
UNIVERSITAT DE BARCELONA
FACULTAT DE FARMÀCIA

Determinació dels Paràmetres
Estructurals d'una Glicoproteïna
amb Activitat de Grup Sanguini A

UOAN ESTELRICH i LATRÀS



165

3, PROPIETATS FISICOQUIHIQUES

^ *
3.1. ABSORCIÓ A L'ESPECTRE ULTRAVIOLETA

En solució amortidora PBS la glicoproteina antigènica nostra en

la zona ultravioleta l'espectre que s'indica en la figura 50. La gli-

coproteina estava present a concentració de 0.951 mg/mL. Hom pot obser-

var una gran zona d'absorbencia anb un pic a 213 nm, que correspon a

l'enllaç peptídic i també als sucres presents; pels voltants de 280 nm

s'aprecia un lleuger pic. Limitant l'espectre d'absorció entre 250 i

300 nm (figura 51) ja s'observa, de forma més clara, un màxim, encara

que força aplanat, a 276.5 nm, amb una absorbància de 0.402 i que cor-

respon als aminoàcids cromofors.

En altres determinacions s'ha comprovat que la forma aplanada del

màxim fa que els valors mes alts d'absorbància puguin correspondre a

longituts d'ona que fluctuen entre 274 i 278 nm.

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

glicoproteina determinat en un espectrofotómetre Hitachi 150-20.
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FIGURA 51.- Espectre d'absorció de la glicoproteina entre 250 í 300 nm,

determinat en un espectrefotometre H i t a c h i 150-20.

3.1.1. CORRECCIÓ DE L'ABSORBANCIA PRODUÏDA PER L'ESPARGIMENT

DE LA LLUM

L'absorbància aparent deguda a solucions proteiques compren un com-

ponent degut a l'espargiment de la llum. Aquest component pot determinar-

se en la zona U.V. de l'espectre segons la relació de Rayleigh, que esta-

bleix que la turbidesa és inversament proporcional a la X de la radiació

incident elevada a una potència n, variant aquest exponent entre valors

de 4 a 1, i que es dependent de la relació de la X de la radiació incident

i el tamany, forma i naturalesa de la interfase de les macromolècules dis-

soltes (KOCH 1961).
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Així, la determinació dels valors de 1'absorbencia en la zona visi-
ble de 1'espectre permet l'extrapolació a la zona U.V. i la substracció

del component de l'absorbància degut a 1'espargiment de la llum dona la

verdadera absorbencia.

Aquesta extrapolació s'ha fet segons la metodologia descrita per

WINDER i GENT (1971) enfrontant el logaritme de l'absorbància al logarit-

me de la longitut d'ona (en la zona visible de l'espectre); la recta ob-

tinguda en la zona lineal s'extrapola a la longitut d'ona desitjada.

Per aquest càlcul s'ha partit d'una solució de glicoproteïna en so-

lució amortidora PBS a concentració de 1.032 mg/mL. Aquesta solució pre-

sentava una absorbància de 0.435 a 280 nm. Els valors d'absorbencia es

determinaren a cada interval de 2 nin entre 550 i 300 nm. Segons s'obser-

va a la figura 52 hi ha una linealitat entre els valors compresses entre

550 (log = 2.740) i 400 nm (log = 2.602). Així, fent us d'aquests punts

s'obté una recta que a 280 nm presenta un valor logarítmic equivalent a

una absorbància de 0.028.
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FIGURA 52.- Gràfica del logaritme de l'absorbància vs el logaritme de X.

Amb la recta obtinguda entre 550 i ̂ 00 nm s'ha realitzat l'extrapolació a

280 nm. El valor del pendent de la recta proporciona l'exponent n.



Segons, això el component de l'espargiment en 1'absorbencia represen-

ta el 6.44% d'aquesta.

A partir del pendent de la recta es te el valor de l'exponent n, que

en aquest cas és igual a 1.077, corresponent aital exponent a una molècu-

la amb forma d.'el·lipsoide (HEU.ER et al., 1946).

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

El paràmetre experimental que descriu la dependència de la turbidesa

amb la X en una solució de macromolècules és el valor n obtingut del pen-

dent negatiu de la gràfica que enfronta el logaritme de 1'absorbencia amb

el logaritme de la X experimental. Aquest paràmetre depèn de l'increment

de l'índex de refracciô i del canvi d'aquest índex en funció de la X i

del tamany i forma de les macromolècules en solució.

CAMERINI-OTERO i DAY (1978) han obtingut una sèrie d'expressions re-

lacionades amb l'exponent n, vàlides per a molècules esfèriques, en vare-

ta isotròpica o en cabdell monoestadístic.

Aquestes expressions contenen les funcions d'interferència entre par-

tícules, Q(X), i llur relació amb l'exponent n, i les propietats refracti-

ves obtingudes per relacions matemàtiques del tipus Cauchy.

L'expressió que els autors finalment obtenen és:

d log
- d log A / d log X = n = k - 2 d ,og x

d log{(6n(X)/6c) } d log Q(\)

d logX ~~ d logX

on A és l'absorbància, X la longitut d'ona, no(X) l'índex de refracciô del

solvent, (Sn(X)/6c) l'increment de l'índex de refracciô a potencial quí-

mic constant dels components, i Ç(X) és un valor que depèn de les dimen-

sions de les molècules i que oscil·la entre O i l .
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L'expressió anterior pot simplificar-se de la manera següent:

ai =

Els valors cti i 0.2 s'obtenen de:

I t x 2 . 3 1 · 1 0 3 nm2
0.2

0.9922X2 + 2.2-10" nm2

4x2.2-10" nm2

0.925X2 -i- 2.2-10* nm2

i el valor de ß s'obté per sübstracció de k + ai + 0.2 el valor de l'expo-

nent n.

Aquest valor ß expressa la contribució del tamany i la forma de la

molècula que produeix l'espargiment de la llum.

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

que afecten l'exponent n.

Els elevats valors de ß, conseqüència d'un valor baix de n, impli-

quen una estructura força expandida.

nc X/n« a.2 4+ai +0.2

400

410

420

430

440

450

460

470

480

490

500

510

520

530

540

550

1,3432

1,3424

1,3416

1,3408

1,3400

1,3393

1,3387

1,3380

1,3375

1,3369

1,3364

1,3359

1,3355

1,3351

1,3347

1,3343

297,8

305,4

313,1

320,7

328,4

336,0

343,6

351,3

358,9

366,5

374,1

381,8

389,4

397,0

404,6

412,2

0,056

0,054

0,052

0,050

0,049

0,047

0,045

0,043

0,042

0,040

0,037

0,036

0,035

0,033

0,031

0,030

0,507

0,492

0,477

0,462

0 ,447

0,432

0,417

0,402

0,387

0,372

0,357

0,342

0,327

0,312

0,297

0,282

4,563

4,546

4,529

4,512

4,496

4,479

4 ,462

4 ,445

4 ,429

4,412

4,394

4,378

4 , 3 6 2

4 , 3 4 5

4,328

4,312

3,486

3,469

3,452

3,435

3,419

3,402

3,385

3,368

3,352

3,335

3,317

3,301

3,285

3,268

3,251

3,235

TAULA 30.- Constants de dispersió que afecten l'exponent n. El valor de l'índex

de refracció s'ha obtingut de n0(X) = 1.33^5(0.9922 + 2.31·10
3/X2) segons la X.
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3.1.3. COEFICIENT D'ABSORCIÓ ESPECIFICA

El coeficient d'absorció específica de la glicoproteina s'ha deter-

minat en tres mostres que desprès de desecades al buit en presència de

clorur càlcic fins assolir un pes constant, s'han solubilitzat en solució

amortidora PBS. Les concentracions de les mostres de partida eren 2.63,

2.17 i 1.48 mg/mL. Fent dilucions a 1/2 amb la mateixa solució amortidora

s'han obtingut 5 solucions de cada mostra de partida. De cada solució

s'han pres tres aliquotes i s'ha determinat 1*absorbencia a 280 nm, calcu-

lant el valor mig per a cadascuna de les 15 mostres a valorar.

La recta nue correlaciona l'absorbància amb la concentració (figura

53) fent que aquesta passi per l'origen és

y = 0.4234-x (r = 0.999)

on y es l'absorbància a 280 nm i x la concentració en mg/mL.

Els límits de confiança del pendent de la recta (fc) es calculen se-

gons

b ± £(n-2,ce)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 l'error estàndard de l'estimació del pendent,

que en aquest cas val 0.0027.

A 288 nm

1.5

8.5

a.S 1 1.5 Z 2.5 3

C <ma/n<L)

FIGURA 53.- Determinació de la relació absorbencia a 280 nm vs con-
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Calculant 1'absorbencia que correspon a una concentració de 10 mg/mL

i com el pas de llum de la cubeta és d'l cm, es te un valor del coeficient

d'absorbància igual a 0.4234 L-g-^cnr1. Airb uns límits de confiança del

99% es te una forquilla compresa entre 0.4315 i 0.4153.

Z. 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 regió de l'ultraviole ta pròxim (240-320 nm) i així poder determinar la

contribució dels tres cromofors dels aminoàcids aromàtics i la influència

del solvent sobre aquests cromofors.

L'espectre d'absorció degut a canvis d'estat electrònics d'un residu

aromàtic en aquesta regió hauria de correspondre a un pic estret produit

per una única transició. En realitat al estar la proteina dissolta en un

medi aquós, l'aigua, que és fortament polar, fa que les bandes de l'absor-

ció s'eixamplin, i això unit a la pertorbació produïda per les transicions

vibracionals i rotacionals, fan que els pics siguin mes amples i que,

d'aquesta manera, es produeixi un solapament dels pics.

Sempre i quan un pic segueixi una corba gaussiana, la intensitat de

la derivada n-sima és inversament proporcional a la potència n-sirra de

l'amplitut de la banda. Així, l'anàlisi per derivades afavoreix les bandes

estretes en detriment de les amples. Teòricament, a major ordre de deriva-

ció correspon una resolució mes gran, però també es produeix una disminu-

ció de la relació senyal/soroll de fons. La intensitat de les bandes en

la corba derivada és directament proporcional al tamany dels intervals di-

ferencials emprats, però el soroll de fons és independent, essent 2n vega-

des el nivell de soroll original. Així doncs, l'elecció de l'ordre de de-

rivació és un compromís entre aquests dos factors oposats (PADRÓS et al.,

1984).

Amb la quarta derivada, ultra la contribució individual dels cromo-

fors, poden esbrinar-se els efectes del solvent sobre les dues bandes

principals de vibració de la tirosina.
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Amb la segona, que ha estat l'emprada, pot obtenir-se la contribu-

ció de la fenilalanina i la relació entre el triptofan i la tirosina.

La determinació s'ha realitzat amb una mostra glicoproteinica dis-

solta en solució amortidora PBS, a concentració de 0.68 mg/mL.

L'espectre de la segona derivada s'ha obtingut amb un espectrefotò-

metre Hitachi 150-20, amb una amplitut d'escletxa de 1 nm, una velocitat

de registre de 50.0 nm/min i un interval de derivació de 2 nm.

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.

+0.003

t̂a

-0.003-

Oi
O

ió
8

FIGURA 51*.- Espectre de la segona derivada entre 250 í 300 nm d'una so-

lució en PBS de la glicoproteina a c = 0.68 mg/mL.
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Les valls i pics croirpressos entre 250 i 265 nm cal atribuir-los

únicament a la fenilalanina, mentre que, per sobre de 270 nm també es

troben les contribucions espectrals de la tirosina i el triptofan (BA-

LESTRIERI et al., 1978). En aquells casos en que la relació Trp/Tyr es

superior a 1, la diferència entre el pic a 295 nm i la vail a 290.5 nm

està relacionada amb el contingut en triptofan, però si la relació

Trp/Tyr es menor o igual que 1,»el valor numèric d'aquesta diferencia

està alterat, car la tirosina presenta una banda positiva entre el pic

a 295 nm i la vail a 290.5 nm.

La informació mes directa envers el contingut de tirosina i tripto-

fan, s'obté del valor de la segona derivada a 276 nm. A aquesta X, el

triptofan presenta un pic i la tirosina una vall, predominant a concen-

tracions iguals d'ambdós aminoàcids la vall de la tirosina. En l'espec-

tre obtingut s'observa la vall a 226 nm, de la qual cosa hom dedueix que

la relació Tyr/Trp £. 1 i, per tant, no pot valorar-se el triptofan per

la mesura directa de la diferència entre el pic a 295 nm i la vall a

290.5 nm.

SERVILLÛ et al.(1982) han obtingut la relació entre el contingut en

triptofan i tirosina, per una part, i les distàncies entre valls i pics,

per altre; en concret, esdetermina la relació a/b on a és la diferència

de valors entre 287 i 283 nm, i b la diferència entre 295 i 290.5 nm.

Aquesta relació equival a

a Ax + B

b Cx + 1

on x és la relació molar Tyr/Trp, i A, B i C uns paràmetres, que, pel mè-

tode dels mínims quadrats en relacions no lineals, basat en l'algoritme

de Marquardt, i en proves fetes en solució amortidora de fosfats 0.05 M

pH 6.5 en clorhidrat de guanidina 6M, són iguals a A s* 0.21±0.01, B =

0.66±0.1 i C = 0.080±0.05.

