valorar les glicoproteines ha estat
la quantificacid per espargiment de la llum de la turbidesa produida
per l'adicié d'etanol absolut a una solucid de glicoproteina. E1 mS-
tode si be requereix molta cura operatdria, ha resultat forca satis-
factori pel que fa als resultats i al volum de mostra necessari. A mds
és factible emprar com a patrd una glicoproteina a 1'abast comercial,

1'orosamucoid.

Pel que fa a la masa molecular de la glicoproteina, la cromato-
grafia de filtracid per gel fou el primer mdtode emprat, i el resultat
repetidament obtingut (=750000) era esbalaidor car, si be en part con-
cordava amb experiéncies similars anteriors (taula 23), no era 1ldgic el
pensar que una molécula d'aitals dimensions hagués passat desapercebuda
fins aleshores. En realitat el valor aparent de masa molecular que per
filtracid per gel s'obté depén del valor d'aquests quatre pardmetres:
radi d'Stokes, coeficient de sedimentacié, radi friccional i volum es-
pecific parcial (SIEGEL i MONTY, 1966), i la linealitat entre la masa
molecular i el volum d'elucid només és estricta amb les proteines globu-
lars. Les glicoproteines tenen estructures més expandides i un grau més
elevat d'hidratacid de les cadenes glucidiques en comparacié amb les ca-
denes polipeptidiques (ANDREWS 1965). Un altre causa distorsionant &s
la preséncia d'dcid sidlic (ALHADEFF 1978), com pot observar-se en la
taula 44 en la qual hom aprecia els diferents valors de masa molecular
obtinguts amb unes glicoproteines i amb llurs derivats desialitzats.

MASA MOLECULAR

GLICOPROTEIN CONTINGUT EN

ACID SIALIC (%)  CALCULADA  CONEGUDA
Fetuina 8.8 368000 48000
Asialofetuina 0.6 11500 L4000
Orosomucoid 12.1 386000 L4000
asialo-orosomucoid - 0.6 191000 39000
Tiroglobulina 1.4 > 570000 669000
Asialo-tiroglobulina 0.7 34000 660000
Mucina submaxil-:lar bovina 2.5 > 570000 1.300000
Asialo-mucina submaxil-lar 0.7 33000 1.267000
TAULA 44.- Comportament cromatografic d'algunes glicoproteines i 1lurs

derivats desialitzats en gels de Sepharose 6B (ALDAHEFF, 1978).
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Aixi, doncs, la preséncia d'acid sidlic en la molécula, l'es-
tructura expandida de la mateixa, o el que igual, un elevat radi
d'Stokes, aixi com el grau d'hidratacid de les cadenes glucidiques
i també la capacitat de formar agregats, pot explicar 1l'elevat valor
obtingut.

Armb les altres técniques emprades s'han obtingut valors més con-
cordants. Una masa molecular de la part proteica de 17200, correspon-
dria, segons el percentatge de proteina en la molécula, a una masa
total de 41500, xifra molt propera a l'obtinguda per al mondmer en
1'electroforesi (43000). E1 valor obtingut per espargiment de la 1llum
(53500) hauria de correspondre, segons les condicions emprades de po-
tencial quimic constant, al pes del mondmer, si be sempre hi ha la pos-
sibilitat de que representi el pes promig de les espécies presents en
un equilibri dimer <+ mondmer, en aquest cas desplagat, evidentment,

vers el mondmer.

Els pardmetres fisicoquimics que més informacid han proporcionat
envers la molécula han estat la dispersid rotatdria optica, i amb menys
importancia, la viscositat. Les dades obtingudes de la viscositat in-
trinseca i de la constant d'Huggins apunten vers una estructura de la
molécula predominantment en cabdell monoestadistic, a més, segons els
elevats valors dels parametres B (apartat 3.1.2.) i del radi de gir
<s?> (apartat 4.1.) la moldcula ha d'estar molt expandida, fet concor-

dant amb. el comportament cromatografic palesat.

