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Tina: You never been married?

Danny: I was once engaged with a dancer...

Tina: What happened?

Danny: She ran away with a piano player,
and I broke off with her

Woody Allen (Broadwmay Danny Rose)

There will be time, there will be time

To prepare a face to meet the faces that you meet;
And time for all the works and days of hands

That lift and drop a question on your plate;

Time for you and time for me,

And time yet for a hundred indecisions,

And for a hundred visions and revisions,

Before the taking of a tnast and tea.

T.8. Eliot (The Love Song of J. Alfred Prufrock)
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Es coneix com a segment d’activacid de la procarboxipeptidasa A al
fragment proteic situat a 1 ’'extrem N-terminal de 1la molécula que és
separat de 1‘enzim actiu durant 1’activacid del zimégen per proteolisi
limitada. Aquest treball té el seu fonament en 1 'estudi de 1’estructura

i del procés de degradacid d’aquest segment d activacid.

El conjunt de coneixements actuals sobre els segments o péptids
d’activacid de diferents zimogens és forga escads, i només era esquematic
pel que fa al que és objecte del nostre estudi en el moment que el
nostre grup va interéssar*se per aquest tema. D’antuvi, la seva
llargada, aproximadament 100 residus, 1i conferia Jja un interés
intrinsec al seu estudi estructural. Successives experiéncies ens
demostraren la validesa de 1'interés inicial: es va comprovar que el
segment d’activacid de la procarboxipeptidasa A presenta una resisténcia
molt marcada a la degradacid triptica, que en estat aillat és un potent
inhibidor de 1'activitat carboxipeptidasa A de 1‘enzim 1 que posseeix
una estructura globular prou compacta com per a deduir-ne que

constitueix un domini estructural dins del zimogen.

El segment o peptid d'activacio és el que diferencia, a nivell
d‘estructura primaria, a les proteines actives dels seus zimdgens. En el
cas que ens ocupa, aguestes proteines actives son proteases. La
introduccid d‘aquest treball, partint d’aquests conceptes, vol donar una
visid general sobre 1 ‘estructura d’aquestes biomolécules, sobre la seva
activacid i sobre els mecanismes de‘contral que la regulen, enfocant

1’'interés en la familia de zimdgens pancreadtics i particularment en els
que son objecte d’aquest estudi.
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I.1. ENZIMS PROTEOLITICS I ELS SEUS ZIMOGENS

Els enzims proteclitics o proteases catalitzen la  hidrolisi
d'enllagos peptidics en altres proteines. Les proteases es compten entre
els primers enzims en ésser reconequts, purificats 1 cristal.litzats.
Gracies als estudis amb ells duts a terme es va poder establir alguns
dels moderns conceptes d'especificitat enzimatica i definir el paper de
residus aminnicids especifics en els mecanismes de catalisi. Des del
descobriment de la tripsina per part de Kihne (i1876) s’ha recollit un
cabdal d'informacid suficient com per afirmar que les proteases son ‘un
dels tipus d'enzims més ben estudiats.

Els =zimdgens sén els precursors inactius de proteines
fisiolagicament actives. Inicialment, el terme fou aplicat només als
precursors d'enzims proteolitics digestives com tripsinogen,

quimotripsindgen o procarboxipeptidasa. Fa ja temps que és evident que
molts altres processos biolégics impligquen la conversié d'una forma
inactiva d’una proteina en la seva forma activa. Entre aquests processos
es pot anaomenar la coagulacid de la sang (Davie i Fujikawa, 19759,
“1’activacid del complement (Miller-Eberhard, 1975), l1a produccid
d'hormones (Steiner et al., 1975}, 1’engalzament d’estructures
supramoleculars (Laemmli, 1973}, 1 d’altres. El pas d'una forma a
1’'altra es produeix per hidrolisi enzimatica selectiva d'enllaﬁos'
peptidics a carrec d’una proteasa, perd el producte no 4z sempre una
proteina amb activitat  enzimadtica. Aquest és el cas d’alguns dels
exemples abans esmentats o també, per exemple, el de la ovoalbumina al
passar a placalbimina, procés que va motivar la introducid del terme
“protedlisi limitada” (Lang i Ottessen, 1949). El concepte de zimdgen és
per tant més ample que el de precursor d'enzim proteolitic i el

concepte de forma activa d’'una proteina més ample que el de proteina amb
activitat enzimatica.
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I.1.1. TIPUS DE PROTEASES I LES SEVES FUNCIONS

Les proteases es classifiquen en base als seus mecanismes
enzimatics, posats de relleu mitjancant 1la seva susceptibilitat a
diferents inhibidors. Aquesta peculiar classificacid, no basada en
origen o funcid fisioldgica, fa que dins d’una mateixa familia de
proteases pugui haver-hi representades diverses funcions fisiologigues.
A la taula I.1 pot veure’s la classificacid de les proteases segons

TAULA I.1 ,
CLASSIFICACIO DE PROTEASES SEGONS MECANISMES cATALITICS

Identificacid
Tipus Caracteristica Inhibiders ~  Exemple Funcid
Serina-proteinases 1  Serina "activa" Fluorcfosfats Tripsina  Digestié
Trosbina Coagulacid
_ Plasaina Lisi del cosgul
Serina-proteinases 11 Subtilisina  Digestid
Metal.loexopeptidasa  In®* o-fenantrolina  Carboxipeptidasa Digestid
Sulfidril-prateinasa  CySH iodoacetat Papaina Digestid
» Catepsina B Digestié intracel.lular
Proteinasa icida pH dptia dcid diazocetones pepsina . Atac denaturalitzador
quizasina Coagulacit de 1a 1let
Metal.loendopeptidasa In?*, Ca?* o-fenantrolina  teraclisina - Digestid

Hartley (19460) i Neurath (1984). Convé a la vegada esmentar una
clagsificacid complementaria que classifica les proteases segons el lloc
on actuen scbre la proteina substracte: son exopeptidases o© peptidases
les que hidrolitzen els enllagos dels extrems de la cadena

polipeptidica, mentre que es coneix com endopeptidases o proteinases
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PROTEASES
' .
PEPTIDASES PROTE INASES
=) =)
EXOPEPTIDASES ENDOPEPTIDASES
-O-0-0O- @8-0O0-O0O0- ro-0-0-0-00C

{.fainopeptidases  4.Dipeptidilpeptidases
1.Serina-proteinases 3.Carbdxil-proteinases
2.Carboxipeptidases 35.Peptidildipeptidases 2, Tiol-proteinases  4.Metal.lo-proteinases
.i. S.Proteinases no classificades
3.Dipeptidases

FIGURA 1.1. Els dos grups generals de proteases

les que hidrolitzen enllagos de 1l'interior de la proteina. A. la Figura
1.1 es pot veure un diagrama transcrit de Barrett (1980) amb aquesta
classificacid. Pot comprovar-se que dintre de les endopeptidases hi ha
totes les families de la Taula 1.1 excepte, abviament, les

metal.loexopeptidases.

Tornant a la classificaci¢ feta segons mecanismes catalitics, es
comprova que podem definir un minim de cinc families de proteases,
d'entre les que les serina-proteinases sén les més estudiades 1 les
millor caracteritzades. Dintre d'aquest grup d‘enzims proteolitics es
troben els enzims digestius tripsina i quimotripsina, les proteinases
originades durant el procés de coagulacié de 1la sang, la plasmina,
responsable de la digestié del coagul de fibrina, 1’'acrosina, essencial
a la fertilitzacid, i molts altres enzims relacionats amb el control

bioltgic. Les serina-proteinases presenten grans similituds entre les
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seves estructures tridimensionals i conserven el mateix mecanisme
catalitic per hidrolitzar enllagos peptidics (Stroud et. al., 1973).
Aquest mecanisme, conegut com "charge relay" (relé de carrega) o "proton
shuttle" (llangadera de protd) implica la participacid, en tots els
casos estudiats, de tres tipus de residus especifics presents al centre
actiu: histidina, aspartic i serina, que capten un protd seqiencialment.
lL.a catdlisi només és efectiva quan 1’aspartic estd carregat
negativament. Les diferéncies de funcié entre les serina-proteinases es
relacionen fonamentalment amb diferéncies en la seva capacitat per a

recondiver i fixar selectivament un determinat tipus de substrat.

Dintre del grup de les metal.loexopeptidases es troba la
carboxipeptidasa A, enzim alliberat després de 1’activacid de la
procarbovipeptidasa A, Les caracteristiques tant del zimdgen com de

1’enzim actiu seran ampliament comentades més endavant.

Les metal.loendopeptidases constitueixen el grup menys conegut de
proteinases, amb caracteristiques segliencials 1 conformacionals ben
diferents de les dels altres grups. Exesples dins d’aquest grup son la
termolisina, la proteinasa neutra de B. subtilis o la colagenasa. En el
cas concret de la termolisina i la proteinasa neutra, el mecanisme
catal{tic sembla tenir resemblances amb el de la carboxipeptidasa A per
un cantd i amb el de les serina-proteinases per 1'altre {(Pangburn i
Walsh, 1973).

La papaina i les catepsines B, Hi L sén exemples de sulfidril
proteases o tiol-proteases (Barrett, 1980). L‘activitat proteclitica
depén en aquest grup del caracter nucleofilic d'una cisteina i de la

preséncia d’un residu histidina a 1a clivella del centre actiu.

El grup de les proteinases acides o carbdxil-proteinases es
caracteritza per la dependéncia de la seva activitat en un medi
fortament acid. La pepsina (digestid) i la quimosina (coagulacid de 1a
1let}) sdén exemples de proteinases acides.

Al classificar-se les proteases en rad del seu mecanisme catalitic,
res no s'ha dit encara de les seves funcions figiolagiques. Aquestes son
multiples, com pot comprovar-se a la Taula I.2. Dues sén, perd, les

funcions generals que podem adiudicar a les proteases: nutriciéd i
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control. A més hi ha una tercera funcié que té relacié amb les altres
dues: comunicacid intercel.lular (Walsh, 1973). Els enzims  qgue
intervenen a la digestid extracel.lular sén exeamples de proteases
relacionades amb la nutricié, mentre que les proteases del procés de

coagulacié de la sang formen part d’un mecanisme en cascada que é&s per

TAULA 1.2

ALBUNES REACCIONS FISIOLOGIOQUES INDUIDES FER ENZIMS
FROTEOLITICS (transcrit de Neurath, 1984)

Resposta fisiologica normal Respostas a estimuls externs Resposta programads
Producles vasoactivs Digestié Desenvolupament
Angiotensina Papsinogen Prococonasa
Procalicroina v Proquimosins Procol lagenasa
Quininogen Tripsinogen ~ Proacrosina
Hormones Quimotripsinogen Fibrindlisi
Proinsulina Profosfolipasa Plasminogen
Proglucagd Procarboxipeplidases Toxines
Hormona proparatiroide Proelastasa Promelitina
Enzims .- Cosgulacid sanguinea Autocensamblatge
Protiresinass Factors Vit, iX, X Procol lagens
Profencloxidase Protrombina Proteines de la capsida
Prorrennina Factor Xill A dels fags.
Fibrinogen
Sisterna complement
Fectors Ca. CS
Precursor properding

ell mateix un factor de control bioldgic. L activacié del +tripsindgen
pancreatic per 1’enteroquinasa duodenal és un exemple de comunicacid
intercel.lular com també ho és la induccié per part de teixits ferits de
1'alliberament de zimdgens a la sang i de 1a seva conversid a enzims
actius, enzims que més tard activaran 1la formacid dels codguls de

fibrina. El primer dels exemples té relacié amb la nutricidé, el segon
amb el control bioldgic.
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I.1.2. EVOLUCIO DELS ENZIMS PROTEOLITICS I APARICIO
DE ZIMOGENS

Els enzims proteolitics sén presents a totes les  formes
d‘organismes vius. Les seves funcions so6n relativament simples a
grganismes primitius i més complexes i diversificades a organismes

superiors. ¢

Hom creu que els enzims proteolitics van apareéixer a les
priéeres fases de 1'evolucid bioclégica {(Neurath, 1984), donat que els
organismes més primitius devien haver-los necessitat per a la digestid
de les seves pripies proteines. Es pot demostrar que algunes proteases
digestives de mamifers comparteixen el mateiz origen ancestral amb
altres d'origen microbid (James, [980). Les proteasss que originalment
tenlien només funcions digestives van anar adaptant-se a tasques nés
complexes i especifiques de regulacid bioldgica (Newrath i Walsh, 197&).
L'evolucid dels enzims proteolitics és per tant, 1 essencialment, =l
resultat de la restriccié i el refinament del procés d'hidrolisi
enzimatica d'enllacos peptidics. Una d'aquestes restriccions a 1’'accid
hidrolitica és el que es coneix com “protedlisi limitada” o trencament
selectiu d’'enllagos peptidics {comentat més endavantl, resu;tat de
1‘evolucid dels requeriments estructurals necessaris per a la interaccid

proteasa-proteina substrat.

Com ja s'ha dit anteriorment, les proteases es classifiquen segons
el seu mecanisme catalitic. En general, aquestA es basa en la
pol.laritzacid de 1l'enllac peptidic per atac nucleofilic sobre 1°enllag
carboni~oxigen i la donacid paral.lela d'un protd a 1’atom de nitrogen
{Figura 1.2). En cada una de les families de proteases hi ha residus
especifics que compleixen les funcions de nucledfils i de donadors de
protons. L ’analogla entre configuracions del centre actiu i residus
catalitics en ell presents, permet deduir que els membres d‘una mateixa
familia han evolucionat a partir d'un mateix ancestre comi {(Walsh,
1975). fixi, per exemple, succeix amb les serinawprotefnasés
pancredtiques tripsina, quimotripsina, elastasa i trombina, gue
posseeixen els mateixos residus catalitics caracﬁeristics (His, Asp i

Ser) en posicions seqgiencials equivalents. Per altra banda, moltes de
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FIGURA I.2. Mecanisme general d'hidrélisi enzimatica de 1’enllag
peptidic. L'atac sobre el carboni del grup carbonil es produeix
directament per un grup nucledfil (N) o per accid d'una base (B) a
través d‘una molécula d’aigua, i es combina amb la donacié d'un protd
{per part d° AH) sobre 1’ Atom de nitrégen.

les proteinases de. la cascada de la coagulacidé de la sang son
serina-proteinases relacionades amb la tripsina pancreatica, encara que,
com veurem més tard, amb la important diferéncia de 1‘'addicid d’una

cadena polipeptidica unida covalentment.

A partir d’'un ancestre comi pot produir-se evolucid divergent, que
implica 1 'aparicié de proteines amb funcié, centre actiu, seqiiéncia i
estructura tridimensional similars o relacionades. Per altra banda, una
evolucid convergent o independent ddéna lloc a proteines que presenten
funcions, i fins i tot centres actius similars, malgrat que les seves
seqiéncies i estructures tridimensionals siguin diferents (Doolittle,
1981). Les relacions evolutives deduides a partir de la comparacid
d‘estructures primaries o tridimensionals tenen bones correlacions amb
les que es deriven d’evidéncies taxonomiques. Un exemple de relacid
evolutiva ben establerta el constitueix la tripsina: per comparacid de

les seqiéncies de la tripsina d'un organisme microbid (Streptomices
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griseus), d’'una espécie invertebrada (la de 1 ‘hepatopancreas d’Astacus
fluviatiliz) i de la tripszina pancredtica de bou, s'ha compravat gue
tots els residus funcionals de la tripsina bovina so6n presents a
posicions analogues als altres dos enzims (Titani et al., 1983). La
seqiidéncia d’aminoacids de 1 espécie invertebrada té un 40% d’analogies
tant amb la tripsina bovina com amb la d’origen microbid i es pot
considerar que la tripsina d'aquest peix representa un nexe d 'unid entre

les serina-proteinases procaridtiques i de vertebrats,

L ’'evolucid de funcions enzimitigques pot produir-se en general per
duplicacié génica o per fusié i rearrenglerament de fragments de gens
(Neurath, 1984). Productes de duplicacid genica ho sén els ja anomenats
enzims pancreatics tripsina, cquimotripsina, elastasa 1 trombina. Les
diferéncies en 1 especifitat d’aquests enzims poden  adjudicar-se a
mutacions produides al gen duplicat que introdueixen canvis a certs
residus aminoacids implicats en la fixacio de 1la proteina substrat
{Hartley, 1970}, dels que se’'n pot veure un diagrama comparatiu a la

Figura I1.3. Les proteases producte d'una evolucid per addicid o deleccid

- S ,f O //
i NH e —NH N N
N/ OH — ™ /C“OH —N OH
CH \CH Sp; \CH NCH Sﬂg \/CH \CH 54!75'
\ CH S
HY Gz H Gy . ~ g
L. ZCHEV
cA
{CHy e
' H+ Gaz¢ H4 G226 cH :
;\)Hg OH O}E:CH- TZZG
0. =0 H
N\ @f OH S
c P -S89 CH 189
Tripsina Quimotripsina Elastasa

FIGURA I.3. Esquema del centre de fixacid de substrats de tres
serina~-proteinases digestives. Es pot observar cim petites diferéncies
seqiencials provogquen una gran diferéncia en la selectivitat de

reconeixement de substrats.

- 10 -
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de fragments de DNA solen ser aquelles que compleixen  funcions
reguladores. Per exemple, les serina-proteinases amb funcions
reguladores (e.g., enteroquinasa) solen contenir dues cadenes
polipeptidiques, de 1les que una presenta homologies amb les

serina-proteinases digestives.