Amb les dades obtingudes de l'espectre es tenen unes diferències a =

9.63 i b = 7.26 (a/b = 1.33). Portant aquest valor a l'anterior equació

hom te un valor de x = 2.11, valor que, tinguent en compte que la solució

no desnaturalitzant emprada (PBS) forneix unes diferències mes marcades

que no pas un medi desnaturalitzant, com és ara amb el que s'han determi-

nat els paràmetres A, B i C, no és gaire diferent a l'obtingut amb la hi-

dròlisi alcalina (cf. apartat 1.2.3).
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3.1.5. VAEIACIO DE L'ESPECTRE D'ABSORCIÓ A L'ULTRAVIOLETA EN

FUNCIÓ DEL pH

La variació de l'espectre a 1'UV en funció del pH s'ha determinat a

partir d'una solució de glicoproteines en aigua: a concentració de 1.20

mg/mL. A un volum de 0.5 mL d'aquesta solució, s'han afegit 2.00 mL de la

solució amòrtidora corresponent (concentració final de la glicoproteina =

0.30 mg/niD. Com a blarac s'ha emprat un volum de 2.00 mL de la solució

amòrtidora corresponent al que hom afegeix 0.50 mL d'aigua bidéstil*lada.

Desprès de realitzar la lectura de l'absorbància entre 200 i 300 nm, s'ha

determinat el pH de la solució.

Les solucions amortidores emprades i el pH final assolit han estat

els següents:

- àcid clorhídric-clorur potàsic pH = 0.80

- àcid clorhídric-clorur potàsic pH = 1.88

- citrats pH = 5.29

- fosfats pH = 7.21

- Tris-HCl pH = 7.55

- borats pH = 8.89

- glicina pH = 9.94

En la figura 55 s'observa els diferents espectres obtinguts, així

com l'amplificació d'aquest espectre entre 250 i 300 nm. Es de destacar

la gràfica anormal que es produeix quan la glicoproteina es troba a pH

5.29. El capteniment notablement diferenciat, en comparació anb els al-

tres pH, pot deure's a la interacció solvent-solut, molt afavorida per

la forta polaritat del citrat. Determinat l'espectre a pH 5.05, però en

solució amòrtidora d'acetats, s'obté una gràfica semblant a la obtinguda

amb els altres pH.
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3,1.6. IONITZACIÓ DELS GRUPS FENOL·ICS

La ionització dels grups fenòlics (presents en la tirosina) és fà-

cilment determinable per mesura dels canvis d'absorció a 295 nm produits

per la conversió dels grups fenòlics no ionitzats a ions fenolat. La io-

nització de la tirosina es produeix quan el protó del grup -OH és extret

(pKa = 10.9). Les diferències espectrals poden, com ja s'ha dit, determi-

nar-se de forma molt sensible monitoritzant lfabsorbencia a 295 nm, on la

variació del coeficient d'absorció molar es igual a 2330.

Les solucions a determinar s'han obtingut adicionant a 0.50 mL d'una

solució de glicoproteina en aigua (c = 1.20 mg/mL), 2.00 mL de diferents

solucions amortidores de glicocola a diferents pH. La solució de referèn-

cia es composava de 2.00 mL de la solució 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,

l'absorbància sempre s'ha determinat als 60 s de realitzada la mescla,

car a aquests pH l'absorbància és temps-dependent (TANFORD et al., 1955).

La figura 56 mostra la variació de l'absorbància a 295 nm en funció

del pH. S'observa clarament una corba en dues fases: en la primera - fins

a un pH de 10.20- es valoren les tirosines que es troben en la part ex-

terna de la molècula i fàcilment accesible al medi solvent; en la segona

-a partir d'un pH de 11.75- es valoren les tirosines que es troben en

l'interior de la molècula.

En base a les diferències d'absorbencia, 0.030 en la primera fase,

i 0.045 en la segona, es pot afirmar que la relació de les tirosines en-

tre l'interior i l'exterior de la molècula és aproximadament de 1:1.5.
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FIGURA 56.- Variació de 1'absorbencia a 295 nm en funció del pH del medi
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3.2. ABSORCIÓ A L'ESPECTRE INFRAROIG

La glicoproteina dispersada en bromur potàsic proporciona, en un

espectrefotòmetre Perkin Elmer 1430, l'espectre infraroig de la figura

57.

Aquest espectre, molt més definit que l'obtingut amb la solució

aquosa de les glicoproteines específiques i no específiques (figura

19) es caracteritza per les següents bandes d'absorció:

- 3380 cm,"1 pròpia del grup -OH i que pot enmascarar la vibració tensio-

nal dels grups -NH- i NHa de les parts peptídiques i glucídiques de la

molècula.

- 2800 cm"1, que pot assignar-se al grup -CH- aromàtic.

- 1640 cm"1, vibració tensional del grup C=0, propi de l'estructura ami-

da I.

- 1250 i 1070 cm"1 apareixen unes bandes que poden deure's els enllaços

C-0 i C-O-H, característics dels derivats glucídics o be de l'amida

III.

- les dues bandes principals que resten, a 850 i a 530 cm~l, són de difí-

cil assignació.
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3.3. DISPERSIÓ ROTATORIA ÓPTICA (D.R.O.)

El poder rotatori òptic de la glicoproteina s'ha determinat en un

polarímetre Perkin-Elmer P-23, fent ús d'una escletxa variable de 3 a 1

nm, cubetes de 1 i 0.1 cm de pas de llum, i mantenint el sistema a una
temperatura constant de 20±0.5°C.

En l'interval de 600 a 300 nm s'empren solucions de glicoproteina en

PBS, compresses entre 2.0 i 3.5 mg/mL, i de 350 a 220 nm, l'interval em-

prat de concentracions fou de 0.1 a 1.0 mg/mL.

Tant les solucions amortidores com les glicoproteiniques havien es-

tat prèviament filtrades per filtres Durapore HVLP (Millipore) de 0.22 ym

de porus.

La rotació específica del residu mig corregida, [m'] , fou calculada

a partir de la rotació específica fent ús de

M =u -1 n2 + 2 100

on n és l'índex de refracciô del solvent a una determinada longitut d'ona,

que, determinat en un refractòmetre Hilger & Sons (Hilger, Londres) ha

proporcionat un valor de 1.3330 a 20 C i a A = 546 nm; M és el pes mole-

cular del residu mig, en aquest cas val 103.62, segons s'ha determinat en

l'anàlisi'd'aminoàcids descrit en l'apartat 1.2.2.

En la taula 31 s'indiquen els valors obtinguts de rotació específica

(a) i de rotació específica del residu mig corregida [m'3 . El màxim valor

s'obté a 235.4 nm, on [m1] = 9580cm2·dirol~1.

En la figura 58 hom representa l'espectre de D.R.O. de la glicopro-

teina de 300 a 220 nm. No s'han pogut fer lectures de longituts d'ona més

baixes per deficiències operatives en el sistema monocronador.

Anib els valors de D.R.O. s'han determinat, per altre part, l'equació

de Drude i les dues equacions de hbffitt-Yang, així com també s'ha realit-

zat la comparació de l'espectre obtingut amb els espectres calculats teò-

ricament segons els diferents percentatges de les conformacions ct-hèlix,

ß-fulla o cabdell monoestadístic (cf.Apartat ¿».3. Conformació de la molè-

cula).
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FIGURA 58.- Espectre D.R.O. de la glicoproteina amb a c t i v i

tat antigénica.

3.H. COMPORTAMENT CROMATOGRAFIC

Com a comportament cromatogràfic s'entén la variació o no dels pa-

ràmetres cronatogràfics en funció de lleugers canvis d'unes determina-

des variables, principalment pH, força iònica i viscositat. Es a dir, es

tracta de delimitar els valors d'aquestes variables dins de les quals la

glicoproteina manté una constància en els seus paràmetres cromatogràfics.

De les tres variables esmentades s'ha prescindit de la influència de

la viscositat, atès que és una variable que només afecta el comportament

cromatogràfic a valors molt alts envers la viscositat de l'eluient, i

això implicaria concentracions molt elevades i, en cromatogràfia de fil-

tració per gel, les isotermes de partició són lineals (els coeficients de

partició entre el gel i el líquid són independents de la concentració de

la mostra) fins a molt altes concentracions de solut (PORATH 1967). Així,

les variables a emprar han estat el pH i la força iònica.
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Pel que fa al pH s'ha emprat el valor del pH fisiològic (7.21) i

els dels extrems d'una forquilla de ±0.50, en tant que per a la força

iònica també s'ha partit del valor propi d'una solució fisiològica, com

es ara el de la solució amortidora PBS (I = 0.16) i d'aquest valor, fent

dilucions amb aigua destil·lada s'han obtingut valors mes baixos.

Les condicions experimentals de la determinació són les mateixes

que les descrites en l'apartat 2.1.2. DETERKENACIO DE LA MASA MOLECULAR

PER CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓ PER GEL.

El volum del llit cromatogràfic emprat (V̂ -) ha estat de 124 mL, el

volum buit (VQ), determinat amb Blue Dextran de 45 0.5 mL, i amb una so-

lució de tirosina s'ha obtingut un volum d'elució (122±1 mL) que ha serv

vit per a calcular el volum intern (V¿) emprant la relació:

Vi = ve - v0

i que ha resultat ésser de 77±1.5 mL.

El volum del gel en el llit cromatogràfic (V ) s'obté de:
A

Vx = Vt - V0 = 79+0.5 mL

Amb aquests valors i tinguent en compte que el volum d'elució (V )

de la glicoproteina ha estat de 90±1 mL, ja es poden calcular els prin-

cipals paràmetres que caracteritzen el comportament cromatogràfic de la

glicoproteina i que es mostren en la taula 32.

Volum d'elució relatiu (ve/vo> = 2.02±0.04

Constant de retenció (Vo/Ve) = 0.50±0.01

Coeficient de partició Kav (Ve - VQ)/VX = 0.58±0.03

Coeficient de partició KD (Ve - Vo)/V¿ = 0.60±0.03

TAULA 32.- Paràmetres cromatográfics de la glicoproteina en un

l l i t cromatogràfic de Sepharose AB-CL (Pharmacia).



Per a l'estudi del comportament cromatogràfic s'han emprat dues solu-

cions amortidores de fosfats, de pHs 6.71 i 7.21, a concentracions de 71

i 60 ïïM, respectivament, i una de Tris-HCl 180 mM a pH 7.72. El fet d'em-

prar la solució Tris-HCl rau en la circunstancia que el pH de 7.70 és

més proper al pK d'aquesta solució amortidora que no pas al pK de laa a
de fosfats (pKas 8.1 i 7.2, respectivament)(FREIFELDER 1982).

Els valors de pH i de força iònica s'han determinat directament en

els efluents. El pH es determina en un pH-metre digital CRISON i la força

iònica a partir de l'osmolaritat (determinada en un osmòmetre FISKE) se-

gons unes equacions determinades empíricament i que proporcionen la força

iònica a partir del pH i de l'osmolaritat. Les figures 59 i 60 mostren

aquestes relacions.

E
in
O

359

300

258

200
8.OS 0.1 8.15

Força iònica

0.2

FIGURA 53'~ Variació de la relació entre la força iónica i l'osmolaritat

segons diferents valors de pH assolits amb solució amortidora Tris-HCl.
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FIGURA 60.- Variació de la relació entre la força iónica (i) i l'osmolarî-

tat (imOsm) segons la variació de pH assolits amb solució amortidora de

fosfats.

Anib els valors Ve, VQ i V¿ obtinguts es calculen els valors de KD i

es grafiquen enfront de la força iònica, obtenint-se una corba per a cada

pH (figura 61).
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FIGURA 61.- Variació del coeficient de partició K~ en

funció de la força iónica i el pH. Els pHs emprats han

estat: 7.70 (D) ï 7.21 (A) i 6.71 ($)•

Hom observa que tan sols es produeix un petit descens del valor

de la KD a valors de força iònica inferiors a 0.02, límit ja indicat

en la major part de les obres especialitzades sobre cromatografia de

filtració per gel, car llavors predominen els efectes electrostatics

i s'indueixen potencials Dormán entre el gel i el líquid circulant

que afecten la separació.
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3.5. CARACTERISTIQUES HIDRODINAMIQUES : VISCOSITAT

La viscositat s'ha determinat amb un viscosímetre Cannon-Fenske

(modificació del d'ostwald) per a líquids transparents (Afora 5354/1

sèrie 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 traves del capilar a 25°C ha estât

de 400 s, amb la qual cosa no ha calgut realitzar cap correcció per ener-

gia cinètica. El volum idoni a emprar en les determinacions i calculat

segons la metodologia clàssica ha estat de 4.9 mL. El temps de caiguda

del solvent i de la solució s'han determinat en un cronòmetre que avalua

0.2 s.

El viscosîmetre 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 mes

de 1 s. Després de cada determinació el viscosîmetre es rentava amb aigua

destil·lada i acetona, assecant-lo amb aire.