Les caracteristiques de la dispersié rotatdria optica de la glico-
proteina (vall negativa a 234 nm i feble magnitut d'aquesta) sbn total-
ment equiparables a les obtingudes amb glicoproteines antogéniques, tan
eritrocitiques com provinents de les secrecions, i mostren algunes dife-
réncies quan se les compara amb les obtingudes de cists ovarics. Aixi,
BEYCHOK i KABAT (1965) cdbservaren que les substancies obtingudes a par-
tir de cists ovarics mostraven un efecte Cotton negatiu, amb valls prop
de 220 nm i una inflexid a 225. Aquestes substdncies, de masa molecular
propera a 300000, tenien un 80% de contingut glucidic, i 1llurs propie=:
tats Optiques foren atribuides a la preséncia de N-acetil-hexosamines.
Amb els resultats obtinguts no havia cap evidéncia de que la conformacid

a-hélix estigués present en aquelles glicoproteines.
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Per altre part, es pogué comprovar que el lleuger efecte Cotton
possitiu que a 195 nm es presenta en algunes glicoprotefnes era degut
a 1l'alt contingut en dcids sialics.

BEZKOROVAINY et al.(1965) obtingueren un valor de [a]2s(H,0, 1 dm)
igual a -27.0, per a l'antigen NN a concentraci de 1 mg/mL, 1 de -32.4
per a l'antigen obtingut del meconium a concentracid de 5 mg/mL.

JIRGENSONS i SPRINGER (1968) estudiant aquests mateixos antigens,
pogueren detallar que les glicoproteines caracteristiques de l'antigen
NN tenien un 40% de caracter peptidic i un pes molecular de 595000. En
la part proteinica, estaven presents tots els aminodcids excepte la cis-
teina i el triptdofan, abundant, per contra, la serina i la treonina.
Aquestes glicoproteines presentaven una dispersi6 optica molt feble, ha-
vent una vall molt aplanada entre 215 i 220 nm, caracteristica, com ja
s'ha indicat, de les hexosamines N-acetilades, de les que aquesta subs-
tancia en contenia un 23.5%. En aquest cas es ﬁodia fer correspondre la
corba obtinguda amb 1l'estructura secunddria amB\gbhformacié B. Pel que
fa a 1l'antigen MM, quedava palessa una certa estructura en a-hélix, fo-
namentada per un pic a 200 nm i una vall prop de 230 nm. No obstant,
com que la vall s'allargava fins a 227 nm, l'estructura en fulla g tam-
bé era present. Consequentment, en aquest darrer cas les corbes cbtingu-
des eren compatibles amb la preséncia en les parts polipeptidiques de
les molécules, d'una peptita per® significativa estructura en a-hélix,

i una conformacid en fulla B.

Aquests resultats implicaven un grau molt baix d'ordenacid confor-
macional, i la informacid proporcionada per les corbes d'efecte Cotton
concordava amb la que proporcionaven els resultats obtinguts amb el mé-
tode de Moffitt-Yang.

Posteriorment, URRY et al.(1971), per mig de dicroisme circular rea-
litzat en menbranes d'eritrdcit solubilitzades en SDS al 0.2% han obtin-
gut uns resultats semblants als fornits amb polipéptids i proteines a-he-
licoidals, perd amb un evident desplagament cap el vermell i una menor

amplitut.
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DECKER i CARRAWAY (13875) han determinat els espectres de D:C. de
glicoproteines d'eritrocits de diverses espécies animals; pel que fa
als d'origen humd s'cbté una vall, de valor feble a 207 nm - a la que
per la nostra part no s'ha pogut fer cap determinacid- presentant també
una vall aplanada en la zona entre 220 i 230 rm.

Uns valors encara mds concordants han estat els cbtinguts per
SCHULTE 1 MARCHEST (13879) que, amb una glicoproteina de membrana d'eri-
trocit que contenia un 60% de glicids en pes, presentava una vall a 213
nm 1 un altre a 235, anb un cim entre ambdues a 215 nm.

Posteriorment, LISOWSKI et al.(1980), amb els antigens M i N, han
obtingut uns espectres amb valls a 235 i 205 nm i un cim intermedi a 220
nm. L'estudi de D.C. de glicopeéptids d'aquests antigens, amb o sense
dcid sidlic, prova que les hexosamines presents tenen més influéncia so-

bre 1'espectre que no pas 1l'dcid sidlic.