La reaccid catalitzada pels enzims proteolitics, el trencament
d’'enllagos peptidics, és un procés essencialment irreversible que
reguereix d’un control per evitar que no es doni més que allad i quan
sigui necessari. En altres paraules, els enzims proteclitics sén, a més
d’una necessitat fisioldgica un perill potencial pels organismes que els
sintetitzen. D'aqul vé que al 1larg de 1l’evolucid s'han desenvolupat dos
mecanismes de requlacié daquesta activitat: (a) inactivacid per
interaccid amb inhibidors especifics i (b)) formacié de precursors
inactius anomenats =zimégens. Es forca probable que al llarg de
1'evolucid els zimdgens hagin aparegut més tard que els enzims
corresponents, donat que s'han trobat relativament pocs zimdgens a
procarioctes o en organismes eucaridtics inferiors. Per altra part, la
homologia seqliencial observada dintre d'una mateixa familia de
proteinases no s’‘cbserva quan es comparen les seqléncies dels seus
segments d’activacié, la qual cosa fa pensar que en primer lloc faren
els enzims, als que bosteriorment s5‘'hi uniren els fragments peptidics

corresponents per a poder formar el zimégen.

- 11 -
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I.2. PAPER DELS ZIMOGENS I ELS ENZIMS PROTEOLITICS
A LA REGULACIO BIOLOGICA

La sintesi de proteines en forma de zimdgens o precursors inactius
#s un mecanisme de control i regulacié de la seva activitat fisiologica.
Com hem vist en paragrafs anteriors, els zimdgens sén presents a un gran
nombre de processos bioldgics de caracteristiques diferents, i1 en la
practica totalitat dels casos 1’agent activador responsable del pas de
zimdbgen a forma activa és una proteasa. Els zimdgens d° enzims
proteolitics i les seves formes actives sén un model ideal per a
l’estudi del procés de transformacid dels precursors en - formes
fisioldgicament actives (procés d° activacid)l: el :zimdgen, subjecte
passiu de 1 activacid, déna lloc a una proteasa, possible subjecte actiu
de processos similars.

I.2.1. ACTIVACIO DE ZIMOGENS PER PROTEOLISI LIMITADA

L‘activacid de zimdgens comporta sempre el trencament selectiu
d‘enllagos peptidics. Aquest proces, conegut com proteolisi limitada, és
el resultat de 1 especialitzacid dels enzims proteolitics al llarg de
1‘evolucid. L'especificitat de la proteslisi limitada s'explica en
termes d’ estructura tridimensional i d'eﬁcaix mutu entre la proteina
substrat i la configuracid del centre actiu de la proteasa. Com més
riguroses siguin les condicions d'interaccid, major serd la selectivitat
de 1’enzima i més petit el nombre d‘enllagos que podra hidrolitzar
{Neurath, 1980). Un exemple extrem de 1l ‘elevat grau d'especifici;at que
es comenta el constitueix 1’enteroquinasa, una serina-proteinasa
secretada per les cél.lules de la paret interna del duodé, que té com a
gnica funcié la conversié de tripsindgen a tripsina. Aquest procés és
tant especific que només un dels 228 enllacos del tripsindgen és atacat;

a més, no s'ha descrit cap altre proteina substrat de 1°enteroquinasa
(Maroux et al., 1971).

Donada la necessitat d'encaix entre la regiéd que conté 1’enllacg

- 12 -
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peptidic susceptible d’ hidrélisi 1 el centre actiu de la proteasa, la
protedlisi limitada es dirigeix normalment sobre regions situades entre
dominis estructurals de la cadena polipeptidica (bucles superficials o
zones desestructurades) més que sohre dominis interns, helices o
plegaments ﬁ {Neurath i Walsh, 1974).

La protedlisi limitada és una conseqléncia del caracter globular
de la majoria de proteines substrat, que limita molt el nombre
d’'enllagos peptidics que es poden unir al centre actiu de la proteasa.
Ara bé, depenent de 1’estabilitat de 1’estructura proteica, la
protedlisi pot continuar o no. 8i la proteina resultant és resistent en
front de la desnaturalitrzacid i desplegament i no presenta més enllagos
susceptibles d ésser hidrolitzats, la protedlisi limitada produird una

POOL D°'AMINOACIDS

7 N

PROTEINA d PROTEINA

ZIMOGEN| __ ¢

ACTIVA INACTIVA
Transicié al.lostérica
o aodificacid covalent

Protetlisi
linitada

FIGURA I.4. Els zimdgens i la seva posicid a l‘esquema general de
control fisiolagic. (a) transcripcid i traduccid regulen la formacid de
proteines a partir de "pools" d‘aminpacids. (b) altres controls regulen
la seva degradacié. Es pot formar proteines actives per modificacio
irreversible de zimdgens (c) o per modificacions conformacionals

reversibles (d}.
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nova proteina. En 1 ‘altre cas, pot succeir que el pas inicial produeixi
1’exposicid de més enllagos susceptibles i canvis en la conformacid que
provogquin finalment la digestid total de la proteina (Ottesen, 1967). La
protedlisi limitada és, per tant, el darrer pas a la sintesi de
proteines biocldégicament actives i tamhé el primer pas vers la seva
degradacidé (Schimke i Doyle, 1970).

A la Figura 1.4 es pot observar la posicid dels zimdgens a
1’esquema general de la regulacid fisioldgica. El procés de conversid de
zimdgens en proteines actives és essencialment irreversible, puix que la
proteslisi és una reaccid exergonica en condicions fisioldgiques normals
i no es coneixen mecanismes bioldgics senzills per a la reparacid d'un
enllag peptidic trencat (Neurath i Walsh, 1976). A diferéncia de la
major capacitat moduladora dels sistemes reversibles de control
fisioldgic (fosforilacid, transicid al.lostérica...), 1'activaciéd de
zimagens produeix canvis unidireccionals i déna lloc a 1’aparicié de

noves funcions fisiolégiques.

L activacid de zimogens per protedlisi limitada té lloc sobre un
enllac peptidic situat a la vora de la posicid N-terminal. Si considerem
el procés de biosintesi de les proteines, que va des de 1'extrem amino
fins a 1'extrem carboxi, és facil deduir que la formacid del =zimégen
prévia a la formacid de 1°‘enzima &35 un mecanisme dissenyat per evitar
1'expressid prematura de 1 activitat fisiolfdgica. Si el peptid
d’activacid separat per protedlisi limifada estés situat a 1'extren
carboxi terminal, els enzims actius se sintetitzarien i adoptarien

confarmacions natives abans que els seus zimdgens (Neurath i Walsh,
1976).

El trencament d’un enllac peptidic situat en posicié propera a
1’extrem N-terminal no es déna només a 1‘activacid de zimdgens. Les
proteases de mamifers i les proteines de secrecid contenen altres
perllongacions N-terminals anomenades “péptids senyal" o ‘“seqgliéncia
lider" que sdn necessaries pel transport de les proteines en précés de
sintesi a través de la membrana del reticul endoplasmic (Blobel i
Dobberstein, 1975; Kreil., 1981). Aquest péptid senyal és eliminat del
zimdgen per accid d’una proteinasa de membrana situada a la 1lum del

reticul una vegada la porcidé de cadena polipeptidica que conté el péptid
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senyal ha ultrapassat l1a membrana (Lively i Walsh, 1983). Hom creu que
aquesta "pre-proteina" és el primer producte de la traduccid del
missatger i és fisioldgicament inactiva en impedir la preséncia del
peptid senyal el correcte plegament de la cadena polipeptidica (Scheele

-

i Jacoby, 1983).

Una vegada establert el protagonisme de la protedlisi limitada com
a primer pas indispensable per a 1’activacid de zimdgens, podem
preguntar-nos quin és el mecanisme de generacid d'activitat enzimatica.
Es a dir, queda per definir quines sén les conseqliéncies del trencament

de 1°enllac peptidic que uneix enzim i segment d’activacid. La

DA\‘/

Centre de Centre

fixacid de substrats catalitic

FIGURA I.5. Tres camins possibles d’activacid de zimégens. Al cami A
un canvi conformacional indueix la formacid d’'un lloc de fixacio de
substrats eficient. En el cas B el lloc de fixacid ja existeix i el que
s’indueix és un centre catalitic eficient. Al cami C el segment
d’'activacid “"tapa" el centre actiu, que només queda exposat després del
trencament de 1'enllag que uneix segment i enzima. (Segons Neurath i

Walsh, 197&).
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protedlisi limitada pot simplement eliminar un obstacle (el peptid
d‘activacid) o bé provocar a més un canvi conformacional que faci a la
proteina activa. Aquest canvi confarmacional podria provocar la
generacid d’'un lloc de fixacid de substrats o bé induir 1‘engalzament
de novo del centre catalitic (Neurath i Walsh, 1976). Aquestes tres
possibilitats es veuen esquematitzades a la Figura 1.5. Els estudis fets
amb raigs X no han pogut determinar quin és el mecanisme real pel que
es genera activitat enzimidtica (Freer et al., 1970). En canvi, la
certesa experimental que els zimdgens posseeixen una certa activitat
intrinseca (Kassell i Kay, 1973; Martinez, 1980) fa pensar que els
zimogens tenen preformat 1’aparell catalitic i que es diferencien de
1'enzim actiu, apart 1’abstruccid estructural que suposa el segment
d'activacid, en gque el centre de fixacid de substrats esta distorsionat.
Aquesta deformacid del 1lloc fixador de substrats fa que baixi 1‘afinitat
d’'aquests per 1°enzim i que l‘eficiéncia catalitica disminueixi a nivell

residual.

I.2.2. CASCADES D'ACTIVACIO DE ZIMOGENS

l.a protedlisi limitada, al ser el procés determinant del pas de
forma inactiva a forma activa és un mecanisme de control de 1°activitat
fisioldgica de les proteines sintetitzades en forma de zimogens. No
obstant, aguest control pot fer-se més extensiu 1 ésser més +inament
regulat mitjangant el que es coneix com a cascada d'activacid de
zimogens. El terme cascada (Mc Farlane, 1964) va ser introduit per
referir-se a les seqléncies d’induccid d’'activitats enzimitiques en les
que el producte d'una reaccid catalitza la segiient. Aguest procés
necessita d‘un inductor inicial per, a continuacid, autoregular-se. A
les cascades d’activacid de zimdgens cada un d‘ells conté una regio
reconeguda especificament per 1 enzim anterior i una regid que, després
de 1'activacid, reconeix especificament el zimdgen segient (Neurath,
1975).

La complexitat i el nombre de passos implicats en les diferents

cascades d'activacid conegudes és variable. L’activacid dels zimdgens
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quinotripsindgens
enterogquinasa procarboxipeptidases A i B
intestinal proelastases \
‘ profosfolipasa
/'—'\
tripsindgen tripsing g
quizotripsines
carboxipeptidases Ai B
elastases
fosfolipasa

FIGURA I.6. Activacid dels zimbgens pancreatics. A la primera fase,
1'enterogquinasa activa el tripsindgen, el qual 5'encarregara
posteriorment de 1’activacid de la resta de =zimdgens (Transcrit de
Neurath, 1975).

pancredtics és un exemple de cascada de dos passos. En  aquest cas,
1‘enteroquinasa duodenal activa el tripsindgen alliberat per les
cél.lules acinars del pancreas. El producte de 1'activacid, la tripsina,
‘catalitza la conversio de la resta de zimogens pancreatics en els seus

corresponents enzims (Figura 1.4).

Les cascades que involucren més de dos passos s6n un millor exemple
que 1’anterior de la fuﬁ:ié amplificadora de 1’activitat enzimatica gque
és caracteristica d'aquests processos. L exemple més conegut d'una
extensa cascada d’activacid és el de la cpagulacid de la sang (Figura
1.7}. Aguest procés implica 1’activacid de 11 zimdgens a 1’ anomenada

ruta intrinseca i de 4 aés a la ruta extrinseca. La reaccid s’'inicia a
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1a membrana vascular i finalitza amb 1la conversid del fibrindgen a
fibrina i formacid del coagul. Les proteinases generades son prou
especifiques com per ser capaces d'activar el =zimdgen immediatament
posterior de la cascada, perd no el seglient, de manera que no sigui
possible saltar-se passos. D’aquest fet sembla possible deduir que la
cascada de coagulacid de la sang ha evolucionat a partir dels seus
darrers passos, ja que la insercid de cada un dels zimdgens addicionals

augmenta 1'amplificacié i afavoreix la bondat de la regulacié (Neurath,
1984).

t Collagen
2. KOilikF §in e ccc e wwm mw mmsomms s oo e 1
{Pigsmun} :
'
H
:
Factor XIl  Factor Xlla —-————?\' ‘:
'
'
/—\’ E
Factor Xt Factor Xig Prekallikrein  Kailikrewy

Ca*

Factor I1X  Factor !Xa';g

Co* M. | Facter YIII'  Foctor VIII

[Factor DXy Factor ViF'- Ca™.PL]

Facter X

Ca**,PL | Factor V' Factor ¥

[Facter X - Factor V-Ca™ P}

Prothrombin  Thrombmn m_l

O\

Fibnnogen Fibeury
Cc""imm Xty Factor XU

ca*

Fibrin { cross tinked}

FIGURA 1.7. Mecanisme temptatiu per explicar la iniciacid de la
coagulacid de la sang en el sistema intrinsec de plasma de mamifers. La
ruta intrinseca i extrinseca convergeixen al factor X, gue és el
responsable de 1’activacid de la protrombina (reproduit de Davie i
Fujikawa, 1973).
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ZIMOGEN PROTEINASA COMPLEX
PROTEINASA-INHIBIDOR
»
[ x’//”“::i:::xm“. — Xace = I

Traduccid i ’//”"—"""“\‘\
amplificacid Ya r—___ Y2 ace T Yaace < Ivaa
de la senyal y//”"‘“--\\‘n\

Y2 Yz ace —":_:"m Y2 act = Iy-2

’/,»*“*“ﬁz:likiYn act

Expressié z Zace PROTEINA ACTIVA

FIGURA I.8. Esquema general dels processos de contful regulats per
zimdgens, proteases i els seus inhibidors. Els zimdgens son activats
seqiencialment i la seva activitat és controlada per  inhibidors
especifics. El darrer pas de protedlisi limitada déna 1lloc a
l'expressid de la funcid de la darrera proteina activa. (%) representa

la senyal fisioldgica que inicia la cascada (de Neurath i Walsh, 1976}

A més del gran poder modulador que suposa el nombre de passos
d’activacid, el procés de coagulacid de la sang també vé regulat per la
preseéncia d’inhibidors especitics de cada una de les proteinases.
Aquests inhibidors sén els encarregats de posar fi a les reaccions
d activacid i restringir la seva accid a 1’A&rea on és necessaria. La
regulacid per inhibidors no és en absolut exclusiva del procés de
cpagulacid sind que és una caracteristica comi a molts processos
seqlencials. Un possible esquema general estd representat a la Figura
1.8, on es tenen en compte les tres fases principals d'un procés
d'activacio de proteases: interpretacié de la senyal inductora del

procés, amplificacié de la primera senyal i efecte final. En general es
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pot dir que la durada de cada un dels passos vé controlada per la
concentracid d’inhibidors, mentre que el grau d’'amplificacid esta
determinat pel nombre de passos entre inici 1 expressid final de

1’activitat.

Les cascades d’'activacid de zimogens no operen necessariament en
estat aillat, sind gue poden interaccionar les unes amb les altres;
aquest és el cas dels sistemes de la coagulacid, fibrinolisi 1
kallicreina. La seva interaccid afegeix elements de control i modulacid

addicional als que sén intrinsecs de cada sistema.

La protealisi limitada, sigui considerada com un procés alilat o
dins d’un procés seqliencial, és, doncs, un important element de control
que pot iniciar funcions fisioldgiques noves 0 regular-ne de
preexistents. En tot cas és un procés irreversible que destaca per
aquesta rad dins la llista de possibles modificacions postranslacionals
que poden sofrir les proteines. Els zimdgens estan doncs dissenyats per
respondre a senyals fisioldgiques, amplificar-les i activar de forma

irreversible una deteraminada funcid.
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I1.3. PEPTIDS D'ACTIVACIO

Es coneix com a péptid d’activacid a tot fragment peptidic
alliberat d‘un zimdgen durant la seva activacid per protedlisi limitada.
EstA ben establert que la majoria de processos d’activacid de zimogens
tenen lloc per trencament enzimatic d'un o més enllagos peptidics
situats en posicid N-terminal amb relacid al centre actiu de 1la
proteina. D’'aquests conceptes sovint s‘en dedueix un esquema general
referent a 1 ‘estructura de zimogens que resulta erroni: el que considera
que un zimbgen és una cadena polipeptidica 1lineal que, després de
l‘activacid, allibera indefectiblement un peéptid més o menys 1llarg
situat al seu extrem N-terminal. L’'amplia gamma d estructures possibles
que poden presentar els zimdgens i els diferents tipus de processas
d’activacid dels mateixos contradiuen la simplicitat d’aquesta idea. Hi
ha, per exemple, zimdgens formats per diverses cadenes com és el cas del
factor XI de la coagulacid de la sang (Wuepper, 1972), i d‘altres que
alliberen un péptid d’'activacid intern com 1i succeeix al factor IX
{Katayama et al., 1979). També en alguns casos es manté 1'estructura de
dues cadenes polipeptidiques després de l°‘activacid com 1li succeix a 1la
trombina (Magnusson-et al., 1973), o s’‘cbserva el trencament conjunt
d’enllagos situats al sector N-terminal i a l’interior de la molécula
durant 1’activacid, tal com s‘'ha definit pel plasmindgen (Wallén i
Wiman, 1973). En els casos més complexes el procés d’'activacié de
zimogens poseeix més d’'una de les caracteristiques abans esmentades; hi
ha, perd, casos en qué també =s’‘observa processos d’activacid
simplificats com amb el tripsindgen,Apepsinbgen i procarboxipeptidases.
En algun cas no es pot parlar ni tant sols de péptid d’activacid, donat
que la protedlisi llimitada no allibera cap segment peptidic sino que es
limita a trencar per un sol punt la continuitat de la seqléncia
polipetidica, sequint les dues cadenes separades unides per ponts

disulfur, com ha estat descrit per la uroquinasa humana (Wun et al.,
1981).