Amb una solució de 3.69 mg/mL de glicoproteina en solució amortidora

PBS, filtrada per Durapore (Millipore) de tamany de porus de 0.45 ym, s'ha

determinat la viscositat de la solució (n), i la relació d'aquesta amb la

del solvent (río) forneix la viscositat relativa (nr). La viscositat espe-

cífica (n ) es igual a
sp

(n - no)/no = nr - 1

El volum hidrodinàmic efectiu es definit per la viscositat intrínse-

ca, [n] , o número límit de viscositat. En condicions ideals ü* infinita

dilució j la viscositat intrínseca expressa la fracció d'increment de vis-

cositat (nSp) per unitat de concentració del solut (c).

Però, les mesures realitzades a concentracions finites estan incre-

mentades per les interaccions degudes al solut:

on K' és l'anomenada constant d'Huggins.
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Generalment, la viscositat intrínseca és determinada per mesures

de les relacions nsp/<? en un marge de concentracions baixes i extrapo-

lant a concentració cero.

Un mètode alternatiu, que ha estat l'emprat, es l'anomenat del punt

unia (BRADBURY 1970) que obté la viscositat intrínseca a partir de

l'equació:

[n] = |2(n -lnnr)
1/2/C|

Aquest mètode te l'avantatge, ultra l'ús d'un sol valor de viscosi-

tat reduïda, de permetre el càlcul de la viscositat intrínseca de macro-

molècules carregades en solucions aquoses, la qual cosa no és possible

per l'extrapolació convencional, car els canvis associats en la concentra-

ció dels contraions de la proteina alteren la força iònica efectiva, amb

un canvi concomitant en les dimensions moleculars.

En la taula 33 es mostren els resultats obtinguts.

Viscositat de la solució

Viscositat del solvent

Viscositat relativa

Viscositat específica

Viscositat reduida

Viscositat intrínseca

Constant d'Huggins

(n)
(n0)
(nr>
(nsp)
(nrecp
([n])
U')

= 1.082-10-3

= 1.019 -IÓ"3

= 1.062

= 0.062

= 16.467 mL/g

= 16.467 mL/g

= 0.335

Pa- s

Pa-s

TAULA 33.- Valors dels diferents paráraetres de la viscositat i de la

constant d'Huggins d'una solució de glicoproteina a c = 3.69 mg/mL i

T = 25°C.

No s'ha determinat el valor del pes molecular viscos (My) car els pa-

ràmetres a i K de l'equació de Mark-Houwink (My = K-M3) no estan definits

per a glicoproteines amb un contingut glucídic tan elevat com el de la

glicoproteina a estudi.
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Els valors de [n] i K' obtinguts, indiquen que la molècula es troba,

en part, en conformació de cabdell monoestadístic.

Els valors de [n] per a proteïnes globulars en forma nativa oscil·len

entre 3.3 i 4.0 ml/g, mentre que per a'conformacions més expandides, com

és ara la de cabdell monoestadístic, són molt més elevats, i així es te

un valor de 51.6 mL/g per a l'albúmina sérica bovina desnaturalitzada

amb clorhidrat de guanidiha 6 M i mercaptoetanol, o de 16.1 mL/g per a

la ribonucleasa en el mateix solvent (AHMAD I SALAHUDDIN, 1974). La gli-

coforina presenta valors de 18 mL/g si el solvent és aigua o de 29 si ho

es una solució 0.5 M de NaCl (WELSH i THOM, 1985).

Pel que fa a la constant d'Huggins, que està relacionada amb la in-

teracció de les molècules del solut, no hi ha cap tractament teòric adient

encara que està establert que en el cas d'esferes rígides no solvatades,

el valor de K' és aproximadament de 2.0, i en el cas de cabdells monoes-

tadístics lineals en els solvents escaients, la constant oscil·la al vol-

tant de 0.35. Per la seva part, les varetes rígides presenten un valor

de 0.4 que pot arribar fins a 10 si aquesten es troben associades.

En conseqüència, el valor obtingut (0.335) podria indicar la perta-

nença de la molècula en solució a una estructura en cabdell monoestadístic.

3.6. PUNT ISOELECTRIC

El punt isoelèctric de la molècula s'ha determinat de forma potencio-

mètrica segons el càlcul de les variacions de pH que experimenta una solu-

ció aquosa de la glicoproteina quan s'hi adiciona ions H o OH~.

TANFORD (1955), a partir de les relacions entre el grau d'associació

i la constant de dissociació, i entre aquesta darrera i 1'entalpia lliure

de dissociació (AG°) obtingué l'equació següent:

pH - log (a/1 - a) = pKjnt - 0.868WZ

on a es el grau de dissociació, Z la càrrega total, pK¿nt el logaritme ne-

gatiu de la constant intrínseca de dissociació del grup proteic valorat,

i W un valor que depèn de la temperatura, força iònica i forma de la molè-

cula.
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Ates que el punt isoelèctric es dóna a un valor de pH en el qual

la molècula no te càrrega elèctrica, la qual cosa correspon a un valor

nul de Z, la determinació d'aquest paràmetre Z és el que indicarà el

valor del pH del punt isoelèctric.

Aquests valors de Z s'han obtingut amb l'ajut d'un programa d'or-

denador en llenguatge BASIC que proporciona a partir del volum, d'àcid o

base adicionat, volum i concentració inicial de la mostra, i valors del

pH de la solució i del blanc, el valor de la càrrega Z, a més d'altres

paràmetres potenciomètrics no enprats en aquest cas.

La determinació s'ha realitzat a temperatura ambient (̂ 22°C) amb un

conjunt Kadiometer (Dinamarca) que consta d'una bureta automàtica (Auto-

burette ABU 12), un pH-metre (pH M62 Standard) provist d'una unitat TTT

60 i un mòdul de registre REA 160.

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

de normalitat confrontada.

La glicoproteina, a concentració de 0.27 mg/mL, s'ha valorat dissol-

ta en aigua bidestil·lada de força iònica I = 0.15 assolida amb NaCl.

Les corbes de valoració es dividiren en dues zones, una àcida 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 realitzà un

assaig paral·lel amb la solució de NaCl de I = 0.15, amb la finalitat

d'obtenir, per diferència de la concentració de H* (o OH") entre la solu-

ció blanc i la que conté la glicoproteina, els H4" fixats o alliberats per

la molècula per a cada valor de pH.

En la figura 62 es mostra la corba obtinguda per adició de sosa

0.01 N a una solució de glicoproteina prèviament acidificada amb HC1 0.01

N fins a un pH de 2.95. El procés invers, valoració amb HC1 0.01 N d'una

solució alcalinitzada fins a un pH de 9.80 dóna una corba superposable,

la qual cosa indica que en aquest interval de pHs, la glicoproteina pre-

senta la condició de reversibilitat, o sigui que la reacció és indepen-

dent del temps i de la direcció en que es porti a terme la valoració.
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En la figura 63 es mostra la corba obtinguda a l'enfrontar la càr-

rega neta (Z) al pH. Al no haver-hi una lineal itat en la zona de pH cor-

responent a càrrega O, s'ha valorat una nova alíquota de la solució de

glicoproteina, entre els pHs 6.50 i 7.10, emprant en aquest cas reactius

mes diluïts (0.001 N) -gráfica en la part dreta superior de la figura-.

A pH 6.90 s'obtê un valor de Z igual a + 0.10 (Z = + 1.21 a pH 6.89 i Z

= - 0.16 a pH 6.91), per la qual cosa el punt isoelèctric ha de correspon-

dre a un valor de pH de 6.90 ± 0.01.

3.7. PUNT ISOIÒNIC

Per a una proteïna determinada el pH corresponent al punt isoelèctric

varia segons la composició iònica del medi, atès que les protéines poden

unir-se a certs cations o anions. Quan una disolució de proteïna es dia-

litza a fons enfront d'aigua destil·lada per tal d'eliminar tots els ions

petits diferents dels H+ i OH~, el pH de la disolució resultant és propi

del punt -Lsoiònic, paràmetre constant per una proteïna determinada, i que

implica l'existència de la mateixa concentració en totes les espècies iò-

niques .

La valoració potencionètrica també pot donar el valor del pH isoiò-

nic si es fa la determinació a vàries forces iòniques puix el punt d'in-

tersecció de les corbes correspon a un valor de pH que defineix el punt

isoiònic. Així, s'han emprat solucions de glicoproteina a la mateixa con-

centració però emprant com a solvents solucions de forces iòniques iguals

a 0.01, 0.03 i 0.15, assolides amb NaCl.

Amb els valors de Z que s'obtenen s'observa que la intersecció 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 isoiònic.
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3.8. VOLUM"ESPECÍFIC PARCIAL

El volum que ocupa una solució proteica (V), reduint les compo-

nents del sistema (proteina, aigua, sals, ...) a un sistema binari

(solvent i solut), pot expressar-se, a pressió i temperatura constants,

per:

V = NiVi + N2V2

on Vi i V2 son els volums parcials molars del solvent i del solut, i NI

i N2, els mols respectius.

El volum de la solució serà, doncs, funció dels mols del solut:

V = f(N2)

Aquesta funció generalment no és lineal, car els volums molars del

solvent i del solut no són igual als valors de les fases pures d'aquestes

substàncies.

Per tal de simplificar es considera el volum molar del solvent en

solució com a coincident amb el del solvent en fase pura, quedant ara

l'equació:

V = NiV°i + N2$

on V? es el volum del solvent en la fase pura, i $ es el volum aparent

molar del solut, essent:

$ = (V - NiVÏ)/N2

La relació entre el volum parcial (V2) i l'aparent ($) del solut es:

9N

A valors de solucions molt diluïdes, el volum aparent es aproximada

ment igual al volum parcial.

El volum específic parcial de la glicoproteina s'ha determinat per

dues vies:

a) experimentalment, calculant la densitat per picnometria

b) teòricament, segons el contingut en aminoàcids i sucres.
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a) picnometria

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

mòmetre.

La solució de glicoproteina de partida (c = 1.06 mg/mL) s'havia dia-

litzat durant 36 hores enfront de la solució amortidora, PBS, emprada

com a solvent.

Les solucions determinades estaven a 24 ± 0.2°C.

Desprès de determinar la densitat de la solució glicoproteïnica i

del solvent tot sol, es determina el volum específic aparent (<(>) per la

fórmula:
/

P - P,
j: -- [1 _

P

S

on p i p son les densitats de la solució i del solvent, i c la concen-

tració de la glicoproteina. Si aquests valors s'expressen en g/mL, el vo

lum específic aparent s 'expresará en mL/g.

Ultra el valor obtingut -amb la solució anterior, es determina la

densitat de tres solucions obtingudes per dilució a la meitat de la solu

ció anterior. Amb els valors obtinguts es fa una extrapolació a concen-

tració O, que proporciona el valor del volum específic parcial, que per

a la glicoproteina ha estat de 0.656 (valor mig de 3 determinacions).

b) determinació teòrica

COHN i EDSALL (194 3) determinaren els volums específics aparents

dels aminoàcids, a partir dels càlculs dels grups químics que els formen

i, aplicant el principi de l'aditivitat, feren la determinació del volum

específic aparent de les protéines ($2) emprant l'equació:

on $¿ és el volum específic aparent del residu d'aminoàcid í w¿ el percen-

tatge, en pes, de cadascun dels aminoàcids.

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

ça acurats.



196

En aquest cas el volum específic de la glicoproteina ($1) serà la

suma del de la part proteica ($2) i del de la glucídica ($3).

$1 = $2 + $3

En la taula 34 s'indiquen els valors dels volums específics aparents

i molars dels residus d'aminoàcids calculats a 25 C per ZAMYATNIN (1984),

així com les fraccions molars de la part proteica de la glicoproteina an-

tigènica.

Pel que fa als glúcids s'han emprat els valors indicats per BEZKORO-

VAINY i DOHERTY (1962): 0.62 per als sucres neutres i hexosamines i 0.59

per a l'àcid siàlic.

• Segons els càlculs realitzats, la part peptídica te un volum especí-

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

Tinguent en compte que la molècula està formada per un 58.95% de glú-

cids i un 41.05% de proteina, el volum específic parcial de la molècula

és de -0.659.

Residu d 'aminoàcid

Cisteïna

Metionina

Triptòfan

Aspartic

Tirosina

Fenilalanina

Isoleucina

Histidina

Arginina

Valina

Prolina

Leucina

Alanina

Lisina

Treonina

Glutámic

Glicocola

Serina

f

0,00000

0,01157

0,01204

0,01297

0,01606

0,01763

0,04030

0,04806

0,05495

0,05890

0,05924

0,05949

0 ,06646

0,07911

0,09571

0,10283

0,10696

0,12817

(cm /mol)

65,0
96,9

135,5
67,5

114,7
112,8

99,1
90,4

118,9
82,4
72,6
99,1
52,0

100,1
68,4
81,5
34,8
51,9

(cm3/g)

0,630
0,739
0,728
0,595
0,703
0,766
0,876
0,659
0,756
0,831
0,748
0,876
0,732
0,775
0,676
0,636

. 0,610
0,596

TAULA 3̂ .~ Valors de la fracció molar (f), de! volum específic

aparent molar (f) i per gram (•$) dels residus aminoacfdics a
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3.9. INCREMENT DE L'ÍNDEX DE REFRACCIO

L'incrément de l'index de refracciô produit per la glicoproteina

envers el solvent es un paràmetre necessari per al càlcul de la rela-

ció de Rayleigh en la determinació de la nasa molecular per espargiment

de la llum'.1

En aquest cas s'ha determinat l'increment de l'índex de refracciô

de la glicoproteina dissolta en solució amortidora PBS. La determinació

s'ha realitzat en un interferômetre Carl Zeiss 25288, però, prèviament

ha calgut realitzar una taula interferomètrica que relacioni les unitats

que proporcioni 1'interferômetre amb els increments d'índex de refracciô.