Tot el que s'ha exposat anteriorment mostra que no hi ha diferén-
cies molt importants en els espectres obtinguts amb glicoproteines de
diferent origen i que poden ésser produides per diferéncies en la meto-
dologia emprada tant en la determinacid de les propietats rotatdries
com en 1l'obtencid d'antigens. Es per aixd que, en cas d'haver-se pogut
determinar tot el marge de longituts d'ona, l'espectre obtingut amb la
glicoproteina estudiada podria ésser superposable als obtinguts amb al-

tres experiéncies.

La conformacié de la glicoproteina, obtinguda segons el métode de
GREENFIELD et al.(19€7), ha proporcionat una estructura majoritdria en
cabdell monoestadistic (50%), havent, a més, un elevat percentatge en
fulla B. Aquest fet no és estrany atés que la preséncia de cadenes glu-
cidiques unides a seqiiéncies peptidiques afavoreix la formacid d'estruc-
tures B (BEELEY 1977).

Aquests percentatges concorden amb els descrits per altres estudis
que han determinat la conformacid, partit de dades de D.C. o D.R.O., de
diverses glicoproteines antigéniques, com és el cas de DECKER i CARRAWAY
(1975) que propugnen per aquestes substdncies, el cabdell moncestadis-
tic com a estructura dominant, oscil-*lant el contingut en a-hélix del
13 al 23%.
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SCHULTE 1 MARCHESI (1979) han obtingut per a la glicoforina A uns
percentatges del 27% d'o~helix, 10% de fulla B i 63% de cabdell monoes-
tadistic.

Per la seva part, els ja esmentats LISOWSKI et al.(1980) assignen
als antigens uns percentatges més baixos d'a-hdlix (9% per a 1l'antigen
M i 7% per a 1l'antigen N).

Per a WELSH et al.(1985) la glicoforina en solucid aquosa te, res-
pectivament, uns percentatges de 26.9 (o-hélix), 19.8 (fulla B) i 53.3
(cabdell monoestadistic).

Cal precisar que l'estructura determinada per a la glicoproteina
no reflexa 1'estructura d'aquesta en la membrana-sind que és la mesura
que la conformacid te en soluci. Amb tota seguretat, en un medi no po-
lar com és la membrana, la part que hi ha ancorada, adoptarda de forma
predominant 1'estructura a-hélix.

En la desnaturalitzacid d'una proteina &s important el considerar
els seglients aspectes:
a) si la desnaturalitzacid és un procés senzill d'un sol pas o be &s un
procés complexe
b) si la desnaturalitzacid és reversible

c) si els desnaturalitzants produeixen molécules que son diferents en
forma i propietats

Pel que fa a la naturalesa del procés de desnaturalitzacid, el me-
canisme més senzill, i1 forga abundant, és el que pot descriure's per un
senzill model en dos estats, l'estat natiu (N) 1 1'estat desnaturalitzat
(D), poguent-se definir una constant d'equilibri (K) igual a:

K = (D)/(N)

Quan el procés de desnaturalitzacid comprén 1'existéncia d'estats

intermedis estables (X), el model é&s, llavors, complexe:

N> X, > Xy > *++ D
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La preséncia d'aquests intermediaris pot ésser deduida al mesurar
diferents propietats fisiques que varien en el procés de desnaturalitza-
cib. Si davant la influéncia d'una mateixa quantitat d'agent desnatura-
litzant aquestes diferents propietats fisiques indiquen que estd present
una mateixa fraccid de molécules en estat natural, aixd és un criteri
necessari, si be no suficient de que el procés de desnaturalitzacid es
produeix segons el model de dos estats. En cas contrari, ja es pot afir-
mar que el model ha d'ésser més complexe.