Del comentat fins ara s’en dedueix que resulta dificil definir una

estructura i una localitzacid generals pels segments d’activacid. La
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seva diversitat és tant de llargada com de composicid i seqiencia. Hi ha
segments o péptids d'activacid molt curts, com el del tripsindgen (6
residus) (Davie 1  Neurath, 1995), de 30-50 residus com el de la
prokallicreina (Kizuki et al., 1982) o el del pepsindgen (Stepanov et
al., 1973), de quasi 100 residus (procarboxipeptidasa A de pancreas de
rata) (Quinto et al., 1982), i en alguns zimbgens el fragment alliberat
durant 1°activacié és fins i tot més llarg que el mateix enzim, com
succeix en el cas de la trombina (274 residus en front de 2359)

(Magnusson et al., 1979).

Les diferéncies en llargada i composicid entre els segments
d’activacid son també evidents entre aquells que pertanyen a zimbdgens de
proteases de la mateixa familia. S'ha dit ja que les families de
proteases agrupen proteines homdlogues que han conservat aguells
aminocacids essencials per a la funcido i pel manteniment de 1a
conformacid de 1'enzim o proteina activa. Les regions més conservades
s6n aquelles corresponents al centre actiu i 1a comparacid de seqiéncies
permet apreciar generalment un caonsiderable grau d’'homologia. En canvi
sembla que el grau d'homologia seqliencial és petit entre els péptids
d’activacid de zimdgens diferents perd pertanyents a la mateixa familia.
Aixl, s’'observa homologla entre els péptids d'activacid de, per exemple,
diferents tripsines, perd encara apareixen grans diferéncies entre els
segments d’activacid de tripsina, gquimotripsina, elastasa 1 trombina
{veure Figura I.9). Fins i tot es dbna el cas de dues elastases de rata
que presenten un S8Y d'identitat seqglencial 1 que tenen segments
d’activacid completament diferents (McDonald et al., 1982). Cal peré fer
esment que en els exemples exposats el lloc concret d’activacid presenta
una seqiéncia amb un notable grau de conservacid: X - - Y, en la que X

és Lys o Arg i Y és 1Ile o Val.

No obstant les diferencies, pot establir-se un cert grau de relacid
entre els segments d’activacid d’algunes proteases. Aixi per exemple,
dins del grup de les serina-proteinases sembla evidenciar-se 1la
preséncia de tres classes de péptids dactivaciéd. Com es mostra a 1la
Figura I. 8, el péptid d’'activaci6 dels tripsindgens sén homdlegs amb el
que s’allibera durant 1°'activacié de la prococoonasa., També s’ohserva

homologies entre els corresponents a quimotripsinégens i elastases i
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GROUP 1 . l
Bovine trypsinogen Yal-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys | 1le~
Dogfish trypsinagen Als-Pro-Asp-Asp-Asp-Aspe-lys |fle-
Pracocoansse {5 restdues)-~-Arg-Thr-Gin-Asp-Asp-Gly-Giy-Lys | Ile-

GROUP 11 . ’

Bovine chymotrypsinogen A (7 res)---Pro-Val-Leu-Ser-Gly-Leu-Ser-Arg |Ite-
Bovine chymotrypsinogen B {? res}e.-Pro-Val-leu-Ser-Gly-Leu-Ala-Arg | Ile-
Bovine chymotrypsinogen € - (5 res)-~-Phe-Gln-Pro-Asn~-Leu-Ser-Ala-Arg |Vale
Lungfish proelastase A {3 res)+-Pro-Ser-Tyr-Pro~Pro-Thr-Ala-Arg {Val-
GROUP 111 .
Bovine prothrombin Ala-Asn-lys-Gly-Phe-Ley-Gla-Glam~ene {307 res}emmvmmens Phe-Glu-Ser-Tyr-1le-Glu-Gly-Arg | Ite.
Bovine Factor X Ala-Asn-Ser- - -Phe-feu-Gla-Gla -{133 res} {43 res)--Glu-Asp-Gly-Ser-Gln-Vai-Val-Arg [Ile-
Bovine Factor IX Tyr-Asn-Ser-Giy-Lys-Leu-G1x-GIx-~-u{ca. 147 res}) senman - ¥al-
Bovine plasminogen Glu-Pro-Leu-Asp-Asp-Tyr<Val-Asn--«-(ca. 550 res)e-vecsceccuasuourmnnnnsnneceoncannn Arg | val-

FIGURA 1.9. Homologies seqlencials en les regions d'activacid de tres
grups de zimbgens de serina-proteinases. La sageta indica el punt on té
1loc la protedlisi limitada (reproduit de Neurath i Walsh, 1976},

entre els alliberats a partir de zimbgens de certes prﬁteinasesb
implicades en la coagulacid de la sang, en particular els corresponents
a protrombina i factors IX i X. Cal assenyalar que en aguest darrer cas
les homologies més importants es. troben localitzades en una zona
allunyada seqgiiencialment del punt d’activacidé i gque forma part de una
llarga cadena polipeptidica amb posssibles funcions reguladores, el que
podria explicar en part la homologia observada.

Si bé la funcionalitat de les formes actives generades després
d’una activacid per protedlisi limitada estd ben establerta, es coneix

ben poc de 1'estructura i possible funcid secundiria del fragment

peptidic segregat, que pot ser considerat en ocasions com destinat a
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desaparéixer. La considerable 1llargada d’alguns d’aquests peéptids
d’activacid i 1 ’'aparentment desproporcionada despesa energética que
suposaria sintetitzar—-los amb 1 dnica finalitat que fdssin degradats ha
fet pensar precissament en hipotétiques funcions per les regions
d’activacid alliberades. Un primer pas en aquest estudi el constitueix
la comparacié de seqligncies dels segments dfactivacid de :zimdgens
relacionats, amb la finalitat d observar si existeix una conservacia
significativa d’'estructures primaries. Un exemple de comparacio de
seqiéncies de zimdgens homdlegs, és la feta amb els factors de 1la
coaqulacid esmentats al final del paragraf anterior; aquest estudi ha
permés demostrar la conservacid de regions funcionalment importants
{Katayama et al., 1979). En aquest treball els autors comparen les
seqiencies de quatre proteines plasmatigues precursores de
serina-proteinases i de la tripsina (Figura I.10). La comparacid de les
seqiéncies corresponents a la zona N-terminal vé facilitada per la
definicid arbitraria de quatre regions dins la proteina, feta a partir
de la seqiéncia del factor IX. Aixl, s’'observa per una part una
homologia constant entre les regions catalitigques de totes les proteines
i per 1l‘altra es comprova que el major grau d° homologia dins la regid
no catalitica correspon a la zona denominada GLA, que és la que conte
els residus carboxiglutamic, essencials per a la fixacié d'ions Ca=2*
(Fernlund et al., 1978). Els ions Ca®* sdén indispensables per a 1la
conversié de cada un dels zimdgens en les seves formes actives. En
canvi, no s’'observa un elevat grau d'homologia entre les zones
denominades regid del péptid d’activacid, alla on té lloc el trencament
proteolitic. Dit d’una altra manera, en aquest cas és dificil trobar
d’antuvi raons estructurals que puguin justificar una hipotética funcid
del segment d’activacid una vegada separat de la proteina, perd en canvi

si s‘observa funcions fisioldgiques en regions no catalitiques.

En el cas d’'alguns zimdgens de la coagulacid de la sang, a més de
la ja esmentada interaccid amb cofactors per part de les regions gue no
poseeixen activitat catalitica, s’'ha definit algunes altres possibles
funcions per alguns peptids d'activacid. Per exemple, se sap que -el
factor Cs del complement  allibera en  activar-se un péptid

fisioldgicament actiu anomenat anafilotoxina (Hugli, 1975). £l mateix
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FIGURA I.10. Comparacid esquematica dels zimogens de cinc serina-
proteinases. Els bucles del dibuix han estat necessaris pel ajust de
sequéncies. Els cercles indiquen llocs de fixacid de carbohidrats. El
percentatge d'homologies s‘indica per parelles de regions. La separacid
per regions, indicada per les linees verticals s'ha fet a partir de

1’estructura del factor IX (reproduit de Katayama et al., 1979).

succeix amb el factor Cs i la protrombina, doncs ambdés  alliberen un
peptid farmacoltgicament actiu. També se sap que el péptid d’activacid
del tripsindgen podria tenir una accid hormonal en actuar de forma
inhibidora sobre els reflexos nerviosos que provogquen la sensacid de
gana (Abita et al., 1973). Per altra banda, recentment g'ha trobat

evidéncies de que els péptids alliberats durant el procesament
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proteclitic del procol.lagen podrien actuar a nivell gendmic inhibint la

produccid del seu m-RNA i la produccid de més proteina (Wu et al., 1984).

Pel que respecta al segment d'activacid objecte d’aquest estudi, el
de la procarboxipeptidasa A de pancreas de porc, estudis anteriors han
demostrat que en estat ailat és un potent inhibidor de 1 activitat
carboxipeptidasa A (San Segundo et al., 1982} i que, al presentar una
compacta estructura globular, podria constituir un domini estructural
dinsg de la proteina {Avilés et al., 1982). Per altra part, hem observat
que la homologia seqliencial de la zona N-terminal dels segments
corresponents a l1a PCPA de dues especies diferents (rata i porc) és prou
elevada com per a que la conservacid de seqténcia pugui ser deguda‘a la
possible existéncia d’un paper  funcional per agquests  segments

d activacid.
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I.4. PROCESSOS D'ACTIVACI& DE PROPROTEASES

De la mateixa manera que el grup de les serina-proteinases és el
més ben estudiat dintre dels enzims proteolitics, també els seus
zimogens son els més ben coneguts, tant pel que es refereix a la seva
estructura com al seu procés d’activacid. En aquest - capitol farem una
revisid dels processos d’activacido d'aquests i d’altres zimogens
d‘enzims proteolitics. Cal dir, perd, que no es troba descrit en detall
a la literatura cap proceés d‘activacié que siqui equiparable al de 1la
procarboxipeptidasa A, tant pel que respecta a la 1llargada del péptid
alliberat per protedlisi limitada com per les caracteristiques que

aquest posseeix una vegada hidrolitzat 1°enllag que 1l uneix a 1l 'enzim.

I.4.1. GNJIPHJTT%IFHBIIHEMBE]‘

Es coneixen tres tipus de quimotripsintgens, A, B i €, que han
estat aillats de pancreas de bou, de porc, o d’'ambdds. Els tres zimdgens
en ser activats donen lloc a quimotripsines de caracteristiques
catalitiques molt similars perd no idéntiques. Ens limitarem en aquest
paragraf a comentar la forma A tant del zimdgen com de 1°‘enzim, puix
que aquesta és la forma coneguda normalment com quimotripsindgen-ina.
Ambdos van ser aillats per primera vegada per Kunitz i Northrop (1933),

qui van cristal.litzar tant el zimégen com 1l°enzima activa, coneguda com
& —quimotripsina.

Basicament, el procés d’activacid del quimotripsindgen va ser
descrit entre els anys 1952 i 1953 pels grups de Desnuelle i Neurath,
encara que aportacions posteriors han permés reafirmar o revisar
conceptes. S'han descrit dues vies per a 1l’activacié del
quimotripsindgen, les anomenades lenta i rapida. La primera indicacid de
que podia haver-hi diverses vies d‘activacié va venir del reconeixement
de diferents formes de 1'enzim, que diferien en forma cristal.lina i en

solubilitat.

El quimotripsindgen passa a la seva forma activa per un procés de
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protedlisi limitada amb 1la pérdua d'un cert nombre de residus
aminodcids. Logicament, 1 estudi del procés d’activacid va fonamentar-se
en el reconeixement dels residus N-terminals 1lliures generats, en
1'andlisi dels péptids alliberats, en la caracteritzacid de les
diferents formes d’enzim actiu que anaven apareixent i en la

quantitatitzacid de les seves respectives activitats.

Desnuelle (1240) va proposar un esquema per explicar la génesi de
les diferents formes de quimotripsina. A la Figura 1.11 es pot veure una
versid actualitzada d’agquest esquema, que té en compte les aportacions
de Wright et al. (1948) i de Miller et al. (1971) pel que respecta a 1la
totalitat d'intermediaris reconeguts. La via rapida, que és5
probablement la que té 1lloc a nivell fisioldgic a 1° implicar 1a
presencia de tripsina en els primers estadis de 1’activacid (recordem
que al duodé la tripsina és 1’enzim encarregat d’activar 1la resta de
proteinases), comenga  per l’atac triptic spbre un enllag
Argss~Iless. AiNG ddéna lloc a 1 'apariciéd d'un  intermediari inestable,
la s -quimotripsina, que es transforma en §-quimotripsina per pérdua
del dipéptid Ser,s-Argis com a consequeéncia d’un autoatac
quimotriptic posterior (Bettelheim i Neurath, 1939). Es pensava que 1a
continuacid del procés autocatalitic donava lloc a la forma & de 1la
quimotripsina, per® la preséncia majoritaria de la formad en barreges
d’activacit rdpida després de 90 min i la definicidé de la forma YV  com
a immediat producte de 1°'alliberament del dipéptid Thriss—Asniasa a
partir de la forma® van modificar 1’esquema anterior en el sentit que
es va passar a considerar la forma & exclusivament com producte de
1’activacid del neogquimotripsinégen (Wright et al., 1948), com es va

comprovar meés endavant.

El grup de Desnuelle va demostrar que el quimotripsindgen pot ser
atacat per la 3~ﬂndmotripsina, perd a una velocitat molt inferior que
per la tripsina. Aquesta és la denominada via lenta d’activacié,
segons la qual 1°atac proteoclitic de 1'enzim actiu déna 1lloc a 1a
formacid dels neoquimotripsindgens, producte de la hidrélisi de tres
enllacos peptidics susceptibles. L activacid dels neoquimotripsinagens
es produeix igual que a la via rapida, per hidrolisi de 1°enllag

Argss—lless. Durant 1°activacio lenta, i degut a que la  hidralisi
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ACTIVACIO LENTA
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FIGURA I.11. Esquema d’activacié del cquimotripsindgen. QT:
quimotripsina; QOTg: quimotripsindgen; T: tripsina. La 1llargada de les

cadenes és aproximadament proporcional a la seva llargada real.
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guimotriptica afecta a diferents enllagos sense un ordre prefixat,
s obtenen barreges complexes; aixd no ohstant, el principal producte de

1'activacid lenta és la @-quimotripsina.

Miller et al. (1971) van completar 1l’'esquema mostrat a la Figura
I.11 amb la inclusid de la npova espécie K-gquimotripsina, que es
considera ara en realitat el producte més estable de la via rapida
d’activacid. Tamhé van demostrar que una isomeritzacid interconverteix
les dues formes }’icx, i van apaftar evidéncies de que la forma & deriva
només de 1‘activacid del neoquimotripsindgen. Per demostrar aquest
darrer punt van seguir 1’aparicid de dimers al llarg de 1‘activacidg
donat que la formaQ és 1’dnica que presenta la propietat
d’autoassociar-se, aguest test va constituir una prova directa de 1la

seva preséncia.

El reconeivxement de les modificacions produides a 1 estructura
primaria dels zimdgens de proteinases durant 1’activacid no és un
bagatge suficient per explicar el mecanisme de generacid de l‘activitat
enzimatica. L activacid, ultra produir canvis en estructura primiria
produeix, com a conseqiiéncia dels mateixos, canvis conformacionals i
canvis en 1’accessibilitat de residus que sé6n gls darrers responsables
de 1 aparicid d'activitat. Mitjangcant estudis de modificacid quimica
selectiva (carboximetil.lacié, marcatge amb inhibidors quimics...),
estudis espectrals, cinetics i dades cristal.lografiques, Kerr et al.
{1976) van proposar un mecanisme per explicar els efectes dels processos
proteolitics abans comentats. Segons aguests  autors, 1’activacid
produeix un augment en 1l ‘afinitat per el substrat, gracies a un canvi en
la geometria de la butxaca de fixacid, al mateix temps que es provoca
una reorientacid de la BGlyses que facilita 1’estabilitzacié de 1estat

de transicid originat durant la catilisi enzimatica.
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I.4.2. TRIPSINOGEN

El tripsindgen és el precursor de la tripsina, una dels enzims
proteolitics que exhibeix una més estricta especificitat, juntament amb
el seu activador, 1’enteroquinasa. El procés d’activacid del tripsinogen
65 més senzill que el comentat a 1'apartat anterior, malgrat que tambe
en aquest cas es produeixen diverses formes d’enzim actiu, producte de

diferents discontinuitats a la seqlidncia d’'aminoacids.

En condicions fisioldgiques 1°activacié del tripsindgen corre a
carrec de 1 ‘enterogquinasa duodenal. Una vegada aguest procés ha nodrit
de tripsina al medi, aquesta s’encarrega d’'activar la resta d’enzims
proteclitics. Com en el cas del quimotripsindgen, el procés d‘activacid
de la proenzima ha estat estudiat mitjangant determinacions de residus
N-terminals i identificacid dels péptids alliberats durant el proces.
Davie i Neurath (1935) van aillar 1 caracteritzar 1° unic péptid
d'activacid alliberat per accié de la proteinasa activadora, peptid que
conté Asp, Val i Lys en una relacid 4:1:1. Coneixent a més la seqliencia

del proenzim:

Val-Asp-Asp—Asp—-Asp—-Lys—Ile-Val-Gly-Gly—Tyr—-... fins 229

1loc de trancasent

i sabent que el nou N-terminal generat és Ile, resulta facil deduir que
l‘activacid es produeix per eliminacid de 1 hexapéptid N-terminal
Vals-Lysa.

Treballs posteriors van demostrar que accions  autolitiques
posteriors podien hidrolitzar altres enllagos peptidics addicionals. Els
possibles trencaments i les diferents formes de tripsina alliberades es
resumeixen a la Taula I.3. Les tripsines comercials solen contenir una

barreja de les diferents espécies.