Aquesta taula ha d'ésser vàlida per a qualsevol determinació realitzada

amb cubetes de diferent longitut de pas de llum.

La taula s'ha construit a partir d'una sèrie de 12 solucions de clo-

rur sòdic en aigua bides til «lada que comprenen concentracions des de

6.7416 g/100 mL fins a 0.0944 g/100 mL, determinant-se l'índex de refrac-

ciô en un refractòmetre Pulfrich -que proporciona uns valors amb 5 xifres

decimals- i a continuació observant llur equivalència en les unitats ar-

bitràries que proporcionava 1'interferômetre. Ambdues determinacions

s'han realitzat a 25 ± 0.2°C.

L'increment de l'índex de refracciô (an) s'han obtingut-.segons la

fórmula :

An = hxA/Z.

on h és el paràmetre que relaciona les unitats arbitràries que forneix

1'interferômetre amb els increments dels índexs de refracciô, X és la

longitut d'ona emprada (546.1 nm en aquest cas) i Z la longitut de pas

de llum de la cubeta.

La comprobació de la validesa de la taula s'ha fet anb una sèrie de

solucions d'albúmina sérica bovina en solució amortidora PBS.

L'increment de l'índex de refracciô obtingut amb l'albúmina ha estat

de 0.1850 mL/g, valor que coincideix anb l'indicat en la bibliografia

(HUGLIN 1972) la qual cosa assegura la Habilitât dels resultats que s'ob-

tinguin.
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L'increment de l'índex de refraccio de la glicoproteina en solució

amortidora PBS s'ha determinat amb 6 dilucions que comprenen des d'una

concentració de 5.46 mg/mL fins a 0.23 mg/mL.

La figura 64 mostra els valors obtinguts en la gràfica ¿n vs con-

centració (mg/mL). L'extrapolació a concentració O forneix un valor de

18.79-IÓ-5 mL/mg (= 0.1879 mL/g).

2.2

2.1

o 1.9
o

1.8

1.7

1.6
3 4
c (mg/mL)

FIGURA 64.- Gràfica de l"increment de l'índex de refracció vs concentra-

ció de la glicoproteina a diferents concentracions.
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3.10. SOLUBILITAT

La solubilitat de la glicoproteina en diverses substàncies solvents

es mostra a la taula 35.

L'alt contingut en glûcids de la molècula li proporciona unes pro-

pietats que la distingeixen d'algunes de les característiques classiques

de les protéines, corn es ara el fet que no precipiti per l'acció de l'à-

cid tricloracètic o per les solucions saturades de sulfat amonic.

El precipitat mes quanties es produeix amb l'àcid fosfotúngstic.

L'etanol, per a produir una turbidesa que comporti una posterior preci-

pitació, ha d'estar a una concentració final superior al 60% (v/v), essent

la del 66% la més òptima per a produir el precipitat. Amb tot, cal, per

una part, la presència de sals en la solució, clorur sòdic o acetat pota-

sio, i, per altre, que la mescla romangui un temps, no inferior a 24 h,

a temperatura per desota dels - 20° C.

Ebullició amb aigua bidestil-lada N.P.

urea 8 M N.P.

àcid perclóric al 10% N.P.

àcid perclóric al 30% N.P.

àcid tricloracètic al 10% N.P.

àcid 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 bàric, 20 mM, pH 5,8 N.P.

acetat baric, 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 amônic al 40% N.P.

sulfat amònic a saturació N.P.

àcid fosfotúngstic al 5% en HC1 2 N P

àcid sulfosalicílic N.P.

alum, KA1(S04)2-12H20 N.P.

TAULA 35.~ Probes de s o l u b i l i t a t realitzades amb la glicoproteina antigé-

nica. En tots els casos per cada volum de la substància química a assaig

s'adicionaren 2 de la solució glicoproteinica a c = 1 mg/mL.

N.P. = Sense precipitació; P = precipitació; T = turbidesa.
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,CARACTERISTIQUES ESTRUCTURALS

4.1. RADI DE GIR

Segons els valors obtinguts en l'apartat 2.1.1. a l'enfrontar

K-c/R a 50-c + sin (9/2) el pendent dels valors extrapoláis a concen-

tració O te un valor de 1.4079-10~5 mol/g, i aquest pendent és igual a:

16TT2 <52>

*2' MW

i, per tant, emprant com a valor de M^ l'obtingut per espargiment de la

llum, 53500 g/mol, i 546 nm el valor de X, el radi de gir serà:

3X2

<s2> = 1.4070-10-5 •VL· = 1422 nm2 = 37.70 nm
16TT2

4.2. CONFORMACIÓ DE LA MOLÈCULA

Amb els valors obtinguts a l'apartat 3.3.DISPERSIÓ ROTATÒRIA ÒPTICA

s'han calculat una sèrie de paràmetres relacionats amb la conformació de

la molècula i que proporcionen uns valors aproximats del contingut en

a-hèlix, (3-fulla i cabdell monoestadístic (random coil).

L'evaluació de l'estructura a partir d'aquestes dades es pot desglos-

sar en dos grups, segons el margen de longituts d'ona emprat en la deter-

minació:

a) visible i ultravioleta pròxim (de 600 a 240 nm)

b) ultravioleta (de 250 a 220 nm)

a) Dades obtingudes en l'espectre visible i ultravioleta pròxim

a.1) Equació de Drude

L'equació de Drude d'un sol terme te la següent expressió:

[m']x = KU
2 - X2)

on K i AC són constants que es determinen gràficament mitjançant la li-

nealització de YANG i DOTY (1957):
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[m']-A2 K

i enfrontant [m'lx"A
2 a [p'Jx s'obté A

2 pel pendent de la recta i K es

la interceptació en ordenades.

A partir d'una mostra a concentració de 2.05 mg/mL de glicoproteina,

i determinant la dispersió rotatòria òptica de 600 a 350 nm, s 'obté la

figura 65, els valors de la qual impliquen una constant de dispersió, x ,

igual a 277.70.

Aquesta constant, si be representa les transicions de les estructu-

res a-hèlix, ß-fulla i cabdell monoestadí stic , no proporciona gaire in-

formació atès que la seva disminució tan pot atribuir-se a una disminució

de la fracció a-hèlix (YANG i DOTY, 1957) , com el seu augment a la desna-

turalitzacio de l'estructura proteica (JIRGENSONS, 1961). A mes, quan el

percentatge de conformació en ß -f ulla es apreciable, la constant no es

vàlida.

1 2000

10800

9600

8400

7200

6000

4800

3600

2400

1200

20 30 50

[m'L

60 70 80 90

FIGURA 65.- Gràfica obtinguda per a la determinació de la constant de

Drude, A .
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a.2) Equació de Moffitt

L'equació de MOFFm i YANG (1956) proporciona les constants a o i

¿o a partir de la relació

A2 - \l A§
[m'Jx. —-5 = a0 + bo — —

A0 A - A„

Amb els mateixos valors que els emprats per l'equació de Drude s'han

obtingut els valors a o i ¿o» però prèviament ha calgut determinar el valor

de Xo que doni una linealitat més gran. Els valors provats i la correlació

obtinguda han estat els següents:

AO =212 r = 0.9040

Ao =214 r = 0.8992

Ao =216 r = 0.8902

Així, el valor emprat de A o ha estat de 212 nm. Amb aquest valor

s'han obtingut les constants

a0 = 7.U737

bo = - 186.279

Aquest valor de £>0 implica un 30% d'estructura en a-hèlix, ja que un

100% d'aquesta estructura correspon a un valor de -630 per a l'esmentada

constant.

a.S) Equació de Moffitt modificada

L'anterior equació de Moffitt només proporciona informació, per mit-

jà del paràmetre £0j del contingut en a-hèlix.

Per avaluar l'estructura en les altres conformacions es te l'equació

de Moffitt modificada que proporciona la fracció en a-hèlix i en 0-fulla

a partir de les següents equacions (IMAHORI 1960):
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ao - a0
R + (b0 -

», R .u / R\ í, ß/ ß-DO + \.ao - ao / 'DO /ao

y U

on a o i bo són els valors ja determinats prèviament, a o i fco són les
ß ßcontribucions dels aminoàcids a l'estructura a-hèlix; ao i bo , les con-

• R Rtribucions a l'estructura 3-fulla i ao i bo , les contribucions a l'es-

tructura dels residus dels aminoàcids. Els valors d'aquestes contribucions

en funció de la X emprada s'indiquen a la taula 36.

aH = 680 (de 600 a 400 nm)

aH = 560 (de 310 a 240 nm)o

ae » 840 (de 600 a 240 nm)
o

aR » -620 (de 600 a 400 nm)

aR = -710 (de 310 a 240 nm)

bH = -630 (de 600 a 400 nm)

bH « -430 (de 310 a 240 nm)

bß = 420 (de 600 a 400 nm)

$ = O ( 400 nm)

bR = O (de 600 a 400 nm)

bR = 70 (de 310 a 240 nm)

TAUL^ 36.- Valors dels paràmetres 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 alíquota de

glicoproteina a concentració de 1.34 mg/mL fent ús 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 contribució de l'estructura ß-fulla (ao )•

Aquest valor de 840 no ha estat obtingut de forma experimental a

partir d'una estructura 100% 3-fulla, sinó per extrapolació, i per això,

els resultats d'estructura són purament semiquantitatius, no havent-hi

proves de la seva aplicació general (WADA et al., 1961).

Els resultats obtinguts han estat:

XH = 0.287

Xß = 0.457

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

Amb les dades obtingudes a aquestes A s'obté una informació més fide-

digna sobre l'estructura de la molècula. La informació pot ésser donada

per:

a~ valors puntuals de l'espectre

b) tot el marge de longituts d'ona emprat

b.2.) Valors puntuals de l'espectre

En aquest cas es pot emprar o be la relació dels valors de [m'] a

- (215/231.4)nm, que quan és > 1 és característic d'una estructura majori-

tàriament en cc-hèlix (HVIDT et al., 1985), o be pot fer-se us de les mag-

nituts de (m'3 en les valls i en els cims, i la localització dels mateixos

(taula 37).

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

els valors de la rotació òptica per desota de 220 nm.

b.2.) Valors de tot el marge de \ emprat

El procediment generalment adoptat es fonamenta en ajustar l'espec-

tre obtingut per combinació lineal de les proporcions complementàries de

cadascuna de les tres conformacions majoritàries de forma que:
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on f , f0 i fD son les fraccions dels residus en les conformacions a-hè-cx p R
lix, ß-f ulla i cabdell monoestadístic, respectivament, de manera que

f + f_ + f_ = 1, i [m*] , [p'lo i O11'! R son les rotacions específiques
del residu mig per a cada conformació.

A

(nm)

190,0

195,0

196,2

197,5

200,0

205,0

210,0

215,0

220,0

225,0

230,0

235,0

240,0

245,0

250,0

H

8040

57125

65000

70256

69122

49800

26593

18236

8526

- 4912

- 13661

- 13346

- 9638

- 6365

- 4256

(m1)

B
- 15740

4882

10000

14480

22978

29103

21456

11157

862

- 5283

- 6254

- 5739

- 4443

- 3465

- 2688

R

16390

2997

- 2500

- 7675

- 15801

- 21929

- 17295

- 10361

- 5462

- 2915

- 2261

- 2432

- 2346

- 2212

- 2036

TAULA 37.- Valors de les rotacions específiques del residu mig des

de 250 fins a 190 nm calculats per a la poli-L-1ísina en condicions

que presenta el 100% d'estructura a-hèlÏx (H), el 100% d'estructura

ß-fulla (3) o el 100% d'estructura de cabdell monoestadístic (R);

GREENFIELD et al.(1967).
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Principalment són dues les temptatives que s'han adoptat per a re-

soldre l'anterior combinació lineal. La primera és l'observació directa

de l'espectre de dispersió rotatòria òptica d'homopolipèptids, com es

ara la poli-L-lisina, en els tres estats conformacionals majoritaris

(GREENFIELD et al., 1967)(taula 37); la segona (CHEN et al., 1974) és

l'anàlisi per regressió dels espectres de dicroïsme circular de protéi-

nes de les que es coneix exactament llur estructura per ratjos X (taula
38).