En el cas de la glicoproteina s'han comparat les variacions de dues
propietats fisiques (absorbdncia a 1'U.V. i dispersid rotatdria optica)
en funcid de l'accid del Gdn-HC1 (taula 41). Les variacions ara es mos-
tren com a valors porcentuals referits a un valor del 100% que és el que
presentava la propietat fisica en abséncia de desnaturalitzant. Aquesta
comparacid percentual forneix dues corbes diferents (figura 82) per la
qual cosa es pot assegurar que el procés de desnaturalitzacid estd regit

per un mecanisme complexe.
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En altre ordre de coses, l'accid dels agents desnaturalitzants,
urea i Gdn-HCl, te totes les caracteristiques d'ésser reversible, car
la didlisi repetida de les aliquotes exposades a concentracions eleva-
des d'aquests agents retorna la molécula als valors originals, o sigui
als que presentava abans de 1l'accid dels agents desnaturalitzants i,

1'activitat antigénica roman en les glicoprotelnes.

L'accid dels desnaturalitzants no sembla produir molécules amb di-
ferent forma que l'original. No obstant, aixd pot deure's al fet que la
molécula ja es troba en un principi en una configuracié forga desorga-

nitzada.

A la vista dels resultats obtinguts es pot concloure que la glico-
proteina és molt estable 1 que les mesures de viscositat i DRO indiquen
que el Gdn-HCl no indueix més estructura en cabdell monoestadistic que
la que presenta la molécula abans de la prova. A més, l'accid desnatura-

litzant és reversible essent el procés complexe.

Tot aixd concorda, en els trets principals, amb 1l'estudi realitzat
per BYERS i VERPOORTE (1978) amb la glicoforina A, amb la diferéncia
que els autors indiquen una irreversibilitat de 1l'efecte. produit pel
Gdn-HC1, aseveracid fonamentada en el fet d'haver recuperat només el
85% del valor original del poder rotatory, si be després de la didlisi
fou recuperada tota la capacitat d'unid a 1'ANS.

Un cop s'ha arribat a aquest punt cal plantejar-se una pregunta:
quina és la relacid de la glicoproteina estudiada amb les classiques
glicoproteines de la membrana eritrocitica, i més concretament amb la
principal glicoproteina, la glicoforina A, o amb el seu antecedent cro-

noldgic, l'anomenada major sialoglycoprotein o glicoforina en general.

L'existéncia o no d'aquesta relacid s'ha intentat esbrinar per mig
de la comparacid d'una série de caracteristiques entre ambdues glico-
proteines, perd malgrat que la glicoforina A ha estat 1'objecte de molts
d'estudis, &s, en canvi, freturosa de dades sobre els seus pardmetres
fisicoquimics i biofisics, la qual cosa dificulta la proposada compara-
cid, i fa que aquesta hagi de fonamentar-se, principalment, en caracte-

ristiques analitiques.
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En primer lloc, la composicid global en sucres i protelna de la
glicoproteina estudiada (59 i 41%, respectivament) &s la mateixa que
la indicada per a la glicoforina, si be dins del contingut glucidic,
1'acid sidlic només representa un 1.7% del pes total, mentre que la
glicoforina en conté un 20.7%. Les altres glicoforines també tenen ele-
vades proporcions: un 23.2% la glicoforina B, i un 19.4% la glicoforina
C (FURTHMAYR et al. 1975).

L'analisi dels aminodcids mostra també algunes diferéncies (taula
45) i un important punt de coincidéncia; 1'abséncia de cisteina.

AMINOACID GLICOPROTEINA GLICOFORINA

Hidrofdbics

Metionina 1.2 2.0
Valina 5.9 8.4
{soleucina 4.0 6.9
Leucina 1.2 6.4
Triptdfan 1.2 -
Tirosina 1.6 3.0
Fenilalanina 1.8 1.5
Neutres

Treonina 9.6 10.8
Serina 12.8 13.8
Prolina 5.9 7.4
Glicina 10.7 6.4
1/,Cistetna 0.0 0.0
Alanina 6.7 5.4
Acidics