Els fragments de la molécula de tripsina obtinguts per activacid i
autdlisi estan interconnectats per ponts disulfur, de manera que no hi

ha cadenes lliures. Com en el cas de la quimotripsina, 1'autolisi

-3 -



Introduccio

TAULA I.3.

ENLLAcOS PEPTIDICS HIDROLITZATS DURANT L°ACTIVACIO DEL TRIP-
SINOGEN I FORMES DE TRIPSINA GUE ES PRODUEIXEN (reprodui't de
Blackburn, 1974}

Enllagos hidrolitzats Agent Productes Activitat
Lyse~1ley Enteroguinasa ;§~trip§ina ?
Lysy~Iley Tripsina -tripsina - f
LySasa~Sersss

Lysa=Iley id. f-tripsina *
LYS;::“QQF;&&

Lyssire~ASPysy

Lysa~Iley id. Enzim actiu
Argios-Valios

Lyse-Ilery id. Enzim actiu ?
Arg;og*Va1;¢¢

Lyssss~Bariss

Lysa~Iley id. Enzim inactiu s

LySee—Serms
Argsos~Valsos
Lyssse-Serisa

dnicament incrementa el nombre de cadenes, sense fer perdre llargada a
1'enzim de manera substancial. Quatre dels sis ponts disulfur s6n
homdlegs amb guatre dels cinc de la quimotripsina. Es pot observar a2 1la
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Figura I.12 que l°enllag peptidic hidrolitzat Lys;ss-Ser,s= és gairebé
equivalent a 1’ enllag Tyriae—Thriay, hidrolitzat durant 1la conversid
a neoquimotripsindgen. Aixd és indicatiu que pot produir-se hidrélisi a
la mateixa regid d’amhdés enzims sense distorsionar el centre actiu i
que en agquesta regid existeix praobablement una homologia conformacional

que permet trencaments altament especifics {Blackhburn 1976).

S'ha dit ja que el péptid d'activacid del tripsindgen és
Val-Asp-Asp—-Asp-Asp-Lys. Resulta interessant remarcar que la seqléncia
Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, residus 2 al 6 de la proenzima, és present a tots
els tripsinogens estudiats fins ara, i que aquesta sequéncia és

essencial per a que es doni interaccid de 1°enteroquinasa amb la

proteina substrat. Per exemplificar aquesta especificitat,
13__16 20 3
a1 32
%6 149 05 #3155 43
2|SSles &> alSS e ;
1Llggdszz 191 =
13 -S-S< 20t Ss M2 ‘S‘S‘ 168
. 1
220
#s}s-s{ 216
229
246
- QUIMOTRIPSINA (-TRIPSINA

FIGURA 1.12. Comparacid esquematica de les estructures primiries de la
quimotripsina (a) i tripsina (b), amb indicacid de la posicid dels ponts

disulfur i dels trencaments produits en generar-se les dues formes
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1'enteroquinasa no és capag d'hidrolitzar el péptid N-terminal
Val-Ala-Ala~-Lys—-Ile~Val del quimotripsindgen. L’enteroquinasa, per tant,
sembla recondixer no només la cadena alifatica de la lisina (com fa la

tripsina), sino tota 1’estructura poliaspartic-lisina.

Aquesta extrema especificitat observada en 1’activacid del
tripsinogen sembla indicar dues coses: per un cantd, que el responsable
inicial de 1’activacid és gairebé exclusivament 1’enteroquinasa, 1 que
el mecanisme d’autoactivacié comprovat in vitro té només una
importancia limitada in vivo, i per altra banda que aguesta elevada
especificitat d activacid constitueix una mesura d’autoproteccid de
l'organisme que evita la preséncia de tripsina activa a pancreas o suc

pancreatic, preséncia que podria ocasionar greus disfuncions.

Amb referéncia al ja esmentat mecanisme d’autpactivacid, sembla
comprovat que no és degut @ la preséncia d'una petita quantitat de
tripsina contaminant, sind que el zimogen posseeix una certa activitat
catalitica (Kay i Kassell 1971) intrinseca. Tal fet ewplicaria la lenta
formacid inicial de tripsina, seguida per una fase d'acceleracid de la
reaccid, corresponent aquesta darrera a }’efecte de la tripsina formada

en primer lloc.

I.4.3. PEPSINOGEN: PRECURSOR D’'UNA PROTEINASA ACIDA

El pepsindgen millor estudiat és el que s’ailla a paftir de mucosa
gastrica de porc i és conequt amb aguest nom o bé com pepsindgen A,
L'enzim actiu, la pepsina, és una carboxil-proteinasa activa a pH acid i
relacionada estructuralment i funcional ment amb altres
carboxil-proteinases gastriques (quimosina i gastricsina), lisosomals de
mamifers {(catepsines D i E), de plasma sanguini 1 seminal, i altres
{Tang, 19764).

L'activacid del pepsindgen es produeix espontaniament a pH baix en
abséncia de proteinases activadores. Amb 1’evidéncia afegida que el
pepsindgen és una entitat molecular de massa superior a la de la
pepsina, el que implicé la pérdua d'un segment peptidic durant
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1’activacid, gueden obertes d‘antuvi diverses interpretacions al procés
d'activacid del proenzim. Les possibilitats sén: que hi hagi petites
traces de pepsina al medi, que el pepsindgen presenti activitat
proteolitica i es produeixi un mecanisme autocatalitic bimolecular, o bé

que el zimégen s’autoactivi mitjangant un mecanisme unimolecular.

En un principi, 1'opinid majoritaria afavoria el mecanisme
d'activacid bimolecular, bé a carrec de pepsina contaminant o del propi
zimdgen que, gracies a un canvi conformacional produit a pH baix,
adquiriria propietats catalitiques. No obstant  aixd, Bustin i
Conway—Jacobs (1971) demostraren que el zimadgen lliure de contaminacions
d'enzim actiu desenvolupava activitat proteolitica a pH acid i que
1'activacid era independent de la seva concentracié 1 fins i tot de
1'addicid de pepsina, amb el que postularen un mecanisme d‘activacié
intramolecular. En  aguest treball s 'identificaren e@ls residus
N-terminals presents abans 1 després de 1’activacid que eren,
respectivament, Leu i Ile, el que permeté deduir que Ile és el residu

N-terminal de 1'enzim actiu.

Els treballs de McPhie (1972) i Al-Janabi i col. (1972) donaren
suport a la darrera hipdotesi. En el primer cas, mitjangant mesures
d ‘espectrofotometria de diferéncia, s’'cbtenien evidéncies d'un canvi
conformacional a pH 2,85 reversible al neutralitzar I que no era
acompanyat de la formacid de pepsinaj; es va interpretar aquest fendmen
com la via de formacid d’un pepsindgen capag d‘autoactivacié. En el
segon treball, estudis cinétics permetien deduir gque a valors de pH
entre 1 i 3, la cinetica d’activacié era de primer ordre, el que
suposava un mecanisme intramolecular, i que a pH 4 la cinética era mixta
entre primer i segon ordre, el que deixava oberta la porta a una

interpretacié a la vegada uni i bimolecular del procés.

Kassell i Kay (1973) interpretaren el canvi conformacional observat
per McPhie com un pas del zimdgen no actiu a =zimégen amb activitat
proteolitica, hipotesi que va ser refutada pel mateix McPhie (1974) al
demostrar que tota activitat péptica detectada durant una incubacis de
pepsindgen pur a pH baix era deguda a pepsina i no a pepsindgen. Per a
demostrar-ho, McPhie va mesurar activitats després d’incubacions a pH

baix, pH 8,5 0 7,5 i altra vegada a pH baix, fent us de la propietat de
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pepsindgen i pepsina de ser desnaturalitzats irreversiblement a pH 9,3,
mentre que només la pepsina ho és a pH 8,5. Si tota 1'activitat
observada havia de ser adjudicada a la pepsina, el mecanisme d’activacio
només podia ser intramolecular, el que suposa 1'autoconversid del
pepsindgen en pepsina.

De manera paralel.la a aguests experiments es determinava la
seqidncia del segment d'activacié del pepsindgen (Stepanov et al.,
1974). Aguest era un polipéptid de 44 residus i 1’enllag trencat durant
1'activacid pra 21 format per Lotsa~Ilogs.

Mentre que altres treballs abonaven " la hipoétesi d'activacid
intramolecular (Sanny et al., 1978), es comengava a estudiar la
seqiencialitat del procés, ja apuntada en els primers estudis. Aixd,
Dykes i Kay (1974) demostraren que la conversid del pepsindgen en
pepsina no és un procés d'un sol pas, sind que abans de 1'alliberament
del péptid 1-44 es produia 1°alliberament del peéptid 1-16, segons

demostraren experiments d'activacid en preséncia  d’un inhiﬁién#

OO~ O—-O—©-~
n & g ¢ «

ACTIVATION
PERINGEER INTERMEDIATE INTERMEDIATE WNTERMEDIATE N erTiDE

FIGURA I.13. Mecanisme d’activacid del pepsindbgen. El - cercle gran és
1a molécula proteica sencera. El quadrat i cercle petits  sdn,
respectivament, el centre actiu putenciél i desenvolupat amb dos grups
carboxil. La linea representa el segment d’activacid {de Marciniszyn et
al.y 1976)
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(pepstatina). Per l1a seva banda, Koga i Hayashi (1974) efectuaren
simulacions per computador de diferents processos seqiencials, el que

els permeté proposar un model teoric.

Com a resultat de totes aquestes aportacions, un possible esquema
per al procés d‘activacid del pepsindgen és el representat a la Figura
1.13, proposat per Marciniszyn i col. (1976). Seqons aguest esquema, el
pepsindgen en medi a&cid és convertit en 1'intermediari & . Aguest no és
capag d‘activar cap altra molécula de pepsindgen via un  procés
intramolecular, i sofreix posteriaorment un canvi comformacional que fa
que pugui unir el péptid d’activacid i formar un complex intramolecular
enzim-substrat (0). La formacid d'aquest segon intermediari és seguida
per la hidrélisi intramolecular de 1‘enllag 44-45 del pepsinogen (@ ) i

per la dissociacié de la @ -pepsina i el péptid d’activacié.

Aquest esquema és, perd, massa simplificat en relacié amb els
coneixements actuals, donat que, segons Dykes i Kay (1978) hi hauria dos
intermediaris , el que produeix el trencament de 1 °‘enllag 16-17 i el que
produgix el trencament de 1°'enllag 44-45. Per altra banda, Auer i BGlick
(1984) i Glick i col. (1985) han demostrat que el primer aconteixement
de 1‘'activacid és una protonacidéd que produeix dues formes del zimagen,
que sofreixen camins d'activacid concurrents. Per tant, aquesta hipotesi
suposaria la introduccié de dos possibles ‘“primers" intermediaris

(equivalents a & ) que seguirien activacio paral.lela.

I.4.4. DUES SULFIDRIL-PROTEINASES: PAPAINA I
PROTEINASA ESTREPTOCOCAL

Aquests son dos exemples de proteinases que, tot i pertényer a 1la
mateixa familia presenten mecanismes d‘activacié ben diversos en alguns
aspectes. Ambdues es sintetitzen en +forma de precursors inactius i

depenen del grup tiol d‘un residu cisteina per a la seva activitat.

La PAPAINA és una proteinasa obtinguda a partir del 1latex i la
fruita de plantes superiors. L'obtinguda a partir de Carica papaya esta
formada per una cadena polipeptidica de 212 residus amb tres ponts

disulfur intracatenaris i conté un sol grup tiol lliure, la cisteina 25

- 37 -



Introduccid

(Light et al., 1964). §S'ha comprovat que el tractament amb agents
reductors confereix activitat proteclitica i esterdsica a la papaina
inactiva, i que aquesta forma d’emmagatzament de la papaina no activa
presenta un pont disulfur mixte papaina-85-S-CLys. A la vegada s'ha
reconegut 1a preséncia en certes preparacions d’una fraccid .de papaina
amb grups tiol lliures, perd inactiva (Brocklehurst i Kierstan, 1973).
Sembla ser que aguesta fraccid correspon a un isomer de la molécula en
el que la Cysas forma un pont disulfur. Aquest isdmer, en el que la
substitucid del residu 28 1liure pot correr a carrec de les dues
cisteines més properes, la 23 i la 63, #s anomenat pels autors
propapaina, i es converteix en 1’enzim actiu per intercanvi
tiol-digulfur. Si la propapaina és la forma d'emmagatzament de la
papaina a la planta de papaia, 21 seu mecanisme d’activacid constitueix
un exemple ben singular de pas de zimdgen a proteina activa, que no
suposa trencament proteclitic previ i no és comparable a altres

mecanismes conequts.

La PROTEINASA ESTREPTOCOCAL és una sulfidril-proteinasa dorigen
bacteriA similar a la papaina en la caracteristica de ser activa en
condicions reductores i en especificitat, encara que el nombre
d’enllacos peptidics susceptibles de ser atacats per 1la proteinasa |
estreptococal siqui major. A diferéncia de la papaina, 1’activacid de la
proteinasa estreptococal necessita d’una protedlisi previa que
transforma el zimogen de 44.000 de pes melecular en 1°‘enzim de 32.000.
Liv i Elliot (1963} van estudiar aquest procés i postularen que
1’activacig te lloc per pérdua d’un peptid d'aproximadament 100 residus
situat a 1'extrem N-terminal. L'atac proteolitic, aixi com la seqliéncia
sobre la que es produeix semblen ser forca inespecifics, puix que tant
la tripsina com la subtilisina o la propia proteinasa estreptococal
donen lloc aproximadament a la mateixa forma d’enzim actiu. En un primer
pas, perd, la protedlisi s’inicia amb 1la peérdua dels 17 residus
N-terminals, el que ja permet 1‘accés del substrat al centre . actiu. En
tot cas és necessaria una reduccid per a que 1'activitat es manifesti,
punt en el que és similar a la papaina. Pel que fa al segment
d’activacid, de llargada semblant al de 1a PCPA, no es coneixen altres
detalls que els mencionats,
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1.5. ZIMOGENS PANCREATICS DE PROTEASES DIGESTIVES

El pancreas és una glandula encarregada de la sintesi de productes
de secrecid endocrina i exocrina i que posseeiy cel.lules
especialitzades en la produccid dels diferents components a exportar.
Aixl, els illots de Langerhans sédn els encarregats de la produccié de
les hormones insulina i glucagd, de secrecid endocrina, i les cél.lules
acinars son el tipus principal de cel.lula de secrecid externa. La
principal funcid de les cé&l.lules acinars és la produccié i secrecid de
les hidrolases necessdries per a la digestiéd de les biomacromolécules

de la ingesta. Les cél.lules acinars emmagatzemen les hidrolases

TAULA 1.3

CARACTERISTIOQUES DE LA SECRECIO PANCREATICA A CONILL
D’INDIES (reproduit de Scheele, 1979).

Molecular .
aomer | Enevme or wmesen weige PO
1 - 0.2 14,300 13,{C0 6.4
2 - 0.3 14,000 13,3000 7.8
3 } Ribonuclesse 0.7 14,000 13,000 8.7
4 0.4 14,600 13,600 3.3
5 Teypsinogen 313.0 18,730 24,400 8.7
6 - 2.0 21,300 24,900 >9.3
7 ChymotTypsinogen 2 16.4 25,0C0 25,350 8.7
8 - } 0.7 23,200 - 7.8
9 - 27,5C0 - 7.6
10 Proelistase 2 } 9.0 28,700 28,000 7.5
11 Prcelastase 1 23,200 28,000 6.9.
12 Chymetrypsinogan 1 1.7 25,300 25,3350 4.8
i3 Procarhoxypeptidase Al 3.3 43,1C0 43,00 4.6
14 Pracardoxypeptilase A2 3.3 43,1C0 43,2C0 4.3
15 Procarboxypeptidase B 3.3 +6,0C0 +7,700 6.6
16 Lipase 2 3.5% 47,600 49,700 3.1
17 Amylase L 1.6 $1,000 52,060 8.
18 Amylase J $4,C00 53,000
20 Lipase 1 8.5 64,700 66,200 5.0
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digestives en argdnuls especialitzats anomenats granuls de zimogens
fins el moment en que, sensibles a un estimul fisiologic, vessen el seu
contingut a la 1lum del conducte pancreatic que desemboca en el duode.
Per exemple, el producte de secrecid conté en el pancreas del conill
d’'Indies (potser el cas millor estudiat) aproximadament 20 enzimes 1§
zimdgens (Scheele, 1975). Del total de proteines caracteritzades per
punt isoeléctric i pes molecular, les tretze que s'ha pogut identificar
per activitat enzimAtica estan llistades a la Taula I.4. Es coneix tambe
la composicid de la secrecié pancredtica d‘altres espécies, entre elles
1a humana (Scheele et al., 1981). Les diferéncies observades sdn tant en
composicid com en proporcid de cada un dels components, pero es comprova
que els components principals {tripsindgens, quimotripsindgens,
elastases, amilases, lipases i procarboxipeptidases) estan presents en
tots els casos. L’ interés de la secrecid pancreatica no resideix tant
sols en el qué se secreta, sino també en com ho  fa. Concretament,
un dels problemes a solucionar per part de les cél.lules secretores és
el de discriminar entre les proteines destinades a 1‘exportacié i
aquelles destinades a romandre a 1l ‘espai intracel.lular. E1 procés que
va des de la sintesi fins a la descarrega dels zimdgens pancreatics es

revisa resumidament a 1°’apartat segiient.

1.5.1. PROCES DE SECRECIO A LES CEL.LULES EXOCRINES
DEL PANCREAS

El procés de secrecid a les cel.lules exocrines del pancreas es pot
dividir, segons Palade (1975) en sis etapes: sintesi, segregacid o
traslocacid, ¢transport i processament, concentra&ié, émmagatzament

intracel.lular i descarrega.