A

(nm)

197

200

203

206

209

212

215

218

221

224

227

230

233

236

239

242

245

248

251

H

64100

76400

69900

56500

37300

27800

22300

15800

9620

2080

- 5320

- 11600

- 13800

- 13500

- 11700

- 9340

- 7300

- 5650

- 4390

(m1)

B

- 2960

15100

12200

7600

4520

3710
- 23H

- 4380

- 8560

- 9580

- 8660

- 5020

- 1900

- 1090

- 940

- 690

- 330

- 350

- 470

R

- 5130

- 21600

- 20900

- 18500

- 13000

- 11800

- 9520

- 6220

- 3630

- 2280

- 1320

- 1360
- 1740

- mío
- 670

- 950

- 1230

- 1340

- 1390

TAULA 38.- Valors de les rotacions específiques del residu mig

[m'J, calculats a partir de les protéines de les que es coneix

perfectament l l u r conformació (CHEN et al. 197*0-
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El tractament de l'espectre de la glicoproteina antigènica s'ha

fet segons les dades de CHEN et al.(1974) amb la següent formula:

[m'] = {[m']a-A -f [m']ß-B}-C + [m']R-D

on A, B, C i D varien de manera que A + B = l , i C + D= 100, i, a mes,

A-C = % df ct-hèlix, B-C = % de 8-fulla i D = % de cabdell monoestadis-

tic.

Amb l'ajut d'un programa creat per tal motiu i apropiat per a un or-

denador Tektronix, es poden generar, per una proporció constant de cabdell

monoestadístic, una sèrie de corbes tot fent variar els percentatges

d' a-hèlix i S-fulla. Aquestes corbes es comparen amb l'obtinguda, 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 i

la comparació amb la corba de la glicoproteina. Tal com s'observa, hi ha

una gran diferencia entre les magnituts dels valors de dispersió rotatò-

ria de la glicoproteina i els emprats per a la comparació, fet ben expli-

cable per la influència dels glúcids presents i que minven el valor nega-

tiu de la part peptídica. JIRGENSONS (1969) ja palesà la diferència de

les propietats de la dispersió rotatòria òptica quan el contingut glucí-

dic de la molècula era superior al 3-4%.

Ampliant l'espectre de la glicoproteina és mes fàcil realitzar la

comparació. Així, una corba generada amb un 50% de cabdell monoestadís-

tic, un 30% d' a-hèlix i un 20% de ß-fulla (figura 73) segueix, amb molt

bona aproximació, l'espectre ampliat de la glicoproteina.
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4.3. -POLARITAT I ÜIDROFOBICITAT DE LA MOLÉCULA

La composició en aminoàcids representa una font de dades fàcilment

assequible. Conseqüentment, s'han realitzat nombroses temptatives per a

computar les composicions mitges en aminoàcids, amb l'esperança que

aquestes mitges estiguin correlacionades amb algunes propietats generals

de les proteïnes.

- Polaritat

La quantificaciô de la polaritat de la cadena polipeptídica és una

informació que proporciona la composició en aminoàcids de la proteina.

Així, segons les cadenes laterals dels aminoàcids estiguin carregades o

no, alguns aminoàcids seran polars o no polars. Altres aminoàcids no te-

nen una càrrega definida, dependent aquesta de les condicions de pH i

força iònica en les que es trobin.

CAPALDI i VANDERKOOI (1972), a partir de les característiques d'una

sèrie de protéines (protéines de membrana i protéines solubles) de les

que es coneixia llur seqüència, determinaren 1f índex de polaritat (I.P.)

expressat per:

I.P. = (Z/j-n^-lOO

on /- es la fracció molar de cada aminoàcid i n- el valor corresponent a

cada residu segons l'assignació següent:

- aminoàcids polars (Asp, Asn, Glu, Gin, Lys i Arg) n - l

- aminoàcids intermitjos (Ser, Thr, Tyr, His i Gly) n - 0.5

- aminoàcids no polars (Ala, Val, Leu, Ile, Cys, Met, Pro, Phe i Trp)

n = 0.

Aquest índex, pel que fa a la cadena polipeptídica de la glicoprotei-

na, te un valor de 44.73, valor que, segons la classificació 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 valoració ha estat la comparació de la solubili-

tat dels aminoàcids en aigua (solvent típicament polar) i en etanol (mo-

del de solvent no polar, encara que amb capacitat de dissoldre els ami-

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

Com el mateix estat cristal·lí de referència existeix en ambdues me-

sures, l·es ental·pies l·liures de disolució poden combinar-se per obtenir

la variació d 'entalpia lliure (AG) en la transferència d'un mol de resi-

du de I1 etanol a l'aigua a concentració constant, prenguent com a estàn-

dard (valor 0) el de la glicina, i d'aquesta manera la diferència entre

els valors de 1' entalpia lliure d'un aminoàcid qualsevol i el de la gli-

cina representaria la contribució de la cadena lateral

Els valors de AG-̂  són una manifestació de les forces hidrofòbiques

i d'aquí pot definir-se una escala d'hidrofobicitat mitja, H, , igual a:

Els valors de H, per a 150 protéines i peptids examinats estaven

compresses entre 0.44 i 2.02 Kcal/mol. D'aquesta manera, fent us dels

valors de AG-.- (CANTOR i SCHIMMEL, 1980) s'ha obtingut un valor de H
*1.345 per a la part peptídica de la glicoproteina antigènica.

Atès que l'elecció de 1'etanol com a solvent no polar de referència

és molt arbitrària, 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 V escala de consens d'EISENBERG * expressa-

da en forma, nornalitzada, s'obté un valor de -0.107 per a la cadena poli-

peptídica de la glicoproteina, reprèsentatnt aital xifra un lleuger pre-

domini de la part hidrofílica de la molècula.

Altres escales mes.senzilles s'han construit simplement per compara-

ció de la relació de les freqüències (f) d'uns determinats aminoàcids.
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Així, V escala Ä- es construeix segons la relació:

RZ = Zf(k)/Zf(j)

on com aminoàcids hidrofílics (k) es prenen els següents: Arg, Lys, His,

Gly, Glu, Asp i Asn, i com a hidrofobias (j): Ile, Tyr, Phe, Leu, Val i
Met.

Fent ús d'aquesta escala s'ha obtingut un valor de 1.985.

La combinació d'aquesta escala amb la d'hidrofobicitat mitja forneix

I1'escala Z, dita de funció discriminant (BARRANTES, 1975):

Z = -0.345/?, + 0.60H.
«5 <p

Z - -0.345(1.985) + 0.60(1.345)

Z = 0.122

Amb una sèrie de mes de 200 protéines, s'han calculat els valors de Z,

deduint-se que el valor mig de 2 per a protéines de membrana, internes i

externes, es de 0.52 ± 0.11 i 0.12 ± 0.16, respectivament. Per a protéi-

nes no membranars el valor mig de Z es de 0.16 ± 0.17.

L'anàlisi estadístic dels resultats ha demostrat que la classifica-

ció d'una proteina segons l'esmentat valor de Z només falla en un 8% dels
casos.

En la taula 40 s'agrupen tots els valors obtinguts comparant-los amb

els valors mitjos establerts per a protéines de diferent origen.

Tipus de proteïna

de membrana
- Interna
- externa

no membranar

glicoprotelna antigènica

Ï. P.

<40

44,73

H0

1,197+0,097

0,986+0,075

0.996Í0.098

1,345

R3

0,59ÍO,18

1,37+0,35

1,26ÍO,42

1,985

Z

0.52+0,11

0,12+0,16

0,16+0,17

0,122

TAULA kO.- Valors de p o l a r i t a t i hidrofobicitat de la part pol¡peptídica

de la glicoproteina antigénica. L'índex de polaritat (I.P.), l'escala E
o

i la funció d i s c r i m i n a n t Z, són paràmetres adimensionals, mentre que la

hidrofobicitat mitja, H., ve expressada en Kcal/mol.
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4.4. ACCIÓ DELS AGENTS PERTURBANTS

L'espectre d'absorció d'un cromòfor és determinat principalment per

l'estructura química de la molècula, però, a mes, l'espectre es sensible

al solvent. Aquesta sensibilitat pot manifestar-se per canvis en la in-

tensitat, en la forma de la banda d'absorció, i de la longitut d'ona on

es produeix aital absorció. Els canvis en el solvent tenen grans efectes

sobre les diferències energètiques entre els estats electrònics.

L'efecte del pH sobre l'espectre d'absorció ja ha estat determinat

en els apartats 3.1.5. i 3.1.6., per la qual cosa l'efecte del solvent es

limitarà als efectes de la polaritat.

S'ha emprat el mètode de la pertorbada per solvent que es fonamen-

ta en introduir solvents no polars -que no produeixen canvis conformacic-

nals- i per espectroscopia diferencial determinar el desplaçament de la

longitut d'ona on es presenta el màxim i la variació en el valor d'aquest.

Els perturbants emprats han estat solucions aquoses al 20% (v/v o

p/p, segons s'escaigui) de dioxà, polietilenglicol 2000 i urea.

En realitat les solucions emprades han estat del 40% i s'ha fet una

mescla volum-volum amb la solució de glicoproteina, amb la qual cosa la

concentració final era del 20%.

Les determinacions s'han realitzat als 30 min de realitzada la mes-

cla. 'Amb les solucions d'urea, ultra la determinació a aquest temps, tam-

bé s'han realitzat dues altres, una inmediatament desprès de la mescla

(t = 0) i, altre, a les 18 hores de la mescla.

La solució de la glicoproteina, diluida a la meitat, presentava un

màxim a 280 nm, amb una absorbància de 0.164.

La figura 74 mostra 1'espectroscopia diferencial obtinguda amb la

urea. L'acció d'aquest pertorbant determinada at = 0it = 30 min no es

molt forta. Hi ha un desplaçament del màxim a 278 nm amb un lleuger incre-

ment de 1'absorbància, que passa de 0.164 a 0.170, per a t = O, i a 0.175

per a t = 30 min. La màxima pertorbació 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 l'acció pròpiament pertor-
bant.

A ABSORBANCIAx'. 000

20 '

I I I
250 268 270 280 290 300 310 320

LONGITUT D'ONACCNM)

FIGURA 7k.~ Acció pertorbant de la urea sobre la glicoproteina, deter-

minada a dos temps: ( ), t = O, i (•••) t = 30 min.

La figura 75 mostra lfespectroscopia diferencial obtinguda auto el

propilenglicol i amb el dioxà. En aquests casos l'efecte pertorbant es

més remarcable (absorbencia de 0.164 a 0.180, amb el dioxà, i a 0.179,

amb el propilenglicol) presentant-se també el màxim a 278 nm, i palesant-

-se les pertorbacions més grans a les X compresses entre 250 i 260 nm.
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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 molècula, es

troben tant en la superfície com en l'interior de la molècula, ja que amb

el canvi de polaritat del dissolvent, es produeix variació en l'espectre

d'absorció, si be aquesta variació no és dràstica.
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FIGURA 75.- Acció pertorbant del polïetilenglicol 2000 ( ) i del dioxa

( • • • ) sobre la glïcoproteina antigénica.



223

5,ESTABILITAT ESTRUCTURAL

La determinació de l'estabilitat estructural (o conformacional) de

les protéines es realitza segons la informació que proporciona l'estudi

de llur desnaturalització. El procés de desnaturalització implica un can-

vi important en una o més propietats de la proteïna a efectes de l'adició

ée determinats soluts, per efecte de la calor, l'acció mecànica (ultra-

sons) o algun altre influència que pugui alterar l'estructura nativa.

Aquest procés és generalment, però no necessàriament, 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 tècniques que han

visualitzat aquest procés de desnaturalització han estat: 1'espectrosco-

pia a l'UV, la dispersió rotatòria òptica (DRO), la viscositat, i la fluo-

rimetria per determinar la capacitat rémanent de la proteina per unir-se

a l'àcid 8-anilino-l-naftalen-sulfònic (ANS).

5.1. ACCIÓ DEL CLORHIDRAT DE GUANIDINA

S'ha emprat clorhidrat de guanidina (Scharlau Gu060) en solució aquo-

sa, la concentració exacta de la qual ha estat calculada per l'increment

de l'índex de refracció (NOZAKI 1972) amb un refractòmetre Hilger (Hilger

& Watts, Londres) a una temperatura constant de 25 ± 0.1°C, aplicant la

fórmula:

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

La solució emprada de glicoproteina tenia una concentració de 0.976

mg/mL.

a) determinada espectrofotomètrica

S'ha realitzat en un espectrefotòmetre 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 referència s'ha emprat aigua

bidestil•lada o be el conjunt format per aigua, Gdn-HCl i la solució amor-

tidora corresponent (és a dir, que la solució amb la glicoproteina s'ha

substituït per aigua).
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El conjunt determinat constava de la solució aquosa de la glicopro-

teina (1 mL), solució al 1% de NaHC03/Na2C03 i la solució 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 desnaturalització sembla correspondre a un procés

reversible car l'alíquota de la solució de glicoproteina que ha estat

sotmesa a una concentració de 6.88 M de Gdn-HCl, desprès de 72 hores de

diàlisi, enfront 50 volums d'aigua a 4°C, renovats 4 cops al dia, mostra

un valor d'absorbencia a 280 nm igual a 0.141, molt proper a l'obtingut

a l'inici de la prova (absorbencia igual a 0.150).

b) determinació polarimètrica

S'ha realitzat en un polarímetre Perkin-Elmer 241, amb cel"les de

quars que disposen d'una camisa termostatitzada, de 1 cm de pas de llum

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 rotació específica del residu mig a

356 nm,[m'] .