Aspartic 1.3 5.9
Glutdmic 10.2 9.9
Bdsics

Lisina 7.9 b
Histidina 4.8 3.9
Arginina 5.5 L4

TAULA 45.- Comparacid dels continguts en aminodcids de la glicoproteina
amb activitat A (segons els valors de la taula 25) i de la glicoforina
(segons Marchesi et al. 1972). Els valors expressen % en mols. En la

glicoforina no s'"ha determinat el triptédfan.
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Pel que fa a la masa molecular, TOMITA I MARCHESI (1975) han es-
tablert que la unitat monomérica de la glicoforina A estava formada
per 131 aminodcids i 16 cadenes glucidiques, perd en la bibliografia
es troben diferents valors de masa molecular assignats al suposada-
ment mateix mendmer . Determinats per equilibri de sedimentacid es
troben:els seglients valors: 15000 (JANADO, 1873, xifra obtinguda con-
juntament amb els resultats fornits per la pressid osmotica), 24000
(JAVATD i WINZLER, 1974), 27900 i 31100 (dos possibles formes monome-
riques determinades per DOHNAL et al.(1980)), 29000 (GREFRATH i REY-
NOLDS (1974), 55000 (FUKUDA i OSAWA, 1973), ...

Per 1'andlisi dels péptids obtinguts per ruptura amb cianogen de
brom, MARCHESI et al.(1972) obtingueren un valor de 55G00.

Com es veu, tant el valor de la glicoproteina amb activitat A ob=~
tingut per espargiment de la llum (53500 daltons), com el proporcionat
per l'andlisi d'aminodcids (41500) estan dins dels possibles valors de

la glicoforina.

De la mateixa manera, els valors obtinguts per PAGE/SDS (43000 i
76000) també se situen dins de la forquilla de mases moleculars esta-
blertes per a les glicoforines segons aquesta técnica. Anotem que FAIR-
BANKS et al.(1971) assignaren uns valors de 83000 daltons per al PAS 1,
de 45000 per al PAS 2 i de 25000 per al PAS 3, mentre que, per exemple,
FURTHMAYR i MARCHESI (1976) calcularen, referits al dimer glicoforina A,
uns valors de 53000 a 90000. La comparacid encara es complica més si
es te en compte que la glicoforina A estd formada per un 60% de PAS 1,
un 30% de PAS 2 i un 10% de PAS 3, i que aquestes zones glicoproteini-
ques, definides per rad de la seva tincid, com PAS, poden ésser hetero-
génies (FURTHMAYR et al., 1975).

En altres aspectes comparatius la glicoproteina amb activitat A te
grans similituts en alld que pertoca a la conformacid deduida per D.R.O.
Els percentatges de les tres conformacions principals obtinguts amb la
glicoforina A (SCHULTE i MARCHESI, 1979) sdn quasi iguals als obtinguts
arb la glicoproteina.
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El mateix succeeix amb el valor de la viscositat intrintrica (WELSH
i THOM, 1985), perd aquesta &s una caracteristica concatenada amb 1'an-
terior atés que la viscositat d'una molécula en solucid és funcid de la

conformacid que la molécula te en aquestes condicions.

Un altre analogia trobada ha estat la gran estabilitat molecular
enfront els agents desnaturalitzants, semblant a la que presenta la gli-
coforina A (BYERS i VERPOORTE, 1978). L'alta proporcid de glGeids, 1'ab-
séncia de ponts disulfur en la molécula, aixi com la conformacid en cab-
dell monoestadistic, caracteristiques comunes a ambdues glicoproteines,
son la causa d'aquesta inusual estabilitat.

Per tant, no hi ha proves concluents per a poder afirmar que la
glicoproteina aillada sigui una glicoforina. En tot cas, podria definir-
-se com una quast glicoforina (la terminologia anglesa seria aqui molt
més clara = glycophorin-like), o una glicoforina que ha perdut part del
seu contingut en dcid sialic (en aquest cas la glicoforina te capacitat
d'inhibir 1'hemaglutinacid dels eritrdcits tant del grup A com del B, i
la glicoproteina aillada només inhibeix 1'hemaglutinacid dels eritrdcits
A). Aixi, doncs, tot apunta a presumir que la glicoproteina aillada és
una de les moltes glicoproteines presents en la membrana i que degut a
la seva inferior proporcid -o a dificultats d'extraccid- queden emmas-
carades per les amplies bandes de tincid al Blue Coomassie o al PAS de
les glicoproteines majoritaries. Anteriorment, ja s'ha indicat que, amb
una metodologia diferent, GAHMBERG (1976) visualitzd més de 20 glicopro-
tefnes presents en la membrana de l'eritrdcit humd. Com a recolzament
d'aquesta hipdtesi es troba l'estudi de KARHI i GAHMBERG (1980) en el
que l'activitat sangufnea A ha estat assignada a la banda 3 i a altres
glicoprotelnes menors no especificades, indicant, en el mateix estudi,
que no ha estat trobada 1l'activitat A en cap de les dues glicoforines
A o B.
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CONCLUSSIONS

1.