Per experiments de marcatge amb aminoacids radiactius es va poder
postular (Siekevitz i Palade, 1940) que el procés de sintesi de les
proteines de la secrecit exocrina es produeix en polissomes associats a
la membrana del reticul endoplasmatic rugds. Aquestes proteines
posseeixen unes extensions N-terminals de 1’existéncia de les quals en

depén la seva segregacid. Com comenta Grossman (1984) els gens de totes

- 40 -~



Introduccio

les proteines porten codificada a la seva seqiiencia de DNA la informacid
que especifica a quin lloc de la cél.lula han de quedar finalment
localitzades. Les cadenes neixents de proteina que posseeixin una
seqlitncia N-terminal especifica poden traslocar-se a través de la
membrana del reticul endoplasmatic (Blobel 1 Sabatini, 1971). Les
cadenes polipeptidiques neixents que no posseeixin la seqiiétncia senyal
romandrien al citoplasma. D‘agquesta manera, la segregacio té 1lloc cap
a l'interior del reticul endoplasmidtic. Entre les primeres evidéncies
experimentals d aquest fet es compten els experiments de Blobel i
Dobberstein (1975a i 1979b) on es demostrava, en un sistema de ribosomes
reconstituits i microssomes, que només les proteines destinades a
secrecid portaven codificada al seu mRNA una seqléncia que permetia,
désprés de la seva traduccid en polipéptid, la interaccid de 1la cadena
neixent amb la membrana microssomal i 1la subsequent entrada a les
cisternes de 1l’'estructura reticular. Aquestes "seqliéncies senyal" solen
tenir entre 15 i 30 residus aminoacids i en general son rigques en
residus hidrofdbics en la seva zona central. Hom pensa que aquesta
darrera caracteristica facilitaria la interaccid dels polissomes amb la

membrana del reticul endoplasmatic (Shields and Blobel, 1977).

Establert ja que la seqiéncia N-terminal "senyal"® és necessaria per
a la segregacid, queda per veure quin és el mecanisme amb qué aquesta es
produeix. Passa la seqiiéncia N-terminal senyal a través de conductes
intermembranosos del reticul endoplasmitic arrossegant al darrera la
resta del polipeptid o bé té lloc una altra mena de procés? La idea
inicial que suposava el pas directe de la senyal a través de la membrana
i posterior protedlisi limitada que la separava del reste del polipeptid
s'ha anat completant amb la caracteritzacid del complex SRP (signal
recognition protein) 1 d’una proteina d’anclatge (DP, docking
protein). El complex SRP, de 11 S (coeficient de sedimentacid) i
composat de 6 cadenes polipeptidiques i un fragment de RNA de 7 S
(Walter et al., 1981; Walter i Blobel, 1982) sembla encarregar—se de (i)
inhibir la traduccid després de la seva unid a la seqiéncia senyal i
(ii) recondixer la proteina d’anclatge situada a la membrana del RE
(Meyer et al., 1982). A la Figura 1.14 es representa un possible model

de mecanisme de segregacid que recull aquestes darreres aportacions.
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Poc abans o just després de tenir lloc la traslocacid es produeix
una protedlisi que elimina la regid N-terminal senyal, probablemenmt per
accid d’'una proteinasa especifica que hom creu present a la vora de la
zona de penetracid. S'ha comprobat que aquesta protedlisi és necessaria
per al normal desenvolupament de 1’activitat biologica de les proteines
pancredtiques exocrines (Scheele i Jacoby, 1983). La separacid del
péptid senyal fa irreversible el pas de traslocacid, minimitzant la
interaccid de la regi¢ hidrofébica amb la paret interna de la " membrana

del RE i impedint aixi el moviment invers.

Els posteriors processos de procaessament 1 transport acabaran de

fer irreversible el dipdsit de proteina a l’interior de les cisternes

D

5" A » 3 -
N 2
SRP
Sequencia W =~ (W

senyal 4'4:, -
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FIGURA I.14. Traduccid i traslocacié de les proteines de secrecit.

s

Els codons de la seqiéncia senyal son els primers en ésser traduits.
Aiquest extrem de la cadena interacciona amb el complex SRP, ‘inhibint
momentaniament la traduccid. A continuacid el complex SRP-seqiiéncia
senyal és reconegut per una proteina especifica de membrana (DP). La
traduccid es reemprén i la cadena neixent és guiada cap a 1’interior de
ies cisternes del RE. Alll és on es produeix la protedlisi que allibera
el peptid senyal de la resta de la cadena per mitja d‘una proteinasa
associada amb la DP.
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del RE, Alll, les proteines es converteixen en globulars, adquirint
diémetﬁes massa amples (320 A per a poder passar per la membrana
{Tedeschi et al., 19483). Les modificacions sofrides per les proteines
inclouen formacié de ponts disulfur (Anfinsen, 1964), glicosilacid
{Lodisch et al., 1981), conversid prcteciitiﬁé en  propolipéptids
{Steiner et al., 1974), fosforilacid (Hasilik 1 Neufeld, 1980},
hidroxilacid de residus lisina i prolina (Olsen et al., 1973) i altres

modificacions postranscripcionals. #fpart d'afectar a la posterior

Gz &

FIGURA 1.15. Esquema de les estructures de la cél.lula acinar
relacionades amb la secrecid. A la membrana de la cél.lula hi ha
diferents punts de fixacid pels estimuladors externs de la secrecid, els
principals dels quals son aceticolina (ACH) i colecistoquinina {CCK}" 2]
1'ampliacid superior es representa el procés de transport i
concentracid, des d’elsg elements de transicid (ET) del RE, fins als
granuls de zimégen, passant per vesicules de Golgi, complex de Golgi i
vacuoles condensants. No es coneix a fons el mecanisme pel que
1'excitacié de la membrana acinar déna lloc a la fusié del granul de
zimdgen amb la membrana tel.lular i posterior descirrega a la 1lum del
conducte pancreatic. (Transcrit de Grossman, 19843).
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funcionalitat i conformacid de la proteina, aquestes modificacions poden
constituir senyals del posterior destl final de les proteines als

organuls adequats.

El transport de les proteines recentment sintetitzades té com a
finalitat 1la seva ubicacid als organuls adequats i lIa seva
concentracid. Aquest procés, esquematitzat a la Figuwra I1.15, comenca
als anomenats\elements de transicid del reticul endoplasmdtic 1 acaba
als granuls de zimdégen. El procés de transport i concentracid necessita
energia, com ho manifesta el fet del seu atur per inhibicid de la
fosforilacid oxidativa (Jamieson, 1973); en canvi, 1a inhibicid de la

sintesi proteica no afecta el transport.

Una vegada formats, els granuls de zimdgen es mantenen dins la
cél.lula acinar en estat de possible descarrega immediata per 1'accid
d ‘hormones esteroides (Grossman, 1984). La descArrega és activada per
estimulacid procedent del nervi parasimpatic mitiangant 1’acetilcolina
{Webster et al., 1977) o per accid d’'una hormona peptidica,
colecistoquinina, secretada per la mucosa intestinal (Case, 1978). Els
agents estimuladors de la secrecid anaomenats sdn els principals, perd no
els dnics estimuladors de la secrecit, que es produeix per exocitosi o
fusit de la membrana dels grénuls.de zimééen amb la membrana plasmatica.
Estudis fets amb anticossos permeten deduir que els granuls de zimdgen
contenen una barreja similar de tots els tipus de proteines secretores
{Kraehenbuhl et al., 1977).
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I.5.2. CARBOXIPEPTIDASES I PROCARBOXIPEPTIDASES

Les carboxipeptidases sén enzims que catalitzen la hidrolisi de
1’enllag peptidic carboxi~terminal en cadenes polipeptidiques segons
1’esquemas

tarboxipeptidasa
fo A ARy P MR
(::>-~ CH~E-N-CH—E~N~CH~CDO“ ;~ﬂ-<::>~- CH~ﬁ~N~CH-CDO“ + HN-CH-COO0~

Walschmidt~Leitz i Purr (1929) van ser els primers en descriure un
enzim amb aquesta especificitat. Des de llavors s’'han definit diversos
tipus de carboxipeptidases. Les principals sdn les anomenades A, B, ¥
€. La carboxipeptidasa A, aillada en primer lloc per Anson (1935),
hidrolitza preferentment enllacos peptidics on 1‘aminodcid C-terminal
posseeix una cadena lateral aromatica o alifatica neutra. La
carboxipeptidasa B, aillada per Folk (1956), presenta més afinitat per
cadenes laterals de caracter basic. Les carboxipeptidases Y i € sdn
enzimes aillades més recentment (Hayashi et al., 1970; Funakoshi et al.,
1983), que presenten molt més ample especificitat i una estructura del
centre actiu i mecanisme catalitic diferents.

Depenent del seu mecanisme catalitic, les carboxipeptidases poden
classificar-se en metal.lbcarboxipeptidases i serina—carbaxipeptidasés.
Les carboxipeptidases A i B son metal.loenzims que tenen al seu centre
actiu un -atom de In®*, indispensable per a la seva activitat
catalitica. La carboxipeptidasa Y, en canvi, no posseeix cap atom de
metall i té una serina al centre actiu. Les carboxipeptidases millor
estudiades entre les primeres sén les d’origen pancreatic, mentre que
les segones s’aillen de vacuoles de plantes superiors, fongs i lisosomes
de cél.lules animals (Breddam, 1986).
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Les carboxipeptidases pancreitiques se sintetitzen en forma de
zimdgens. Anson (1935) va ser qui primer va suggerir 1 existéncia del
zimogen de la carboxipeptidasa A de pancreas de bou, el que va ser
confirmat posteriorment per Keller et al. (1936, 1958). Tal com succeix
amb 1’‘enzim, 1a procarboripeptidasa més estudiada és la A de pancreas
de bou. Altres procarboxipeptidases estudiades sdn 1la humana (Kim i
White, 1971), de porc (Kobayashi et al., 1978), de rata (Buinto et al.,
1982), de balena (Yoneda, 1980), pollastre (Zelicson et al., 1971), de
dogfish (Lacko i Neurath, 1970) i de cabra, aovella i caball (Kerfelec et
al.y 1989). Algunes d‘aquestes procarboxipeptidases es presenten en
forma monomérica; d’altres formen estructures quaternaries amb altres
zimbgensy i algunes es presenten en les dues formes. S’'ha especulat amb
que 1'abséncia d’estructura quaterndria pot traduir-se en una major
velocitat d’activacid (Lacke i Neurath, 1970). El nostre grup ha
comprovat (Vendrell et al. 1982) en complexes artificials obtinguts a
partir de subunitats alllades de pancreas de porc que 1’estructura
quaternaria enlenteix el procés d’activacid en un principi, fent-lo

posteriorment més efectiu.

A 1‘igual que els zimogens d’altres enzims proteolitics (Kassell i
Kay, 1973; Gertler et al., 1974}, les procarboxipeptidases A posseeixen
activitat intrinseca residual (Lacka i Neurath, 1970; Uren i Neurath,
19725 Martinez et al., 1981). Es considera gue aquesta activitat
intrinseca és deguda a que el centre catalitic de 1'enzim ja esta
preformat en el zimdgen, i que la seva baixa afinitat pels substrats és
deguda a deficiéncies en 1’estructura del centre de fixacid dels
mateixos (Neurath i Walsh, 1974).
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I.5.3. CARBOXIPEPTIDASA A DE PANCREAS DE BOUs
ESTRUCTURA I MECANISME D‘ACCIO

Es coneixen diverses formes de carboxipeptidasa A bovina. La seva
heterogensitat és deguda a dues raons: (i) el meéetode seqguit per a
l1'activacid del seu proenzim i (ii) al.lelomorfisme (Blackburn, 1976&).
Segons el métode emprat per a 1'activacid es pot obtenir
carboxipeptidasa Ay AIS i A}; ; que tenen per aminodcid N-terminal
alanina, serina i asparagina, respectivament. Cada una d’aquestes formes
pot existir al menys en dues formes al.lelomorfiques: una que conté lle,
Ala i Val en posicions 179, 228 i 303 i una altra que conté val, Glu i
Leu en les mateixes posicions (Walsh et al., 19h6; Petra et al., 1949).

Els diferents métodes descrits per a l'aillament de la
carboxipeptidasa A donen lloc a 1°obtencid de barreges de les diferents
espécies. Aquestes barreges adopten el nom del métode emprat per a la
sava obtencid 1 aixl es conein la carboxipeptidaza A& {Anson) {(Anson,
1937}y 1la carboxipeptidasa A (Cox} {(Cox et al., 1964} i la
carboxipeptidasa A (Allan) (Allan et al., 1764).

Es coneix 1 estructura primaria completa de la carboxipeptidasa A
bovina {(Bradshaw et al., 1971} i 1la seva estructura tridimensional
abtinguda per difraccio de raigs X (Lipscomb et al., 19468). De fet,
aguest va ser el primer enzim per a la que es va conéixer 1‘estructura
per raigs X, fins i tot abans de deduir la seqiéncia completa, 2l que va
ajudar a establir el nombre total de residus (307) i la preséncia de
1'tnic pont disulfur, permetent a la vegada la identificacié d’alguns

residus involucrats en la fivacid de substrats i en la catilisi.

El aodel obtingut per difraccié de raigs X, del que se’n presénta
un esquema a la Figura 1.16, demostra que la carboxipeptidasa A té una
forma general d’'el.lipsoide compacta de dimensions aproximades 50 x 42
38 A. Al centre de la molécula s‘hi troba una estructura en lamina
plegada, sobre la que s’empaqueten vuit regions en estructura d'hélixg,
la major part superficials., L’enzim es .plega en tres dominis
estructurals que es poden delimitar entre els residus 1-125, 124-189 i
120-307 (Litjas et al., 1974; Wodak i Janin, 1981), L’atom de In2+ &g

adjacent a la ¥uiia;5 y 8ssent els seus tres lligands la  Hissee, que
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FIGURA 1.16. Estructura tridimensional de la carboxipeptidasa A de
pancreas de bou. {(Reproduit de Lipscomb et al., 1968).

forma part de la fulla p y 12 Hisee i el 6lur=2. La butxaca de
fixacid de substrats és capac d’acomodar les sis restes C-terminals del
substrat polipeptidic i acaba en una bossa que acomoda el grup lateral,
hidrofobic o alifatic voluminds, del reste C-terminal. Es interessant
comentar que al comparar les seqlidncies de les carboxipeptidasa A i B de
pancreas de bou (Titani et al., 1973) s’observa una homologia seqiiencial
del 49% i que tots excepte un dels residus funcionals identificats en la
forma A es troben en el lloc corresponent a la forma B. L’excepcid
abservada, el canvi d’una Ile per un Asp en la posicid 255, pot explicar

la diferéncia d'especificitat d 'ambdds enzims.

Estudis cinétics fets amb substrats artificials de tipus peptidic i
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de tipus ester han permés d.edui'r una série de propietats en relacidé anb
1'especificitat de la carboxipeptidasa A (Blackburn, 1976):

{i} L enllag peptidic a hidrolitzar ha d’estar adjacent al grup C-ter.

{ii) S'obté activitat saxima quan el grup lateral del residu tersinal
és arositic o de cadena alifatica ramificada. La hidrolisi és
practicament nul.la quan el residu C-terminal és Pro, Arg o Lys.

{iii) Els dipéptids amb grup amino 1liure s'hidrolitzen lentament. la
velocitat augmenta al bloguejar el grup amino lliwre.

{iv) L’aminodcid C-terminal ha d’estar en configuracid L.

(v} La substitucid del Hdel NH de 1'enllag peptidic a hidrolitzar

per un grup aetil (sarcosinal o metilé {prolina) redueix molt 1la
velocitat d'hidrdlisi.

{vi) El centre de fixacit de substrats sembla ser forga ampli i
contenir diversos sub-setis. Al menys els quatre residus que van a
continuacié del C-terainal poden influir 1a Ka i 13 keatee

A partir dels estudis fets amb raigs X en preséncia d’un substrat
artificial d'hidrdlisi lenta {glicil-L~-tirosina), Guiochoe i Lipscomb
(1971) van proposar un model de fixacié de 1l‘enzim amb el dipéptid
(Figura I.17), gque van ampliar al cag de la interaccid amb substrats de
major llérgada. Segans aquests esquemes, el grup lateral de 1’aminoacid
terminal s’inserta en una cavitat apolar que no conté cap grup enllagant
especific. El1 grup carboxil lliure interacciona electrostaticament amb
la Argias, mentre que el grup NH del 1°enllag peptidic a hidrolitzar
interacciona, a través d’un pont d'hidrdgen, amb la cadena lateral de la
Tyrzas. La polaritzacid del grup carbonil de 1‘enllag peptidic a
hidrolitzar vé facilitada per la interaccid del seu atom d'oxigen amb el
In2* del centre actiu. Les interaccions amb la tirosina i 1‘Atom de zenc
redusixen el caracter d’enllag doble de 1l’enllac pepti{dic. Per altra
banda, el Glu=zyo interacciona amb el grup amino del substrat dipeptidic
a través d’'una molecula d'aigua, i amb el grup carbonilic de 1'enllag a

hidrolitzar en el cas dels substrats llargs, ja siqui a través d'una

- 49 -



Introduccid
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FIGURA I.14. Model de fixacid del substrat glicil-lL-tirosina al centre

actiu de la carboxipeptidasa A.

molécula d’aigua o directament sobre el carboni.