Les mostres analitzades han estat les mateixes que les determinades

per espectroscopia a l'UV.

En la taula 41 es mostren els valors obtinguts amb les proves espec-

trofotomètrica i polarimètrica. Les dades de l'increment de l'absorbància

són la mitja de tres determinacions realitzades, mentre que les polarimè-

triques ho són de dues determinacions.
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Concentració Increment de l'absor- r ,-i[m'J
de Gdn-HCl (M) bància a 280 nm (xlOO)

0
0.70
1.76

2,11
2.47
2.82
3.44

3.49

4.2
4.55
4.9
5.25

5.60
6.20
6.88

15
16
17
17

16
16
15

16
17

18
15

- 12
- 31
- 29
- 25

53
51
52
48
46
41
40
37
37

36
34
33

34
31
27

TAULA J»1.- I n f l u è n c i a del clorhidrat de g u a n i d i n a palesada com a incre-

ment de 1'absorbencia i de la rotació específica del residu mig.a 356 nm.

a) determinació visoosimetvica

Les determinacions s'han realitzat amb un viscosímetre Cannon-Fenske

estan ja descrites les característiques, tant instrumental com operatò-

ries, en l'apartat 3.5. Característiques hidrodinàmiques: Viscositat.

LLevat d'un valor, igual a 30 mL/g, de la viscositat intrínseca ob-
tingut a concentració nul·la de Gdn-HCl,,a partir de concentracions d'a
d'agent desnaturalitzant superiors a 2.5 M, els valors d'aquest paràmetre
viscosimètric romanen inalterats (figura 76). Per tant, sembla probable
que l'elevat valor obtingut en absència de Gdn-HCl sigui degut a Defec-
te poHeleotrdlit (HARDING i CREETH, 1983).
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FIGURA 76.- Variació de la viscositat intrínseca en funció de

la concentració molar del clorhidrat de g u a n i d i n a .

d) determinació fluorimêtrica

La variació de la fluorescencia del complexe glicoproteina-ANS

s'ha determinat amb un espectrefluorímetre Perkin-EQjner 204.

La tècnica operatoria ha estat la següent: 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-

centració 2 mM en aigua.

La longitut d'ona d'excitació ha estat de 385 nm i la d'emissió de

495 nm.

La lectura s'ha realitzat abans de transcorreguts 5 min desprès de

la mescla.

Segons la figura 77 s'observa que l'increment de molaritat d'urea

produeix una disminució en la variació de la fluorescencia relativa. Per

contra, quan la determinació de la fluorescencia es fa a partir dels 5

min de realitzada la mescla, els resultats obtinguts són els contraris:

a major concentració de Gdn-HCl, hom observa un increment de la fluores-

cencia relativa de la solució.
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Vor I ocio d« !a ftuor««cinc1 a r«!at I va
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FIGURA 77.~ Variació de la fluorescencia relativa del complexe

glîcoproteina-ANS en funció de la molar i tat del Gdn-HCl.

La comparació d'aquestes quatre propietats físiques, que varien en

funció de la concentració de Gdn-HCl, mostren que 1'absorbencia i la unió

de la molècula a l'ANS són les proves que presenten més variació en llurs

valors, i, pel que fa a aquestes dues, és el lloc d'unió a l'ANS el que

es afectat ja a baixes concentracions de Gdn-HCl. En un extrem oposat pot

afirmar-se que la viscositat no es mostra afectada per l'acció del clorhi-

drat de guanidina.

5.2. ACCIÓ DE LA UREA

La urea desnaturalitza les protéines afectant els ponts d'hidrogen

interns, mentre que deixa intactes els ponts disulfur, inclus a concentra-

cions tan altes com 8 M.

La desnaturalització per urea no és instantània: hi ha un procés rà-

pid que afecta tots els enllaços excepte aquells en els que intervenen la

prolina i la hidroxiprolina, i un procés més lent que afecta aquests dos

aminoàcids. La lentitud d'aquest darrer procés fa que calguin 24 hores

per una desnaturalització total a temperatura ambient (PICKERING i

CRABTREE, 1981).
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La ruptura dels enllaços disulfur entre cisteines pot realitzar-se

amb mercaptoetanol, essent una reacció quasi instantània.

Les solucions d'urea (Merck 8487) es preparen per pesada de la quan-

titat teòricament suficient i llurs concentracions molars són calculades

a partir de les densitats pel mètode de KAWAHARA i TANFORD (1966), car

l'índex de refracció d'una solució d'urea tan sols es lineal amb la con-

centració a partir de 2,5 M (WARREN i GORDON, 1966).

Les densitats s'han mesurat amb un picnòmetre provist d'un termòme-

tre (Afora 5325) amb una capacitat aproximada de 28 mL. El picnòmetre ha

estat prèviament calibrat amb aigua. En cas d'existir diferències entre

les temperatures de la solució d'urea i de l'aigua en el moment de la

determinació, la densitat d'aquesta última s'ha obtingut del CHEMICAL

ENGINEER' HANDBOOK (1950).

a) determinació polarimètrica.

La determinació realitzada ha estat el càlcul de la rotació òptica

enfront de la concentració d'urea a temperatura constant (la rotació òp-

tica s'expressa com a variació de l'angle de rotació, Act).

Les solucions d'urea contenien KC1-HC1 0.15 M per tal d'eliminar

les interaccions électrostatiques entre els grups carregats de la super-

fície de la molècula (GREENE i PACE, 1974).

Les rotacions òptiques foren determinades en un espectrepolarímetre

Perkin Elmer P23, emprant una cubeta de quars de 1 cm de pas de llum i

.equipada amb una camisa termostatitzada. S'emprà una escletxa de 3 mm i

la longitut d'ona de la lectura fou de 300 nm. La temperatura es mantin-

gué a 25 ± 0.5°C.

Abans de la determinació les solucions foren filtrades per Durapore

HVLV (Millipore) de 0.45 ym de porus.

La solució aquosa de la glicoproteina tenia una concentració de

0.856 mg/mL.

La rotació òptica 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 obtinguts, observant-se que 1'ac-

ció de la urea es manifesta com a una reducció de la rotació negativa

de la molècula

Concentració
de urea (M) "(solució) a(urea)

6.42
5.13
4.49
3.85
3.21
2.57
1.93
1.28
0.00

- 0.013
- 0.010
- 0.015
- 0.017
- 0.017
- 0.015
- 0.014
- 0.022

- 0.068

- 0.023

- 0.019
- 0.016
- 0.014
- 0.012
- 0.009

- 0.007

- 0.005

0.000

+ 0.010
+ 0.009

+ 0.001
- 0.003

- 0.005

- 0.006
- 0.007

- 0.017
- 0.068

TAULA k2 >~ Variació de l'angle de rotació (Aa) en funció de la

concentració d'urea. La determinació polarimètrica s'ha realit-

zat a 25.1 ± 0.5°C a una X de 232.5 nm.

b) determinació viscosimètrica

En aquest cas s'ha determinat la viscositat de la solució de la gli-

coproteina en urea a diferent concentració molar, amb o sense mercaptoeta-

nol (Merck 805740) (*).

Les solucions emprades han estat les mateixes que les emprades per a

les determinacions polarimètriques. En algunes mostres hom ha afegit mer-

captoetanol a concentració 0.1 M.

(") Aquesta prova fou realitzada abans de saber que el contingut en amino-
àcids no presentava cisteina i per tant3 la no possibilitat d'enllaços -SH.
Aquesta absència fa que el mercaptoetanol no tingui cap efecte sobre la
desorganització de la glicoproteina, com així ha estat corroborat pels re-
sultats d'aquesta prova.
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En la figura 78 s'observa el valor de la viscositat intrínseca ob-

tingut en funció de la variació de la concentració d'agent desnaturalit-
zant.

IntrlnMca CmL/0)

30

2S

IS

10
0 7 8

Ur.a CM)

FIGURA 78.- Variació de la viscositat intrínseca expressada en

mL/g en funció de la concentració molar d'urea: (—) sense mer-

captoetanol ; (o~e) amb mercaptoetanol.

5.3. ACCIÓ DE LA CALOR

L'acció 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'acció continuada de la calor, perllongant-se la

prova unes 6 hores; en 1'altre, la glicoproteina només ha estat exposta

durant 5 min a una temperatura determinada, refredant-se a continuació,

fins a una temperatura de 15°C.

En ambdues proves s'ha fet ús d'un espectrefotòmetre Hewlett Packard

A-8531 provist d'una cubeta termostatitzada.
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a) aoaíó continuada de la calor

La mostra, que a una temperatura de 20°C presentava un màxim

d'absorbencia a 284 nm amb un valor de 0.238, estava dissolta en

aigua i remangué dins del bany termostatitzat tot el temps que durà

la prova.

Cada 20 min la temperatura s'augmentava en 5°C, realitzar-t les

lectures d'absorbencia a continuació. Després d'assolida la temperatura

màxima, els valors descendents s'han obtingut tot refredant el bany

termoatitzat.

En la figura 79 es mostren els resultats obtinguts a l'enfrontar

el valor màxim de l'absorbància en la zona de 250 a 300 nm i la tempera-

tura.

1.25. '

0.75

¿ 0.5

0.25

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T C'C)

FIGURA 79.- Valor del màxim de I'absorbencia en la zona de 250 a 300 nm

segons l'escalfament continuat de 20 a 88°C ( -*• ) i del refredament de

la mateixa mostra (•*-).
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En la figura 80 hem observa les variacions de 1'absorbencia en la

zona compresa entre 200 i 300 nm per als tres casos límits: (A) a 20°C

en el moment d'inici de la prova; (B) a 88°C en el punt de màxima tem-

peratura; (C) a 20°C desprès del refredament de la mostra.

2.6
2.5

1.5

.5

o
CJ

3

A(nm)

FIGURA 80.- Espectres d'absorció obtinguts en la zona de 200 a

300 nm per a la mostra en les condicions i n i c i a l s de temperatura

(A), quan s'ha assolit el valor màxim de temperatura (B) i quan

la temperatura ha retornat als valors i n i c i a l s després de rebre

tot l'aport caloric.
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Cal indicar que, en aquesta alíquota, el màxim dtabsorbància esti-

gué a 284 nm fins arribar a una temperatura de 80°C, punt en el que es

desplaçà a 282 nm. Quan la glicoproteina s'ha anat refredant, alhora

que continuava l'augment de 1'absorbencia, el màxim s'anava desplaçant

cap a valors de X més baixos, en un principi a 276 nm (de 88 a 71°C) i

després a 274 nm, deixant d'haver un màxim definit a partir de 56°C, on

la gràfica presentava en la zona de 272-286 una línea horitzontal.

b) exposició a una temperatura

En aquesta prova la glicoproteina estava dissolta en solució amorti-

dora PBS, presentant un màxim d'absorbància 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 ast?

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-

tinuació, es determina 1'absorbencia, refredant-la inmediatament fins a

15°C.

S'observa que un augment de temperatura produeix lleugeres disminu-

cions del valor de l'absorbància en el màxim fins arribar a la temperatu-

ra de 55°C. A partir d'aquesta temperatura hi ha un augment de l'absor-

bància fins que s'assoleix la temperatura de 65°C, a partir d'aquí,

l'absorbància roman, en linees generals, estabilitzada (figura 81).

Un cop assolida la màxima temperatura de 80°C es deixa refredar la

mostra, determinant-se l'absorbància a diverses temperatures. Hom obser-

va un lleuger augment de l'absprbància en el période de refredament en-

vers l'absorbància assolida en el procés d'escalfament (taula 43).
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FIGURA 81.- Variació de l'absórbamela a 276 nm en funció de l'exposició

no continuada a la calor.

Temperatura (°C)

Absorbáncia a 276 nm

Escalfament

Refredament

14 22 30 36 50 60

0.306 0.296 0.290 0.286 0.284 0.285

0.308 0.311 0.309 0.307 0.302 0.300

TAULA 43.- Comparació dels valors de 1'absorbencia a 276 nm obtinguts

en el procés d'escalfament f en el de refredament.
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Com ja s'ha indicat en l'apartat corresponent, el mètode emprat

per a solubilitzar l'estroma eritrocític forneix un material glico-

proteïnic del que s'ha obtingut una glicoproteina que presenta l'ac-

tivitat de grup sanguini A, fet palesat per les proves d'inhibició de

l'hemaglutinació i per la unió a la lectina Hèlix pomatia. Prèviament

s'havia observat que el material obtingut pel mètode d'Hamaguchi i

Cleve, basat en l'extracció amb cloroform-metanol, tenia unes carac-

terístiques equivalents a les del material obtingut amb un altre tèc-

nica clàssica, la de Marchesi et al., que empra el düodesalicilat

de liti.

Les modificacions introduïdes en el mètode d'Hamaguchi i Cleve

(temps d'agitació, reextracció de la interfase, concentració sense

escalfament i precipitació etanòlica) han estat molt possitives pel

que fa a l'obtenció d'un material força homogeni i amb característi-

ques reproduïbles.