S'han comparat tres métodes d'obtencid de glicoproteines eritroci-
tiques, introduint modificacions en un d'ells, les quals han propor-
cionat un material homogeni i reproduible.

En el procés de purificacid de la glicoproteina s'ha fet @is de la

lectina Helix pomatia unida a Sepharose 6 MB.

S'ha aillat una glicoproteina a partir d'eritrdcits AT que presenta
activitat de grup sanguini A, palesada per una reaccid d'inhibicid de
1'hemaglutinacid i per unid amb Helix pomatia.

S'ha definit la composicid quimica de la glicoproteina estant aquesta
formada per un 59% de gllGcids i un 41% de proteina.

En la composicid glucidica destaca 1l'alt contingut en hexosamines (28%

del pes total) i la preséncia d'dcid sidlic.

En la composicid en aminodcids cal esmentar 1'abséncia en cisteina,
el baix contingut en aminodcids cromdfors i 1l'alt contingut en serina
i1 treonina, aminodcids qQue intervenen en la unid amb els sucres.

La glicoprotefna obtinguda presenta diferéncies importants amb la gli-

coforina A.

Atesa la relativament baixa absorbancia pels voltants dels 280 nm i
la interferéncia dels aminosucres amb 1l'enllag peptidic, ha calgut
idear un sistema de visualitzacid de les glicoproteines en els eluits
cromatografics. Aquest ha consistit en la precipitacid amb acid fos-
fotlngstic, precipitacid que, segons les condicions en que es realit-
zi, no és instantdnia, havent-hi un temps en el que la turbidesa pro-
duida és proporcional quantitativament a la glicoprotelna present.

Degut a la baixa incidéncia dels aminodcids cromdfors i a que els gl-
cids redueixen 1'absorbdncia desenvolupada en la técnica de Lowry,
aquesta técnica, fent Gs d'un estdndard proteinic, no és molt adient
per a la quantificacid de la glicoproteina. Com a alternativa s'han
establert les condicions operatdries per a valorar la glicoproteina
en funcid de la turbidesa produida per 1l'adicid d'etanol absolut a
una solucid de la glicoproteina. En aquesta técnica, que presenta molt
bona correlacid i no és destructiva, tan sols calen uns pocs UL per a

l'assaig.
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La glicoproteina pot presentar-se en forma de dimer, essent la ma-
sa molecular aparent del mondmer de 41500 a 53500, segons la técni~
ca emprada.

la glicoproteina presenta un comportament anomal quan s'elueix per
cromatografia de filtracid per gel, fet produit per la hidratacid
de les cadenes glucidiques, per la preséncia d'dcid sidlic i per la
formacid d'agregats.

Segons 1'estudi de la conformacid per D.R.O., la molécula en solucid
presenta predominantment una conformacid en cabdell monoestadistic

(50%) i una alta proporcid de fulla B (20%). El predomini de la con-
formacid en cabdell monoestadistic també s'ha palesat per viscositat.

La glicoproteina és inusualment estable a l'accid dels agents desna-
turalitzants, ured i ‘Gdn-HCl, accid que, per altre part, és reversi-
ble.

El lloc d'unid a 1'ANS és molt més sensible que 1l'absorbancia, la

viscositat i la dispersié rotatdria Optica, a l'accid del Gdn-HC1.

Les mesures de viscositat i D.R.0O. indiquen que el Gdn-HCl no provo-
ca un desplegament cooperatiu ni indueix una estructura en cabdell
monoestadistic, possiblement a causa de que la molécula ja es trcba
predominantment en conformacid de cabdell monoestadistic.

El procés de desnaturalitzacid de la glicoproteina &s complexe.
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