La unid dels substrats indueix una serie de canvis conformacionals
al centre actiu de 1'enzim com sén el desplagament de 2 A que sofreixen
el grup guanidini de 1‘arginina 145 1 el grup carboxilic del glutamic
270 (Lipscomb et al., 1968). Per la seva part, el grup fenol de la
tirosina 248 es desplacga des de la superficie de l'enzim fins a una
distancia equivalent a la de 1°enllag d’'hidrigen amb respecte a 1’enllag
a hidrolitzar, efectuant un recorregut tatal de 12 A (Rees i Lipscomb,
1981). La uni6 del grup carbonilic del substrat amb el In®** desplaga
una molécula d’aigua, i al menys quatre molécules més d'aigqua sdn
desplagades de la cavitat no polar al ser ocupada per 1anell de la

tirosina. També s'ha comprobat que els residus Tyr,eae, Pheaye i
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Argi=a son probablement presents als sub-llocs de fixacid de substrats
llargs.

En el mecanisme de cataAlisi proposat per Lipscomb et al. (1948),
establerts el paper fixador de l'arginina 145 i la funcid de 1’atom de
In2* com a polaritzador del grup carbonil de l’‘enllag a hidreolitzar, es
considera que el grup fenol de la tirosina 248 actia com a donador de
protons al grup NH i que el glutamic 270 efectda un atac nucleofilic
sobre el carboni del grup carbonil de l’enllag susceptible. Aquest atac
podria tenir lloc mitjancant la formacid d’un anhidrid intermedi entre
el glutamic 270 i el substrat o bé mitjangant 1’'activacid per part del

residu acid d’una molécula d’aigua que donaria un grup hidroxil.

Aguest mecanisme de catalisi, fins ara plenament acceptat, ha estat
contestat darrerament per experiments de mutagenesi dirigida sobre la
posicid 248 de la carhoxipeptidasa A de rata (Gardell et al., 1983). La
hipotesi que contemplava el paper donador de protons de la Tyrzaa
sembla va quedar corroborada per estudis de modificacid quimica d’aquest
residu que demostraven un decrement en 1'activitat peptidasica 1 un
increment en 1’'activitat esterdsica (Riordan et al., 1967; Urdea i Legq,
1979). Aixd estava d'acord amb la necessitat de la cessié d'un protd per
a trencar enllagos peptidics i en 1'abséncia d aquesta necessitat a 1la
hidroli d‘esters. Nordbstant, els experiments de Gardell i col., en els
que la tirosina 248 ha estat substituida per una fenilalanina, demaostren
que la CPA-Phe 248 presenta uns valors de keae per a diversos substrats
peptidics i esters practicament identics als obtinguts amb 1°'enzima na
modificada. En canvi, a la carboxipeptidasa A modificada els valors de
Km i de K, per a substrats peptidics i per a 1’inhibidor de
carboxipeptidasa de patata augmenten 6 i 70 vegades, respectivameﬁt.
Aixd és indicatiu que 1’'hidréxil fendlic de la tirosina 248 no acttia com

a donador de protons, perd si participa en la fixacié de substrats.

Si bé es coneix 1 ‘estructura tridimensional de 1°‘enzim actiu, no
hi ha informacid d’aquesta mena referent a la forma proenzimatica, i per
tant a la interaccid de la CPA amb el segment d‘activacidé. Es coneix,
perd, un sistema en certa manera relacionat, com és el complex format
per la carboxipeptidasa A i 1 inhibidor aillat a partir de 1la patata.

Agquest és un polipéptid de 39 residus que s’organitza estructuralment al
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voltant d'un nucli de ponts disulfur 1 que actda com un  inhibidor
competitiu, Rees 1 Lipscomb {1982) wvan resoldre 1 ‘estructura
tridimensional del complex per difraccid de raigs X i van deduir que els
quatre residus C~terainals de 1 inhibidor s’uneixen a 1a butxaca del
centre actiu de } ‘enzim. També van poder definir quatre subsetis de
firacid anomenats 55y S:y 82 § Ssy on hi participen certs residus
implicats a la catdlisi i fixacid de substractes 1 d'altres residus
propers. Cal recordar que les diferéncies amb el segment d’activacié no
sdn només estructurals, sind que a més 1'inhibidor de patata no és
especific de CPA i CPB, mentre que el segment és exclusivament especifib
de CPA (San Segundo et al., 1982)., A la Figura 1.18 @es pot veure el
model proposat per Rees 1 Lipsconb per agquest complex.

FIGURA X.18. Representacid tridimensional del complex format per la
carboxipeptidasa A i 1'inhibidor de patata (linia gruixuda). (Reproduit
de Rees i Lipscomb, 1982} '
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1.%.4. PROCARBOXIPEPTIDASA A DE PANCREAS DE BOUs
ESTRUCTURA I PROCES D’ACTIVACIO

Malgrat que el coneixement de 1’existéncia d'un precursor per a la
carboxipeptidasa A de pancreas de bou data de 1°any 1935, la
procarboxipeptidasa A va ser aillada per primera vegada per Keller i
col. a 1’'any 1956 a partir de pols de pancreas. L‘elevat pes molecular
observat 1llavors pel zimogen (24.000 en comparacid amb el de 34.000
corresponent a 1'enzima ja feia pensar en la possible preséncia
d'estructura quaterndria. Efectivament, més endavant es va comprobar que
la procarboxipeptidasa A era present en dues formes a pancreas de bou:
formant un complex ternari anomenat PCPA &5 (Brown et al., 194613
Yamasaki et al., 19563; Brown et al., 1963a}) i formant un complex binari
anaomenat PCPA 55 (Brown et al., 1963h). Dins del complex ternari,
1‘anomenada subunitat I és la precursora immediata de la
carboxipeptidasa A, la subunitat II és precursora d‘una quimotripsina C,
i 1a subunitat 111, present nomes al complex ternari, és un zimogen molt
sembiant al quimotripsindgen. Aquesta tercera subunitat ha  estat
definida com un zimdgen no activable (Puigserver 1 Desnuelle, 1973;
Puigserver, 19763 Wicker 1 Puigserver, 1981} 1 que podria estar
relacionada amb el zimogen E, precursor de la proteinasa E, d’activitat

complementdria a la de les quimotripsines (Kobayashi et al., 1981b).

La procarboxipeptidasa A de pancreas de baou presenta doncs una
estructura d’antuvi forca complicada; només es coneixen  complexes
ternaris on hi participa aquest zimdgen en espécies remugadores
(Kerfelec et al., 1985). L’estructura quaterndria supasa un fre
considerable a 1‘estudi de les caracteristiques estructurals i .del
procés d’activacid del zimdgen de la carboxipeptidasa A . La disgregacid
de les subunitats és, a més, forga dificil, i no sempre és possible
cbtenir-les en estat natiu o sense modificacions irreversibles. Un altre
factor de complicacid el constitueix la llargada tant considerable del
seu segment d’activaciéd si el comparem amb els d’altres proteases
pancreatiques digestives: aproximadament 100 residus, en comparacié amb
els 4 que té, per exemple,el de la tripsina. D’'aqui en resulta immediata

la sospita d’un possible paper fisiolégic secundari per al segment
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d’activacié aillat, que no sigui el de ser simplement degradat als  seus

aminoacids constitutius.

Han estat descrits procediments per a disgregar els complexos
gquaternaris formats per la procarboxipeptidasa A. Brown i col. ({1963a)
van utilitzar urea S M o un medi alcall a pH 10,5, perd en ambdds casos
es va obtenir el zimdgen  desnaturalitzat  irreversiblement. El
procediment de succinil.lacid (Freisheim et al., 1967a) rendeiy
subunitats activables perd modifica irreversiblesent els residus de
lisina (Freisheim et al., 1967b). Més tard, el grup de Marsella
(Puigserver i Desnuelle, 1975 i Kerfelec et al., 1984) ha descrit un
métode que permet obtenir subunitats natives i no modificades mitjangant
el tractament previ dels complexes amb anhidrid dimetilmaleic. Aquesta
acil.lacid és reversible a pH neutre i rendeix subunitats en les gue és
possible estudiar el procéds d'activacid i la seva reassociacid amb els
altres zimoégens. Per estudis d’aquesta mena es va poder deduir que la
subunitat I, precursora de la carboxipeptidasa A, juga un paper central
al zimdgen, puix que sense 1a seva preséncia no &s possible la unid de

les altres dues subunitats (Puigserver i Desnuelle, 1977).

S'han proposat diverses hipotesis per explicar &1 mecanisme
d activacid de la procarboxipeptidasa A. Brown 1 col. (19633} van
proposar un mecanisme per a 1a PCPA &S i per a 1a 55 en duss etapes,
segons el que la subunitat I1 éz sempre la primera en ser activada i es
produeix finalment una dissociacid dels campl@xes quan la concentracid
de tripsina &s molt elevada. No obstant, el fet gque la ca?bnxipeptidasa
A pugui associar-se amb les altres dues subunitats (Behnke et al., 1970)
i que no s'hagi observat dissociacid en una altra espécie estudiada (San
Sequndo et al., 1982} fa dubtar de la validesa de 1les anteriors
conclusions. Es intersssant comentar agui que el fet gue la
carboxipeptidasa A pugui associar-se amb les altres subunitats exclou al

segment d’activacid com a regid de possible unid entre protémers.

Uren i Neurath (1972} van proposar un mecanisme d’activacia del
complex binari, que es troba esquematitzat a la Figura 1.19. Segons
aquests autors, la subunitat 1I és la primera en ser activada, rendint
una quimotripsina. La presencia de Ca®* afavoreix la dissociacid de les

subunitats. . L'addicid en aguest punt de tripsina o de q&i&ctripsina
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FIGURA I.19. Mecanisme d‘activacié per al complex binari de la

procarboxipeptidasa A.de pancreas de bou proposat per Uren i Neurath
{1972y .

donara 1lloc a 1'aparicié de carboxipeptidasa A en forma @ i ﬁ
indistintament en el primer cas, i en forma majoritariament & en el
segon. Veurem més endavant que el coneixement de la seqléncia prévia a
la Ala N-terminal de 1°‘enzima fan dificil imaginar que 1°activacid en
preséncia dnicament de quimotripsina no fos deguda a contaminacions
triptiques en la preparacid.

També s han fet estudis d'activacid de les subunitats aillades per
diversos procediments. Freisheim i col. (19467b) van observar per primera
vegada que la subunitat I aillada s'activava més rapidament que dins del
complex d'on provenia. En aquest treball es criticava 1’anterior

hipdtesi que definia la subunitat II com un participant obligatori al
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mecanisme d’activacié. Per la seva part, Puigserver i Desnuelle {1977)
han demostrat que 1’activacid de la subunitat I era enlentida per
1 ‘estructura guaternaria, mentre que en 1'activacid de Ia subunitat 11
es produia 1'efecte invers.

A 17igual que succeeix amb altres zimdgens, la procarbozipeptidasa
A presenta una certa activitat intrinseca residual. Compleix en aquest
aspecte un dels casos generals, que suposa una preformacid del centre
catalitic i una deformacid del centre de fixacid de substrats, donat que
estudis cinétics han demostrat que els llocs de fixacid de substrats

peptidics no son iguals al zimdgen i a 1’enzim (Bazzone i Vallee, 1974).
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I.6. CARBOXIPEPTIDASES A I PROCARBOXIPEPTIDASES A
DE PANCREAS DE PORC

I.6.1. CARBOXIPEPTIDASA A PORCINA

La primera descripcid del sistema de carboxipeptidases A de
pAncreas de porc va ser fet per Folk i Schirmer (1963). En aquest
treball es definien tres formes de 1'enzim que es diferenciaven en
mobilitat electroforética, encara que no en propietats enzimatiques. Els
autors anomenaven aquestes tres formes com carboxipeptidases As, Ax i
fix. D’elles va ser possible aillar i caracteritzar fins un cert punt les
dues primeres. Folk (1963) va demostrar que la forma Az es deriva de la
de la forma A; per tractament amb tripsina i mitjangant 1'alliberament
al medi d’'un dipeptid alanilarginina. Aixi mateix, 1’andlisi dels
residus N-terminals de les dues formes de carboxipeptidasa A va
evidenciar que aquests eren Ala per a la forma Ay i Thr per a la forma
Az. Kobayashi et al. (1978) van aillar la forma ﬁ de 1'enzim i en
seqienciaren la regid N-terminal, observant que coincidia en aminodcid
N-terminal amb 1’'anomenada Az per Folk i Schirmer (1963). Finalment, el
treball de Koide et al. (1981) va permetre.acabar de definir la regid
N~terminal en aillar aquests autors la forma anomenada A); ' que
presentava una sequiéncia perfectament homdloga amb la mateixa forma A
de pancreas de bou. A la Figura 1.20 es pot veure la seqidncia
N-terminal de carboxipeptidasa A de pAncreas de porc on es recull les
dades les publicacions esmentades fins aqui en aquest parigraf. Es
comprova que les formes anomenades 1, 2 i 3 per Folk i Schirmer sén
equivalents a les formes ¢ , l} i V definides en pancreas de bou, i
que la homologia observada entre ambdues zones N-terminals és molt
impaortant. |

Les propietats fisico-quimiques i enzimatiques de 1a
carboxipeptidasa A de pancreas de porc sén molt semblants a les
descrites per a 1’enzim equivalent en bou. El seu pes molecular és de
34.800 (Folk i Schirmer, 1943) i conté un Atom de In2+* fortament fixat i

un altre deébilment fixat (Vilanova, 1984). Les resemblances amb
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C‘K I‘B z} (10) (20)

CPA de bou Al a~frg-Ser-Thr-Asn-Thr-Phe-Asn-Tyr-Ala-Thr-Tyr-Hi s~Thr-Leu-Asp~Blu-1le-Tyr-Asp-
CPA de porc  Ala-Arg-Thr-Thr-Ser-Thr-Phe-Asn-Tyr-Ala-Thr-Tyr-His-Thr-Leu-Blu-6lu-Ile-Tyr-Azp-

{30)
CPAde bou  Phe-tet-fispleu-leu-Val-Ala-Bln-His-Pro-Blu-Leu
CPA de porc  Phe-fet-fsp-1le-leu-Val-Ala-Blu-His-Pro-6ln-leu

FIGURA 1.20. Seqiéncies N-terminals de les carboxipeptidases A de
pancreas de bou i de porc, amb indicacid de les diferents forames
classificades segons aminoAcid N-terminal. (Dades agafades de Folk
(1963); Kobayashi et al., (1978) i Koide et al., (1981a). ‘

1'enzim de bou s6n també extensibles a les seves caracteristiques
cinétiques pel que respecta a la hidrolisi de substrats artificials i a
la seva especificitat per residus C-terminals aromdtics o alifatics

ramificats.

I.6.2. PROCARBOXIPEPTIDASA A PORCINA

En pancreas de porc s'ha trobat la procarboxipeptidasa A en dues
formes: una monomérica i wna altra en la que es troba fdrmant un complex
binari amb el zimogen de la proteinasa E (Kobayashi et al., 1978).
Aquestes dues formes van ser caracteritzades primerament a partir de
secrecid pancreatica i la seva existéncia va ser confirmada més tard al
aillar-les el nostre grup a partir de pols pancreadtics {(Martinez et al.
1981). Els estudis sobre el pes molecular de les dues formes de

procarboxipeptidasa A permetia observar discrepadncies entre les dades
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obtingudes per electroforesi en SDS i per gel-filtracid. La determinacid
de coeficients de sedimentacid, coeficients de difusid i volums
especifics parcials va permetre calcular amb millor precisio les masses
relatives i 1‘asimetria 1 grau de solvatacid de les dues Formes
proenzimatiques (Martinez et al., 1983). Es va comprovar que els valors
aixi obtinguts, 71.000 per al complex binari i 46.000 per a la forma
monomérica, estaven d‘acord amb els deduits a partir de 1°analisi
electroforeética en preséncia de §DS, del que es desprén que els valors
més baixos obtinguts en cromatografia en gel-filtracid son deguts a una
interaccié amb 1la matriu cromatrografica, sent 1°assimetria dels

zimdgens massa baixa com per a justificar per ella sola les diferencies
observades.

La forma activa del mondmer té un pes molecular aproximat de
39.000, i per tant ge li pot adjudicar al segment d’activacid un pes
molecular aproximat de 11.0060. Per altra banda, la subunitat que
acompanya a la precursora d’activitat carboxipeptidasa A en el complex
binari presenta per electroforesi en SDS un pes molecular de 26.000, amb
una forma activa d’'essencialment el mateix pes molecular. Segons el
treball de Kobayashi i col. al 1978 aquest zimdgen és el precursor d’una
proteinasa que no és una quimotripsina C com la subunitat II de pancreas
de bou, sino gque s’'assembla a 1la proteasa E, una serina-proteinasa
relacionada amb l'elastasa pancreatica (Mallory i Travis, 1975). Els
mateixos autors van caracteritzar més tard 1'especificitat de 1la
- proteinasa E (Kobayashi et al., 1981a) i comprovaren gque l’enzim té una
elevada selectivitat hidrolitica pels extrems carbonil de residus
valina, serina, treonina i alanina, especificitat que és cmmplementaria
a lade les quimotripsines, gque hidrolitzen preferentment enllacos
peptidics on el grup carbonil és aportat per aminoAcids aromatics,
leucina i metionina, A més,.la baixa capacitat de la proteinasa E per a
digerir elastina fa pensar que pertany a la familia de les

quimotripsines més que no a 1a de les elastases (Kobayashi et al.,
i981a).

Koide i VYoshizawa (1981b) cristal.litzaren i identificaren un
complex binari de carboxipeptidasa A i elastasa~I a partir d’'extractes

activats de pancreas de porc. La seqléncia N-terminal de la subunitat
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elastasa no presentava coincidéncies clares amb la corresponent a la
proteinasa E, donant a entendre la possibilitat d’existéncia de formes
oligomériques encara no descrites per a 1la procarboxipeptidasa A en

pancreas de porc.