Un altre aspecte important ha estat la purificació de la glico-

proteina per un procés de cromatografía d'afinitat emprant com a lli-

gand la lectina obtinguda de la glàndula albuminoidea del cargol Hè-

lix pomatia. En la major part dels treballs similars, amb estudi de

glicoproteínes eritrocítiques s'ha partit de la premisa -totalment

lògica, per altre part- de que algunes de les glicoproteínes de les

membranes dels eritròcits de grup sanguini A, han de portar les carac-

terístiques químiques i estructurals pròpies d'aquest grup sanguini, i,

per tant, el principal punt en l'obtenció es basava tan sols en la

solubilització de glicoproteínes.

L'ús de la lectina Hèlix pomatia immobilitzada a esferes de Sepha-

rose 6 MB s'ha emprat principalment en el fraccionament i purificació

de limfòcits (HELLSTROM et al., 1976) i en l'aillament de glicoproteí-

nes presents en les membranes d'aquests limfòcits, però no hom ha trô -

bat cap ressenya drhaver-la emprat per a l'obtenció de glicoproteínes

d'eritròcit, tot i que si s'havia aplicat aquesta lectina en estudis

d'interacció amb eritròcits A o amb glicoproteínes que en deriven.
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La purificació per cromatografia d'afinitat presentà un problena

en el moment de la detecció de les glicoproteînes: la relativament

baixa absorbencia de la molècula, a 280 nm, i la interferencia que

presenten les hexosamines amb I1absorbencia de l'enllaç peptídic, fe-

ren que calgués un sistema diferent de visualització de les glicopro-

teînes que 1'espectroscopio en els tubs que contenien l'eluit. Com ja

s'ha indicat, aquest sistema es basa fonamentalment en la precipita-

ció amb àcid fosfotúngstic, reacció que per a certes condicions, for-

neix una turbidesa que és proporcional a la glicoproteïna present.

Atès que aquest mètode es destructiu, el control rutinari dels eluits

de la cromatografia d'afinitat s'ha realitzat observant, per il·lumi-

nació inferior, el precipitat format en els pouets d'una placa Takatsy

Microtiter (Cooke Eng., Estats Units). Amb això, la pèrdua de mostra

només era d'uns pocs yL del contingut de cada tub.

Les característiques analítiques de la glicoproteïna han proporcio-

nat un 56% del pes de la molècula en glúcids i un 39% de proteïna. Com-

pletant aquests valors fins un total del 100%, els valors anteriors es-

devenen el 58.95 i 41.05%, respectivament. La meitat dels glucids cor-

respon a hexosaminesj i l'àcid siàlic, si be està present, no presenta

un valor elevat (1.7%). Pel que fa a la part proteica, cal fer esment

en la minsa presència en la molècula dels aminoàcids cromòfors (Trp,

Tyr, Phe), la qual cosa explica que la molècula no presenti una marcada

absorció pels voltants dels 280 nm, al contrari de la major part de les

substàncies ppoteïniques, i també explica el valor baix del coeficient

d'absorció específica (0.4324 L/g-cm). La molècula no conté cisteïna i,

per tant, no existeixen enllaços -SH, i com pot observar-se en l'anàli-

si d'aminoàcids (figura 41 i taula 25), la serina i treonina, aminoàcids

que en les glicoproteînes s'uneixen a les parts glucídiques, es troben

en elevada proporció. També és de destacar la gran quantitat d'amoníac

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 quantificació de la molècula pel clàssic mètode

de Lowry presenta una pèrdua de sensibilitat envers la que presenta la

quantificació d'una proteïna estàndard, com és el cas de l'albúmina sé-

rica (figura 40). Per tant, l'ús d'aquest mètode colorimètric hauria

d'anar acompanyat d'un patró obtingut amb la mateixa glicoproteïna a

valorar.
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Un mètode desenvolupat per a valorar les glicoproteïnes ha estât

la quantificaciô per espargiment de la llum de la turbidesa produïda

per l'adició d'etanol absolut a una solució de glicoproteïna. El mè-

tode si be requereix molta cura operatoria, ha resultat força satis-

factori pel que fa als resultats i al volum de mostra necessari. A rols

és factible emprar com a patró una glicoproteîna a l'abast comercial,
1'orosomucoid.

Pel que fa a la masa molecular de la glicoproteîna, la cromatc-

grafia de filtració per gel fou el primer mètode emprat, i el resultat

repetidament obtingut (=750000) era esbalaïdor car, si be en part con-

cordava amb experiències similars anteriors (taula 23), no era lògic el

pensar que una molècula d'aitals dimensions hagués passat desapercebuda

fins aleshores. En realitat el valor aparent de masa molecular que per

filtració per gel s'obté depèn del valor d'aquests quatre paràmetres:

radi d'Stokes, coeficient de sedimentació, radi friccional i volum es-

pecífic parcial (SIEGEL i MONTY, 1966), i la linealitat entre la masa

molecular i el volum d'elució només es estricta amb les proteïnes globu-

lars. Les glicoproteïnes tenen estructures mes expandides i un grau mes

elevat d'hidratació de les cadenes glucídiques en comparació amb les ca-

denes polipeptídiques (ANDREWS 1965). Un altre causa distorsionant és

la presència d'àcid siàlic (ALHADEFF 1978), com pot observar-se en la

taula 44 en la qual hom aprecia els diferents valors de masa molecular

obtinguts amb unes glicoproteïnes i amb llurs derivats desialitzats.

GLICOPROTEIN CONTINGUT EN MASA MOLECULAR

ÀCID S i AL I C (%} CALCULADA CONEGUDA

Fetuina

As íalofetuina

Orosomucoid

asialo-orosomucoid

Tiroglobul í na

As i a 1 o- 1 i rog 1 obu 1 i na

Mucina submax^i 1 • lar bovina

As ialo-mucina submaxil·lar

8.8

0.6

12.1

0.6

1.4

0.7

2.5
0.7

368000

11500

386000

191000

> 570000

34000

> 570000

33000

48000

44000

44000

39000

669000

660000

1.300000
1.267000

TAULA 44.- Comportament cromatografic d'algunes glicoproteines i llurs

derivats desialitzats en gels de Sepharose 6B (ALDAHEFF, 1978).
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Així, doncs, la presència d'àcid siàlic en la molècula, l'es-

tructura expandida de la mateixa, o el que igual, un elevat radi

d"Stokes, així com el grau d'hidratació de les cadenes glucídiques

i també la capacitat de formar agregats, pot explicar l'elevat valor

obtingut.

Amb les altres tècniques emprades s'han obtingut valors mes con-

cordants. Una masa molecular de la part proteica de 17200, correspon-

dria, segons el percentatge de proteina en la molècula, a una masa

total de 41500, xifra molt propera a l'obtinguda per al monomer en

l'electroforesi (43000). El valor obtingut per espargiment de la llum

(53500) hauria de correspondre, segons les condicions emprades de po-

tencial químic constant, al pes del monomer, si be sempre hi ha la pos-

sibilitat de que representi el pes promig de les espècies presents en

un equilibri dímer •*-»• monomer, en aquest cas desplaçat, evidentment,

vers el monomer.

Els paràmetres fisicoquímics que més informació han proporcionat

envers la molècula han estat la dispersió rotatòria òptica, i amb menys

importància, la viscositat. Les dades obtingudes de la viscositat in-

trínseca i de la constant d'Huggins apunten vers una estructura de la

molècula predominantment en cabdell monoestadístic, a més, segons els

elevats valors dels paràmetres S (apartat 3.1.2.) i del radi de gir

<s2> (apartat 4.1.) la molècula ha d'estar molt expandida, fet concor-

dant amb el comportament cromatogràfic palesat.

Les característiques de la dispersió rotatòria òptica de la glico-

proteïna (vall negativa a 234 nm i feble magnitut d'aquesta) són total-

ment equiparables a les obtingudes amb glicoproteïnes antogèniques, tan

eritrocítiques com provinents de les secrecions, i mostren algunes dife-

rències quan se les compara amb les obtingudes de cists ovaries. Així,

BEYCHOK i KABAT (1965) observaren que les substàncies obtingudes a par-

tir de cists ovaries mostraven un efecte Cotton negatiu, amb valls prop

de 220 nm i una inflexió a 225. Aquestes substàncies, de masa molecular

propera a 300000, tenien un 80% de contingut glucídic, i llurs propie-.;

tats òptiques foren atribuïdes a la presència de N-acetil-hexosamines.

Amb els resultats obtinguts no havia cap evidència de que la conformació

a-hèlix 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 glicoproteïnes era degut

a l'alt contingut en àcids siàlics.

BEZKOROVAINY et al. (1965) obtingueren un valor de [ojgíHaO, l dm)

igual a -27.0, per a I1 antigen NN a concentració de 1 mg/mL, i de -32.4

per a 1' antigen obtingut del meconium a concentració de 5 mg/mL.

JIRGENSONS i SPRINGER (1968) estudiant aquests mateixos antigens,

pogueren detallar que les glicoproteïnes característiques de 1' antigen

NN tenien un 40% de caràcter peptídic i un pes molecular de 595000. En

la part proteïnica, estaven presents tots els aminoàcids excepte la cis-

teïna i el triptòfan, abundant, per contra, la serina i la treonina.

Aquestes glicoproteïnes presentaven una dispersió òptica molt feble, ha-

vent una vall molt aplanada entre 215 i 220 nm,,; característica, com ja

s'ha indicat, de les hexosamines N-acetilades ,í, de les que aquesta subs-

tància en conxenia un 23.5%. En aquest cas es podia fer correspondre la

corba obtinguda amb l'estructura secundària amb\conformació ß. Pel que

fa a 1 'antigen MM, quedava palessa una certa estructura en a-hèlix, 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 ß tam-

bé era present. Conseqüentment, en aquest darrer cas les corbes obtingu-

des eren compatibles amb la presència en les parts polipeptídiques de

les molècules, d'una peptita però significativa estructura en ct-hèlix,

i una conformació en fulla ß.

Aquests resultats implicaven un grau molt baix d'ordenació confor-

macional, i la informació proporcionada per les corbes d'efecte Cotton

concordava amb la que proporcionaven els resultats obtinguts amb el mè-

tode de Moffitt-Yang.

Posteriorment, URRY et al. (19 71), per mig de dicroïsme circular rea-

litzat en membranes d'eritròcit solubilitzades en SDS al 0.2% han obtin-

gut uns resultats semblants als fornits amb polipèptids i protéines ot-he-

licoidals, però amb un evident desplaçament cap el vermell i una menor

amplitut .
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DECKER i CARRAWAY (1975) han determinat els espectres de D:C. de

glicoproteïnes d'eritròcits de diverses espècies animals; pel que fa

als d'origen humà s'obté una vall, de valor feble a 207 nm -X a la que

per la nostra part no s'ha pogut fer cap determinació- presentant també

una vall aplanada en la zona entre 220 i 230 nm.

Uns valors encara mes concordants han estat els obtinguts per

SCHULTE i MARCHESI (1979) que, amb una glicoproteîna de membrana d'eri-

tròcit que contenia un 60% de glúcids en pes, presentava una vall a 213

nm i un altre a 235, amb 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 B.C. de glicoplptids d'aquests antigens, amb o sense

àcid siàlic, prova que les hexosamines presents tenen més influència so-

bre l'espectre que no pas l'àcid siàlic.

Tot el que s'ha exposat anteriorment mostra que no hi ha diferèn-

cies molt importants en els espectres obtinguts amb glicoproteînes de

diferent origen i que poden ésser produïdes per diferències en la meto-

dologia emprada tant en la determinació de les propietats rotatòries

com en l'obtenció d'antigens. Es per això que, en cas d'haver-se pogut

determinar tot el marge de longituts d'ona, l'espectre obtingut amb la

glicoproteîna estudiada podria ésser superposable als obtinguts amb al-

tres experiències.

La conformació de la glicoproteina, obtinguda segons el mètode de

GREENFIELD et al.(1967), ha proporcionat una estructura majoritària en

cabdell monoestadístic (50%), havent, a més, un elevat percentatge en

fulla 3. Aquest fet no és estrany atès que la presència de cadenes glu-

cídiques unides a seqüències peptídiques afavoreix la formació d'estruc-

tures 3 (BEELEY 1977).

Aquests percentatges concorden amb els descrits per altres estudis

que han determinat la conformació, partit de dades de D.C. o D.R.O., de

diverses glicoproteines antigèniques, com és el cas de DECKER i CARRAWAY

(1975) que propugnen per aquestes substàncies, el cabdell monoestadís-

tic com a estructura dominant, oscil·lant el contingut en a-hèlix del

13 al 23%.
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SCHULTE i MARCHESI (1979) han obtingut per a la glicof orina A uns

percentatges del 27% d'a-hèlix, 10% de fulla ß i 63% de cabdell monoes-

tadístic.

Per la seva part, els ja esmentats LISOWSKI et al.(1980) assignen

als antigens uns percentatges mes baixos d'a-hèlix (9% per a 1'antigen

M i 7% per a 1'antigen N).

Per a WELSH et al.(1985) la glicoforina en solució aquosa te, res-

pectivament, uns percentatges de 26.9 (a-hèlix), 19.8 (fulla 3) i 53.3

(cabdell monoestadístic).

Cal precisar que l'estructura determinada per a la glicoproteína

no reflexa l'estructura d'aquesta en la membranâ sinó que és la mesura

que la conformació te en solució. Amb tota seguretat, en un medi no po-

lar com és la membrana, la part que hi ha ancorada, adoptarà de forma

predominant l'estructura a-hèlix.

En la desnaturalitzaciô d'una proteïna es important el considerar

els següents aspectes:

a) si la desnatural itzacio es un procés senzill d'un sol pas o be és un

procés complexe

b) si la desnaturalitzaciô és reversible

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

Pel que fa a la naturalesa del procès de desnaturalitzaciô, el me-

canisme més senzill, i força abundant, és el que pot descriure's per un

senzill model en dos estats, l'estat natiu (N) i l'estat desnaturalitzat

(D), poguent-se definir una constant d'equilibri (K) igual a:

K = (D)/(N)

Quan el procés de desnaturalitzaciô comprèn l'existència d'estats

intermedis estables (X), el model és, llavors, complexe:

N •*-»• Xi •*-»• Xa «-»• ' ' * •«-*• D
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La presencia d'aquests intermediaris pot ésser deduïda al mesurar

diferents propietats físiques que varien en el procés de desnaturalitza-

ció. Si davant la influència d'una mateixa quantitat d'agent desnatura-

litzant aquestes diferents propietats físiques indiquen que està present

una mateixa fracció de molècules en estat natural, això és un criteri

necessari,, si be no suficient de que el procés de desnaturalització 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 glicoproteïna s'han comparat les variacions de dues

propietats físiques (absorbencia a l'U.V. i dispersió rotatòria òptica)

en funció de l'acció del Gdn-HCl (taula UI). Les variacions ara es mos-

tren com a valors percentuals referits a un valor del 100% que és el que

presentava la propietat física en absència de desnaturalitzant. Aquesta

comparació percentual forneix dues corbes diferents (figura 82) per la

qual cosa es pot assegurar que el procés de desnaturalització està regit

per un mecanisme complexe.

7 8

Gdn-HCl CM>

FIGURA 82.- Variació percentual de 1'absorbencia a 280 nm(D) i de

la dispersió rotatòria òptica (A) en funció de la concentració de Gdn-HCl
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En altre ordre de coses, l'acció dels agents desnaturalitzants,

urea i Gdn-HCl, te totes les característiques d'ésser reversible, car

la diàlisi repetida de les aliquotes exposades a concentracions eleva-

des d'aquests agents retorna la molècula als valors originals, o sigui

als que presentava abans de l'acció dels agents desnaturalitzants i,

l'activitat antigènica roman en les glicoproteines.

L'acció dels desnaturalitzants no sembla produir molècules amb di-

ferent forma que l'original. No obstant, això pot deure's al fet que la

molècula ja es troba en un principi en una configuració força desorga-

nitzada.

A la vista dels resultats obtinguts es pot concloure que la glico-

proteïna es molt estable i que les mesures de viscositat i DRO indiquen

que el Gdn-HCl no indueix més estructura en cabdell monoestadístic que

la que presenta la molècula abans de la prova. A més, l'acció desnatura-

litzant és reversible essent el procès complexe.

Tot això concorda, en els trets principals, amb l'estudi realitzat

per BYERS i VERPOORTE (1978) amb la glicoforina A, amb la diferència

que els autors indiquen una irreversibilitat de l'efecte, produit pel

Gdn-HCl, aseveració fonamentada en el fet d'haver recuperat només el

85% del valor original del poder rotatory, si be després de la diàlisi

fou recuperada tota la capacitat d'unió a l'ANS.

Un cop s'ha arribat a aquest punt cal plantejar-se una pregunta:

quina és la relació de la glicoproteïna estudiada amb les clàssiques

glicoproteïnes de la membrana eritrocítica, i mis concretament amb la

principal glicoproteîna, la glicoforina A, o amb el seu antecedent cro-

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

L'existència o no d'aquesta relació s'ha intentat esbrinar per mig

de la comparació d'una sèrie de característiques entre ambdues glico-

proteïnes, però malgrat que la glicoforina A ha estat l'objecte de molts

d'estudis, és, en canvi, freturosa de dades sobre els seus paràmetres

fisicoquímics i biofísics, la qual cosa dificulta la proposada compara-

ció, i fa que aquesta hagi de fonamentar-se, principalment, en caracte-

rístiques analítiques.
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En primer lloc, la composició global en sucres i proteïna de la

glicoproteïna estudiada (59 i Ul%, respectivament) és la mateixa que

la indicada per a la glicoforina, si be dins del contingut glucídic,

l'àcid siàlic 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 glicof orina B, i un 19.4% la glicoforina
C (FURTHMAYR et al. 1975).

L'anàlisi dels aminoàcids mostra també algunes diferències (taula

i un important punt de coincidència: l'absència de cisteïna.

AMINOÀCID

H i d ro f òbí es

Met ¡onina

Val í na

Isoleucina

Leucina

Tr íptofan

Ti ros ína

Fen! 1 alan i na

Neutres

Treon Ína

Ser ina

Prol ina

Gl ¡eina

VaCistefna

Alanina

Ac id ics

As partie

Gl utamíc

Bas ics

Lïsina

Hlstidina

Arg in ina

GLICOPROTEINA

1.2

5.3
4.0
1.2

1.2

1.6

1.8

9.6

12.8

5.9
10.7

0.0

6.7

1.3
10.2

7.9
4.8

5.5

GL ICO FOR INA

2.0

8.4

6.9
6.4
-

3.0

1.5

10.8

13.8
7.4
6.4

0.0
5.4

5.9

9-9

4.4

3-9
4.4

TAULA 45.- Comparació dels continguts en aminoàcids de la glÏcoproteina

amb activitat A (segons els valors de la taula 25) i de la glicoforina

(segons Marches! et al. 1972). Els valors expressen % en mols. En la

glícoforína no s"ha determinat el tríptófan.
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Pel que fa a la nasa molecular, TOMITA I MARCHESI (1975) han es-

tablert que la unitat monomèrica de la glicoforina A estava formada

per 131 aminoàcids i 16 cadenes glucídiques, però en la bibliografia

es troben diferents valors de masa molecular assignats al suposada-

ment mateix monomer . Determinats per equilibri de sedimentació es

troben:els següents valors: 15000 (JANADO, 1973, xifra obtinguda con-

juntament amb els resultats fornits per la pressió osmótica), 24000

(JAVAID i WINZLER, 1974), 27900 i 31100 (dos possibles formes monomè-

riques determinades per DOHNAL et al.(1980)), 29000 (GREFRATH i REY-

NOLDS (1974), 55000 (FUKUDA i OSAWA, 1973), ...

Per l'anàlisi dels pèptids obtinguts per ruptura amb cianogen de

brom, MARCHESI et al.(1972) obtingueren un valor de 55000.

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'anàlisi d'aminoàcids (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 tècnica. 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 dímer glicoforina A,

uns valors de 53000 a 90000. La comparació encara es complica mes si

es te en compte que la glicoforina A està formada per un 60% de PAS 1,

un 30% de PAS 2 i un 10% de PAS 3, i que aquestes zones glicoproteïni-

ques, definides per raó de la seva tinció, com PAS, poden ésser hetero-

gènies (FURTHMAYR et al., 1975).

En altres aspectes comparatius la glicoproteina amb activitat A te

grans similituts en alió que pertoca a la conformació deduïda per D.R.O.

Els percentatges de les tres conformacions principals obtinguts amb la

glicoforina A (SCHULTE i MARCHESI, 1979) són quasi iguals als obtinguts

amb la glicoproteina.
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El mateix succeeix amb el valor de la viscositat intríntrica (WELSH

i THOM, 1985), però aquesta és una característica concatenada amb l'an-

terior atès que la viscositat d'una molècula en solució és funció de la

conformació que la molècula 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 proporció de glúcids, l'ab-

sència de ponts disulfur en la molècula, així com la conformació en cab-

dell monoestadístic, característiques comunes a ambdues glicoproteïnes,

són la causa d'aquesta inusual estabilitat.

Per tant, no hi ha proves concluents per a poder afirmar que la

glicoproteïna aillada sigui una glicoforina. En tot cas, podria definir-

-se com una quasi gliaofoinna (la terminologia anglesa seria aquí molt

més clara = glycophorin-like), o una glicof orina que ha perdut part del

seu contingut en àcid siàlic (en aquest cas la glicof orina te capacitat

d'inhibir l'hemaglutinació dels eritròcits tant del grup A com del B, i

la glicoproteina aillada només inhibeix l'hemaglutinació dels eritròcits

A). Així, doncs, tot apunta a presumir que la glicoproteïna aillada és

una de les moltes glicoproteïnes presents en la membrana i que degut a

la seva inferior proporció -o a dificultats d'extracció- queden emmas-

carades per les àmplies bandes de tinció al Blue Coomassie o al PAS de

les glicoproteïnes majoritàries. Anteriorment, ja s'ha indicat que, amb

una metodologia diferent, GAHMBERG (1976) visualitzà més de 20 glicopro-

teïnes presenta en la membrana de l'eritròcit humà. Com a recolzament

d'aquesta hipòtesi es troba l'estudi de KARHI i GAHMBERG (1980) en el

que l'activitat sanguínea A ha estat assignada a la banda 3 i a altres

glicoproteïnes menors no especificades, indicant, en el mateix estudi,

que no ha estat trobada l'activitat A en cap de les dues glicof orines

A o B.
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CONCLUSSIONS

1. S'han comparat tres mètodes d'obtenció de glicoproteïnes eritrocí-

tiques, introduint modificacions en un d'ells, les quals han propor-

cionat un material homogeni i reproduible.

2. En el procés de purificació de la glicoproteîna s'ha fet ús de la

lectina Hèlix pomotia unida a Sepharose 6 MB.

3. S'ha aillât una glicoproteîna a partir d'eritròcits A| que presenta

activitat de grup sanguini A, palesada per una reacció d'inhibició de

l'hemaglutinació i per unió amb Hèlix pomatia.

4. S'ha definit la composició química de la glicoproteîna estant aquesta

formada per un 59% de glúcids i un 41% de proteïna.

5. En la composició glucídica destaca l'alt contingut en hexosamines (28%

del pes total) i la presència d'àcid siàlic.

6. En la composició en aminoàcids cal esmentar l'absència en cisteïna,

el baix contingut en aminoàcids cromòfors i l'alt contingut en serina

i treonina, aminoàcids que intervenen en la unió amb els sucres.

7. La glicoproteîna obtinguda presenta diferències importants amb la gli-

cof orina A.

8. Atesa la relativament baixa absorbencia pels voltants dels 280 nm i

la interferència dels aminosucres amb l'enllaç peptídic, ha calgut

idear un sistema de visualització de les glicoproteïnes en els eluits

cromatogràfics. Aquest ha consistit en la precipitació amb àcid fos-

fotúngstic, precipitació que, segons les condicions en que es realit-

zi, no es instantània, havent-hi un temps en el que la turbidesa pro-

duïda és proporcional quantitativament a la glicoproteîna present.

9. Degut a la baixa incidència dels aminoàcids cromòfors i a que els glú-

cids redueixen 1'absorbencia desenvolupada en la tècnica de Lówry,

aquesta tècnica, fent ús d'un estàndard proteînic, no és molt adient

per a la quantificació de la glicoproteîna. Com a alternativa s'han

establert les condicions operatòries per a valorar la glicoproteîna

en funció de la turbidesa produïda per l'adició d'etanol absolut a

una solució de la glicoproteîna. En aquesta tècnica, que presenta molt

bona correlació i no és destructiva, tan sols calen uns pocs yL per a

l'assaig.
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10. La glicoproteina pot presentar-se en fonia, de dimer, essent la na-

sa molecular aparent del monomer de U1500 a 53500, segons la tècni-

ca emprada.

11. La glicoproteïna presenta un comportament anòmal quan s'elueix per

cromatografía de filtració per gel, fet produit per la hidratació

de les cadenes glucídiques, per la presència d'àcid siàlic i per la

formació d'agregats.

12. Segons l'estudi de la conformació per D.R.O., la molècula en solució

presenta predominantment una conformació en cabdell monoestadístic

(50%) i una alta proporció de fulla ß (20%). El predomini de la con-

formació en cabdell monoestadístic també s'ha palesat per viscositat.

13. La glicoproteïna és inusualment estable a l'acció dels agents desna-

turalitzants, urea i'Gdn-HCl, acció que, per altre part, és reversi-

ble.

14. El lloc d'unió a I1ANS és molt mes sensible que I1absorbencia, la

viscositat i la dispersió rotatòria òptica, a l'acció del Gdn-HCl.

15. Les mesures de viscositat i D.R.O. indiquen que el Gdn-HCl no provo-

ca un desplegament cooperatiu ni indueix una estructura en cabdell

monoestadístic, possiblement a causa de que la molècula ja es troba

predominantment en conformació de cabdell monoestadístic.

16. El procés de desnaturalització de la glicoproteïna és complexe.
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