Fent un incis dins la definicid dels zimbgens trobats en porc i
tornant al sistema bovl, aquesta revisid de Kobayashi et al. respecte a
1’assignacid de la proteinasa € a la familia de 1les quimotripsines
estableix un nexe d’'unid entre els diferents punts de vista mantinguts
respecte a la naturalesa de la subunitat III en pancreas de bou. En
efecte, Kobayashi i col. (198ib) +trobaren que un precursor de la
proteinasa E formava part en pancreas bovi d’'un complex ternari amb la
procarboxipeptidasa A i el quimotripsindgen €. Aquest pot molt bé ser el
mateix complex conegut com PCPA 86 (Brown et al., 1%61) on, en opinié de‘
Puigserver 1 Desnuelle (1975), 1la subunitat III &s un zimégen no
activable. Si es compara la seqlidncia dels 31 primers residus del
zimogen E de porc (Kobayashi et al., (1978) amb la seqii®ncia . obtinguda

per a la subunitat III de bou (Venot et al., 1984) =s comprova que hi ha

. {10} {20)
linigen E X -6ly-Arg-Pro-Ser-Tyr-Asn-Pro—fla-Ala-frg-Val-Val-Asn-6ly-6lu-Asp-Ala-Val-Pro-
Subunitat 111 Asn-81 y-Blu-Asp-Ala-Val-Pro-

{30}

1iadgen E Tyr-Ser-Trp Trp-6ix-Val= X ~Leu-6lx-Tyr-
Subunitat 111 Tyr-Ser-Trp Trp-6ln-Val-Ser-Leu—Bln-Tyr-

FIGURA I.21. Comparacié entre les seqlidncies del zimbgen E de
pancreas de porc (Kobayashi et al., 1978) i de 1la subunitat IIl de
pancreas de bou (Venot et al., 1986). Es comprova que la homologia és
molt elevada considerant 1‘alineacid proposada i que 1°dnica diferéncia

comprovada @5 dona a la Proze del zimdgen E (Ser a la sub. I1II).
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una homologia del 83% entre els residus 1-18 de la subunitat II1 i els
residus 14-31 del zimdgen E de porc (Figura I.21). Aixd podria molt be
indicar dues coses: (i) es tracta del mateix tipus de pfctefna, donat
que és dificil esperar una tant elevada resemblanga entre proteines
diferents d espécies diferents i (ii) és possible que a la subunitat III
aillada per Puigserver i Desnuelle 1i manquin els primers 13-17 residus,
possiblemént a causa del procés d'obtencid. Al trobar-se entre aquests
els dos residus fortament hidrofébics (numeracidé 16 i 17 al
quimotripsindgen, possiblement 12 i 13 al zimogen E) importants per a
1’'estabilitzacid de la butxaca de fixacid de substrats (Sigler et al.,
1968), s’explicaria la manca d'activitat discutida per Puigserver
(1975), aixi com la manca d’activabilitat, en haver perdut la subunitat

111 la seva regid d’ activacid.

Ambdues formes de procarboxipeptidasa A (mondmer i complex binari)
s6n capaces de fixar fortament un atom de In®* i feblement un altre
{(Vilanova, 1981). La fixacid d'aquest itom addicional de In?®** sembla
afectar tant a 1’activitat residual de la proenzima com a la de 1'enzima
activa. També s'ha descrit la preséncia d'una petita proporcid de sucres
(hexoses i galactosamines) a les dues procarboxipeptidases A de pancreas

de pore (Martinez et ai., 1981), fet no observat per a cap altra‘ forma
fins ara estudiada.

A 1'igual que succeix amb altres complexes quaternaris on hi
participen les procarboxipeptidases A, el complex binari aillat de
bantreas de porc ¢s dificilment dissociable en les seves subunitats
formadores. Ni tant sols el procediment de dimetilmal.leilacid que
rendeix subunitats separades i natives e pancreas de bou (Puigserver i
Desnuelle, 1975) és aplicable a la form= binaria de porc (Vendrell,
1981). Aixd ha dificultat -la cumpéracié entre les dues subunitats
precursores de la carboxipeptidasa A en les dues formes prosnzimdtiques.
Malgrat les dificultats, perd, va ser possible separar les dues
subunitats del complex binari en estat natiu (Vendrell et al., 1982),
comprovant-se per mapes peptidics obtinguts mitjancant tractament amb
acid iodosobenzoic i bromur de cianogen (San Segundo, 1982) i per
analisi d’'aminodcids (Martinez et al., 1981) i sequienciacié dels 7

primers residus N-terminals (Kobayashi et al., 1978), que no hi havia

N
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I.6.3. SEGMENT D'ACTIVACIO DE LA PROCARBOXIPEPTIDASA
A PORCINA

De la mateixa manera gue succeeix en l‘espécie bovina, el segment
d’activacié de 1la procarboxipeptidasa A de porc és un  fragment
polipeptidic de llargada considerable, estimada en uns 100 residus,
corresponeﬁts a un pes molecular d’aproximadament 11,500, calculat a
partir d'electroforesi en poliacrilamida-SDS i per diferéncia entre el
proenzim i la forma activa (San Segundo et al., 1982). Aquest valor no
coincideix amb 21 de 6.800 obtingut per a la PCPA de pancreas de bou
(Freisheim et al, 1947b), perd si acceptablement amb el valor de 10.863
calculat per als 94 residus corresponents al segment d'activacid de 1la
procarboxipeptidasa A de pancreas de rata (Quinto et al., 1982). Aguesta
darrera proenzim és 1'dnica de la que gs coneix fins ara la  seqi#ncia,
pbtinguda a partir del corresponent alineament de bases del seu cDNA,
que va permetre a més condixer 1 estructura primaria de la zona que
codifica per al péptid senyal (la part pre- de la preprocarboxipeptidasa
A)s A la Figura 1.23 es reprodueix la seqiiégncia corresponent a 1la
proteina de rata.

El segment d’activacié s‘uneix fortament a 1’enzim actiu i pot
separar-se d’'ella per cromatografia en DEAE-Sepharosa en preséncia
d‘urea 7M (San Segundo et al., 1982). Mitjancant estudis d’inhibicidé
fets amb les dues cadenes polipeptidiques aillades es  dedusin que el
segment dactivacid es comporta com un potent inhibidor competitiu de la
carboxipeptidasa A, amb una K; de 4,5 nM (San Sequndo et al., 1982).
Aquests estudis d’inhibicid van ser fets amb un péptid producte del
tractament del zimdgen amb baixes relacions de tripsina i a temps curts,
el que, juntament amb el fet que presentés com a residu N-terminal un
reste de lisina, el mateix que el proenzim, i que la carboxipeptidasa A
obtinguda del procés fos la forma més llarga de 1'enzim (la forma &
amb reste N-terminal alanina), permeten pensar que el péptid ajllat

conté la totalitat del segment d’activacid i és el producte d'un dnic
trencament.

L’analisi d’aminodcids del polipéptid indica que aquest és ric en

residus hidrofobics i acidics, i que no conté cisteines. Es de remarcar
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també la forta interaccid gque es ddéna entre el segment i 1’enzim
actiur un digerit triptic de procarboxipeptidasa A no pot ser separat
en els seus components ni per cromatografia en gel filtracid en Biogel
P-100 ni per cromatografia de bescanvi ionic en  DEAE-Sepharasa,
indicacions de que el segment es troba fortament unit a 1’enzim i

coelueix amb ell (San Segundo et al., 1982).

Estudis de ressonancia magnética nuclear (RMN) de protd fets amb el
segment d’activacidé aillat indiquen que aquest adopta una estructura
globular termoestable (Avilés et al., 1982). En aquest mateix treball,
estudis de dicroisme circular indiquen que el segment aillat posseeix un
cnﬁtingut d'entre el 37 {1 el &5 en @-helix i entre el 8 1 el 244 en
estructura l; . Agquests resultats suggereixen en conjunt que el segment
d activacié constitueix un domini estructural plegat dins el proenzim.
Aquesta consideracid va poder ser comprnvéda posteriorment en observar
per estudis de calorimetria {(Ldpez et al., 1984) la preséncia de tres

dominis estructurals en el zimdgen i de només dos en 1'enzinm.

Estudis fets posteriorment també amb RMN de protd van permetre
reafirmar les anteriors consideracions, aportant a la vegada altres
dades: (i) la preséncia de posicions espectrals diferents per a les
histidines presents alqsegment i 1'aparicid de riag—current~shiffs a
ressonancies corresponents a grups metil abonen 1la consideracid del
segment com 3 proteina globular en estat aillat; (ii) una, com a minim,
da les tirosines de la molécula es troba al seu interiory (iii) el
bescanvi de protons dels grups NH- i dels protons C2- de les histidines
és lent, indicatiu d'un fort plegament; (iv) el segment és molt
resistent a la desnaturalitzacié per urea, tal i com succeia amb la
desnaturalitzacid termica (Avilés et al., 1984). E£En conjunt les
caracteristiques espectrals eren semblants a les ohservades en altres
proteines petites i sense ponts disulfur i permetien deduir que, ultra
posseir una conformacid globular compacte, el segment d‘activacié

presenta un grau elevat de moviment de cadena 1lateral durant 1la
desnaturalitzacid.
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I.7. OBJECTIUS D 'AQUESTA TESI

En la Introduccid s'ha discutit ja préviament que un dels
avantatges de treballar amb el sistema de les procarboxipeptidases A de
pancreas de porc rau en que en aquesta espécie el zimbgen es troba
parcialment en forma  monomérica. Agquest fet permet la seva
caracteritzacid estructural i cinética i 1’'estudi dels aconteixements
que tenen 1loc durant 1 activacid, sense la dificultat afegida que
suposa la seva existéncia en associacions quaternidries amb altres
iimagens, com &5 el cas del sistema més estudiat fins ara, el de

pancreas de bou.

Els treballs gue fins el moment de comengar aquesta Tesi s‘havien
dut a terme en el nostre grup  havien permés 1'aillament i
caracteritzacié estructural i funcional de les dues formes de
procarboxipeptidasa A. Buedaven, perd, alguns aspectes a resoldre, que
van Canstituir‘els nostres objectius incials, com sén el de la identitat
entre la procarboxipeptidasa A monomérica i la subunitat procarboxi-
peptidasa A en el complex binari amb la proproteinasa E, ambdues formes
aillades de pancreas de porc, i el de 1'efecte de la> proproteinasa E
sobre les caracteristigues funcionals i schre el procés d’activacid de

la procarboxipeptidasa A.

A la vegada que es treballava sobre les formes #rdenzimatiques es
va iniciar 1’estudi de ]’ estructura i propietats del segment d’activacid
de la procarboxipeptidasa A, amb la finalitat dltima d'esbrinar 1la
manera en que té lloc la conversio del zimogen en enzim actiu. L interés
d'aquest estudi rau en el fet que es coneixia molt poc  sobre
1'estructura i accid biaicgica del segment  d'activacid de
procarboxipeptidases i pfécticament ‘res sobre el procés dfactivacid
proteclitica d’aquests proenzims. Aquesta manca d’informacid contrasta
amb el profund coneixement que es té sobre altres proproteinases, tals
com les serina-proproteinases pancredtiques. Ara bé, la realitzacid dels
estudis proposats sobre el segment d’activacid, requeria 1’adopcid d'una
serie de nous métodes analitics, molts d'ells basats en cromatografia
liquida d alta pressid. La baixa quantitat de material de qué normalment

podiem disposar fou un factor que va influir en el desenvolupament
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d "aquests metodes, sent en tot cas, patent, la necessitat que podessin

oferir una elevada sensibilitat.

Aquests temes generals es poden concretar en els seqients

cbjectius:

* Estudi de les condicions idonies per a 1°analisi i aillament dels
peptids i proteines objecte d’aquest estudi, procarboxipeptidases i
fragments d’'activacid, mitjangant la técnica de cromatografia 1liguida
d’alta pressid en fase reversa. Deduccid de condicions generals per al

treball amb péptids i proteines.

¥ Posta a punt d'un métode d’analisi d’aminoacids sensible, rapid i
repetitiu, gue permetés aprofitar la mateixa tecnologia cromatografica

emprada en la separacid de peptids i proteines.

* Profunditzacié en 1°’estudi de la identitat entre les dues formes
protomériques de procarboxipeptidasa A aillades de pancreas porci: 1la
que es presenta en forma monomérica i la que ho fa unida a un altre

zimdgen formant un complex binari.

* Determinacié de 1’estructura primdria del segment d’activacid aillat a
partir de la forma monomérica, com a pas indispensable per a 1 'estudi
de les seves caracteristiques conformacionals, i funcionals i del seu

caracter inhibidor.
* Estudi del procés d'activacid de la forma monomérica a diferents

nivells gue permetés proposar una  hipétesi general de  partida;

comparacio amb el proceés d’activacid gue presenta el complex binari.
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11.1. AILLAMENT DE LES PROCARBOXIPEPTIDASES A
PORCINES I DEL SEGMENT D’ACTIVACIO

En aguest apartat es descriurd el seguit de métodes emprats per a
1‘aillament de les dues formes de procarboxipeptidasa A de pancreas de
porc i del seu segment d’activacid, fent només esment dels métodes
preparatius generals en els que s‘utilitza cromatografies en columna a
pressié atmosférica. Les variants d'obtencid analitica 1 preparativa
{sobretot del segment en aquest darrer cas) de proteines per
cromatografia liquida d'alta pressid es descriuran a  1’apartat ‘
corresponent. Malgrat gue les metodologies agul  explicades s’han anat
desenvolupant al 1larg d‘aguesta tesiy no constitueixen cap dels
objectius de la mateixa, per la qual cosa només se'n fard esment en
aquest apartat de Materials i Matodes.

IT1.1.1. AILLAMENT, A PARTIR DE POLS DE PANCREAS, DE
LES DUES FORMES DE PROCARBOXIPEPTIDASA A

S'ha utilitzat 21 métode de Vilanova et al. (1985) que constituein
a la vegada una millora dels métddes préeviament publicats de Folk %
Schirmer (19465), Kobayashi et al {(1978) i Martinez et al (1981). Aquest
- métode permet 1 °‘ocbtencid dels dos zimdgens en un temps de cinc dies, en
comparacid amb les dues setmanes normalment necessaries cas de procedir
a 1’aillament de les proteines pels altres métodes, i redueix de manera
important el nombre de cromatografies a @ desenvolupar. Aquestes
caracteristiques, juntament amb el fet que al 1llarg del procés es
treballi sempre a 4°C i en preséncia d’inhibidor de tripsina de soja,
fan que el rendiment i les condicions de seguretat emprédes siguin les

més adients. A la Figura II.1 es mostra un esquema del procés general de
purificacid.

En sintesi, les etapes principals del procés son les seglients:
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OBTENCIO DE POLS DE PANCREAS

Aproximadament 15 pancreas de porc, congelats immediatament després
d'ésser extrets de 1'animal, =6n posteriorment descongelats en 2 L
d'acetona a 4°C. Mentre es descongelen, s'elimina 13 major part possible
de greix amb 1ajut d'unes tissorss. A continuacid es procedeix a 1a
primera homogenitzacid, seguids de filtrat a través de gases. Es torna a
resuspendre 1 'homogenat en 2 L d'acetona freda, s’homogenitza 1 es
filtra sobre paper Whatman n® 1 en un ambut Buchner connectat al buit.
Aguesta darrera operacid es repeteix: a) resuspenent en 2 L d acetona,
b) en 2 L d'una barreja acetonaséter 1:1 i ©) en 2 L d'éter. Finalment,
la pols de pancreas aixl dessecada i desengrassada es col.loca enh  un
dessecador connectat al buit durant tota la nity, conservant-se
posterioraent en preséncia de gel de silice a 4°C, La pols de pancreas

pot conservar-se durant mesos en aquestes condicions.

EXTRACTE ARUAGS I PRECIPITACIO FRACCIONADA

Sg suspén 100 g de pols de pancreas en § L draigua destil.lada a
4°C que conté inhibidor de tripsina de soja a § mg/100 ml i es mante la
barreja en agitacid intermitent durant 1 hora. Aguest procés perast
1'extraccid de les proteines solubles en ajgua, entre les gue es  troba
les procarboxipeptidases A , les gquimotripsines i 1la tripsina. La
suspensid se centrifuga a 5000 rpm durant 30 min 1 el sobrenedant es
filtra a través de gases. ‘

A continuacid es procsdeix 2 la priéera precipitacid  anh
(NHa) 2804 al 21%, afegint la sal lentament al mateix temps que es va
ajustant o1 pH a 7,0. En aquest pas s’elimina algunes proteines que no
precipiten a aguesta concentracid de sulfat amdnic. Es deixa reposar el
precipitat durant 1 h a 4°C 1 a continuacid se centrifuga a 7000 rpm
durant 30 min, redissolent finalment el precipitat en un  volum
d‘aproximadament 500 ml de tampd Tris-HC1 40mM (pH 8,0) que conté
inhibidor de tripsina de suja a una concentracié de 10 mg/7100 al. La
dissolucid proteica es dialitza durant tota la nit en front de 20 L del
mateix tampd a 4°C,
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POLS DE PANCREAS DESSECATS I DESEMGRASSATS

EXTRACOCIO AQUOSA, a 4°C
(STI a 5 #9/100 al)

P/l 3000 rpm, 30 min
S

+{NHs) 2504 al 211
pH 7,0

8 7000 rpm, 30 sin
P

Redissolucid en Tris-HC1 40sM pH 8,0
(STI a 10 #g/100 al)
Dialisi en el mateix taspd

CROMATDBRAFIA EN DEAE-SEPHARDSA A pH 8,0
failases, tripsina, /
quimotripsinigen A...

Fraccid que conté Ie’s procarboxipeptidases A
+{M,}1250, al 43%; centrifugacid;
redissolucié en Tris-acetat 40mM (pH 5,7}

{571 2 10 =g/100 al)

L
CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHARDSA A pH 3,7

carboxipeptidasa A,
carboxipeptidasa B,
procarboxipeptidasa B

pinotri pSiﬂﬁW/‘\

Procarboxipeptidasa A 1 (cosplex binari) Procarboxipeptidasa A II (sonomérica)

FIGURA Il.1. Esquema del procés d’aillament de les dues formes de
procarboxipeptidasa A de pancreas de porc.
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CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHAROSA A pH 8,0

Diverses proves amb diferents resines de bescanvi idnic van
evidenciar que el millor suport per a la separacid de proteines
pancreatiques el constitueiy la DEAE~Sepharosa CL-4B (Pharmacia Fine
Chemicals). En la primera de les cromatografies que aquil es comenta, la
mostra préviament dialitzada és entrada a una columna de DEAE-Sepharosa
(3,5 x 50 cm) equilibrada amh el mateix tampd de dialisi. La
cromatografia es desenvolupa mitjancant un gradient entre 0 i 0,45M de
NaCl en el mateix tampd. El flux emprat &g de 100 ml/h, recollint-se
fraccions de 10 ml., A la Figura II.2 es pot veure un exemple del perfil
d‘absorbancies i activitats d‘una cromatografia a pH 8,0. Les fraccions
on es detecta preséncia d’activitat carboxipeptidaza A s'ajunten 1 es
precipiten amb (NH.Y»50. al 434 i a continuacid, després d'una
centrifugacid a 7000 rpm durant 30 min, el precipitat es redissol i
dialitza durant tota la nit en front de tampd Tris-acetat 40mM (pH 35,7)

que conté inhibidor de tripsina de soja a 10 mg/100m ml.

CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHAROSA A pH 5,7

La fraccid resultant de 1'anterior cromatografia conté, a més de
les dues foraes de procarboxipeptidasa A , una certa quantitat de
carboxipeptidasa A 1 de quimotripsinogen. Segons GBratecds et al. (1969},
a pancreas de porc es troba els quimotripsindgens A, B i C. D’entre
ells, la forma A, catidnica, s’'eluiex possiblement al rentat inicial de
la primera columna. Donat gque el comportament dels altres dcs‘
quimitripsinogens sembla ser semblant des d'un punt de vista
craomatografic (Gratecds et al, 196%9), sembla raonable pensar que tant la
forma B com 1la € contaminen les procarboxipeptidases A en aquest punt

del proceés.

Per assolir la separacid de les dues formes de procarboxipeptidasa
A es cromatografia el producte de la darrera didlisi en una columna de
les mateixes caracteristiques de 1’anterior, equilibrada amb tampd
Tris—acetat 40mM, NaCl O,IiM (pH 5,7). L'elucid de les diverses fraccions
es duu a terme mitjangant un gradient entre 0,1 i 0,35M NaCl en el
mateix tampd. A la Figura II.3 es pot observar el perfil tipic de 1la

segona cromatografia en DEAE-Sepharosa. Les fraccions que van apareisent
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en augmentar la forga idnica sdn: la procarboxipeptidasa A monaomérica,
el complex binari de la procarboxipeptidasa A amb la proproteasa E, la
procarboxipeptidasa B i un gquimotripsindgen. La bona separacidé dels dos
primers pics és fortament depenent del pH del tampdé d’elucio, fins al
punt que un augment d‘una o dues décimes en el pH pot malmetre la

separacid entre les dues procarboxipeptidases A.

Les diverses fraccions aixi aillades es precipiten amb sulfat

amonic al 43% i es conserven en aguest estat a 4°C.

II.1.2. SEPARACIO DELS DOS PROTOMERS FORMADORS DEL
COMPLEX BINARI

L‘aillament dels dos monodmers gque constitueixen 21 complex bipari
de la procarboxipeptidasa A de pancreas de porc, anomenat PCPA I es va
intentar assolir per diferents métodes (Vendrell, 1981). No es va
intentar el métode proposat per Kobayashi et al. (1978) donat que aquest
només és capag de produir proteines desnaturalitzades irreversiblement
al treballar en preséncia d’'SDS després d’incubar la mostra a 100°C en
preséncia del mateix detergent. Freisheim et al. (19467a) i Puigserver et
al. (1972) utilitzaren respectivament anhidrid succinic i dissociacidé
alcalina pér a l'aillament de les subunitats del complex ternari present
a pancreas bovi, perd també agul és present el problema de no
‘recuperacid de subunitats natives. En canvi, l‘acil.lacié del complex
ternari de pancreas bovi amb anhidrid 2,3-dimetilmaleic seguida per
cromatografia de gel-filtracid (Puigserver i Desnuelle, 1975) permet
1'obtencid dels protomers en condicions natives. Malgrat aixd, quan vam
provar aquest darrer métode amb el complex binari de la
procarboxipeptidasa A de pahcreas de porc vam observar que el rendiment
del procés era molt baix i insuficient per les nostres necessitats. Per
aquestes raons vam desenvoiupar un nou metode basat en cromatografia en
DEAE-Sepharosa en preséncia d'urea 7M que va permetre 1‘aillament
preparatiu de les subunitats amb elevat rendiment i bona recuperacid de

la seva activitat intrinseca i potencial.

La cromatografia del complex binari dissociat es va portar a terme
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COPLEX BINART DE LA PROCARBOXIPEPTIDASA A
dissolt en fosfat shdic 20aM, urea 7 (pH &,5)

dialisi en el mateix tampd

CRONATOSRAFIA EN DEAE-SEPHARDSA
sateix taspd, 0-0,35 NaCl

,ww~”’”wwwyrﬂwwfw’wd~wu“NN~\%~M*M“““‘~w.

PROPROTENASA E PROCARBOXIPEPTIDASA A I
poscsédrica
Didlisi en tampd fosfat sbdic 20aM, Didlisi en tanpd fosfat sidic 208M,
urea 24 {pH 5,00 grea 24 (pH 5,3
Didisi en taspd fosfat sbdic 2o Bidlisi en tampd fosfat sodic 20aM,
{pH 5,0} InCiz 0,018 (pH &,5)

Precipitacid amb (Me).50, al 4L
Conservades a 4°C

FIGURA II1.4. Esquema del procés d’'aillament de les dues subunitats
formadores del complex binari de la procarboxipeptidasa A de pancreas de
porc.
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Fraccio n°

FIGURA II.S. Aillament de les subunitats procarboxipeptidasa A i
proproteinasa E a partir del complex-binari natural. Linserit mostra
1’analisi electroforética dé les fraccions: (1} complex binari; (2}
fraccié by (3) fraccié a. |
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segons el métode de Vendrell et al. (1982) en una columna de
DEAE~Sepharosa (1 ¥ 50 cm) equilibrada amb 20mM fosfat soddic, urea 7HM
{(pH 46,3). Sequint aquest métode, del que es pot veure un esquema a la
Figura 11.4, el complex binari s’entra a la columna en 21 mateix tampd
d‘equilibrat després de dialitzar-lo en agquestes condicions durant tota
una nit. Les subunitats s’elueixen mitjangant un gradient des de 0 fins
a 0,354 en MaCl en el tampd d'equilibrat (100 + 100 ml). El flux de la
columna es manté a 20 ml/h i es recull fraccions de 2 ml. Una vegada
ajuntades les fraccions que contenen la mateixa subunitat, es procedeix
a la seva didlisi. En el cas de la proproteinasa E, la primera didlisi
és en front de 20mM fosfat sodic, urea 24 (pH S5,0), seguida d'una
dialisi amb el mateix tampd sense urea. En el cas de 1a
procarboxipeptidasa A, ] tampd emprat és 20mM fosfat sodic (pH 6,5},
que conté InCl= a una concentracid 0,0imM mentre que es manté el

mateix procediment per a treure la urea per passos. A la Figura II.5 es

pot veure el perfil cromatografic de la separacid dels pratdmers.

Una vegada aillats, els zimdgens es conserven en solucid a 4°C, cas
d'haver d’utilitzar-los immmediatament, o be precipitats en sulfat
aménic al 43%Z. Es interessant remarcar gque en tots els passos cal
utilitzar urea preparada recentment 1 purificada amb carbd actiu i

resina mixta de bescanvi idnic (Biog-Rad AG 301-X8(M)).

II.1.3. AILLAMENT DEL SEGMENT D'ACTIVACIO PER
CROMATOGRAFIA DE BESCANVI IONIC EN UREA 7M

Després d’'efectuar una protedlisi limitada amb tripsina sobre la
procarboxipeptidasa A monomérica en determinades condicions, és possible
generar carboxipeptidasa A 1 el seu segment d‘activacid en estat
homogeni (San Segundo, 1982). La separacid d’'ambdues espécies resulta,
perd, dificil, donada la forta interaccid que presenten entre elles (San
Segundo et al., 1982). Aixi, per exemple, no s’'chté cap mena de
separacid quan la barreja és sotmesa a cramatografia de gel filtracid en
Biogel P-100 ni gquan la cromatografia es fa en DEAE~-Sepharosa amb

gradient de NaCl. Cal cromatografiar la mostra en DEAE-Sepharosa en
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PROCARBOXIPEPTIDASA A MONGYERICA
a 4 ag/al en fosfat stdic 20aM (pH 5,8)

%5°C ACTIVACIO ANB TRIPSINA
Relacid 40/1 {p/p), 15 ain

+ DIFP fins a 1eM, incubacid 13 ain

+ Pas a través sinicoluana
benzaaidina-Sepharosa

+ STI fins a relacid STI/tripsina 10/1 (p/p)
incubaci6 15 ain

+ urea solida fins a 7

A CROMATOGRAFTA EN DEAE-SEPHARDSA
fosfat 40aM, urea M, InClz 0,01aM {pH 5,8)
0-708M NaCl

Didlisi en front de fosfat sbdic 20aM, InCl. 0,01aM (pH 7,5)

carboxipeptidasa A SEGMENT D'ACTIVACIO
+(!‘l‘h)2€0. al 43%

Concentracid en columnetes
de DEAE-Sepharosa

NaCl 1M

, Dislisi en front d'aigua destil.lada

Liotilitzacid

FIGURA 11.6. Esquema del procés d’obtencid del segment d'activacid de

la procarboxipeptidasa A per cromatografia de bescanvi idnic en
preséncia d'urea.

- TG -



Materials i Netodes

-"l".‘
i
i
..

-3
———
()]
E
ot

"‘2‘0'
[ g
r=3
W

Fraccio n°

FIGURA 1I.7. Separacid cromatografica en  DERE-Sepharosa de
carbozipeptidasa A i el seu péptid d’'activacid generat per protedlisi
limitada amb tripsina. L’'inserit mostra l'electroforesi de les fraccions
en gels de poliacrilamida-8DS Jjuntament amb patrons {c) i la

praocarhoxipeptidasa A original (d).
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preséncia d'urea 7M per obtenir segment d‘activacid 1liure de la

preséncia de carboxipeptidasa A (San Segundo et al., 19B2).

El métode emprat és bdsicament el que s'ha esmentat anteriorment,

amb lleugeres modificacions (vegi ‘s esquema a la Figura II.&6):

Es parteix de procarboxipeptidasa A monomérica en fosfat sddic
-QOmM, ZnCl2 0,01mM (pH 5,8) a una concentracid de 4 mg/ml i se 1li
afegeix tripsina dissolta en HCl 1mM, CaClz 1mM a una relacid proteina/
tripsina de 40/1 (p/p). La incubacid es manté durant 15 min a 25°C i a
continuacié s’inhibeix 1°accid de 1la tripsina per addicid de
diisopropilfluorofosfat 1mM i incubacid durant 15 min. Seguidament es
passa 1la barreja per una minicolumna de benzamidina-Sepharosa
(Pharmacia) de”2 »» 0,5 em. La poassible tripsina residual s’acaba
d“inhibir per addicid d'inhibidor de tripsina de soja purificat
(Vilanova, 1987) a una relacid inhibidor/tripsina 10/1 (p/p) 1 incubacid
durant 15 min més. Finalment, s’afegeix urea sdlida a 1la mostra de
digerit fins arribar a una concentracidé de 7M, s’'ajusta el pH a 5,8 i es

comproba que la conductivitat sigui inferior a 1,8 mS.

El digerit es cromatografia en una columna de DEAE-Sepharosa (1,5 x
30 em) equilibrada amb fosfat sodic 40mM, urea 7M, 1InClz 0,01mM (pH
9,8}, a 4°C. L'elucid de la carboxipeptidasa A i el segment 'd'activacié
es fa pér aplicacid d’un gradient de 0 a 70mM en NaCl en el mateix tampéd
d’equilibrat. Les fraccions proteiques aixi aillades es dialitzen amb
" tampd fosfat sodic 20mM, InCiz (pH 7,5) i a continuacié les fraccions
que contenen carboxipeptidasa A es precipiten amb (NH4)2504 al 43%,
mentre que les que contenen segment d'activacid es concentren en petites
columnes de DEAE-Sepharosa (per addicidé de NaCl M) i es dialitzen
finalment en un medi d'aigua destil.lada a pH aproximat de 8,0. Totes
les dialisis es fan a 4°C;. eés necessari utilitzar sacs de dialisi
acetil.lats al dialitzar mostres de segment d’activacié aillat
(Vilanova, 1987). Finalment, el segment d‘'activacié es conserva
liofilitzat 1 a -20° €. A la Figura II.7 es pot veure un perfil

cromatografic tipic d’'obtencid de segment d’'activacib.
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I1.2. METODES ESPECTROSCOPICS

I1.2.1. ESPECTROSCOPIA D’ABSORCIO A L°ULTRAVIOLAT
I1.2.1.a. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE PROTEINES

La concentracié de les diferents espeécies proteiques utilitzades es
va determinar mitjangant mesura de 1‘absorbancia de les seves
dissolucions, fent servir els coeficients d’absorcid citats a
continuacid (Taula 1I.1). Aguests coeficients foren obtinguts en cada
cas a partir de.la determinacidé quantitativa del contingut en amincicids
d'una mostra de proteina d’absorbancia coneguda, hidrolitzada a 110°C

durant tres temps diferents i sotmesa després a anidlisi d’'aminoaAcids.

TAULA II.l;

COEFICIENTS D'ABSORCIO EMPRATS PER A MESURAR LA CONCENTRACIO
DE LES DIFERENTS FROTEiINES

Proteina Coeficient d’absorcid Referéncia
a l'1%

Procarboxipeptidasa A 1 E**280.2cm = 19,9 Martinez et al., 1983
Procarboxipeptidasa A I Ef*280.1cm = 16,3 Martinez et al., 1983

Carboxipeptidasa A E¥*yr0.15cm = 12,6 Folk & Schirmer, 1243

Proproteinasa E Ef% 00, 1cm = 28,5 Mallory & Travis, 1975

Segment d’activacié : E**280.1:8 = 14,8 Vilanova et al., 1985
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II.2.1.b. MESURA D'ACTIVITATS ENZIMATIGQUES

Totes les mesures d’activitats enzimatiques han estat fetes per
espectrofotometria d’absorcid a 1 ultraviolat, mitjangant el seguiment
de la variacid d’'absorcid que es produeix quan un substrat artificial és
hidrolitzat per 1'enzim corresponent. Normalment s'ha utilitzat cubetes

de gquarz de lcm de pas optic i s'ha fet la mesura a 25°C.

MESURA DE L ACTIVITAT CARBOXIPEPTIDASA A

En els treballs d’aquesta Tesi només s’'ha utilitzat el métode de
mesures d’activitat peptidasica de la carboxipeptidasa A descrit per
Folk & Schirmer (1963), no fent en cap moment mesures d’activitat

esterisica.

El substrat utilitzat en aguest métode és el N-benzoil-glicil-L-
fenilalanina (BGP) (Sigma), i les condicions per a una mesura estandard

sdn les segtients:

Concentracid de substrat: imM

Tampd utilitzat: Tris-HCl 25mM, NaCl 0,5M (pH 7,5)

Longitud d’'ona: 254 nm {augment de 1 “absorcid)

Temperatura: 25°C

Assaig: a una cubeta de 1 cm de pas optic que conté 1,5 ml de HPA
se 1li afegeix 10-20 pl de dissolucié enzimatica que
contenen aprox. 10-20 pg de proteina, observant la variacié

d‘absorcid durant 2-3 min.

Encara que, en principi, 1‘'estabilitat de la dissolucid aqliosa del
substrat BGP és de 24 hores a temperatura ambient, é&s convenient
comprovar la seva concentracid real mitjangant una hidrélisi total a

1’'acabar la série de mesures.

CALCUL. DE L°ACTIVITAT ESPECIFICA DE LA CARBOXIPEPTIDASA A

Per a poder comparar experiments fets en dies diferents o bé amb

mostres obtingudes de diferentes preparacions, és necessari tenir un
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métode de normalitzacid de les mesures d’activitat enzimatica. Aquest
meétode consisteix en expressar les variacions d’absorcid a 234 nm en
activitats especifiques, és a dir, per mg d'enzim i per ml de
dissolucid, per la qual cosa resulta imprescindible conéixer la

concentracid de la dissolucid d’enzim

Segons Folk 1 GSchirmer (1963), cal utilitzar un valor de
1’increment de 1 absorcid a 254 nm de 0,36 U.D.0./aM pel substrat BGP
pur al 100%, a imM.

Es fa servir el calcul segiient:

Activitat especifica = Azos nw/min
0,356 % mg d’enzim / ml de solucid de substrat

D’aquesta manera l’activitat especifica queda expressada ens

U.D.0./m y &5 a dir:
U.DeOu/mmol/L X mg / ml

umol de substrat hidrolitzat / min / mg d’enzim.

MESURA DE L ACTIVITAT CARBOXIPEPTIDASA B

S'ha utilitzat el métode de Folk et al. (1940) emprant el substrat
N-benzoil-glicil-L- arginina (BGA) (Sigma), i les seglients condicions
experimentals:

Concentracié de substrat: imM

Tampé: Tris—Hcl 25mM, NaCl 0,iM (pH 7,5)

Longitud d’'ona: 254 nm (augment de 1 'absorcid)

Temperatura: 25°C

Assaig: de la mateixa manera que el corresponent a la
carboxipeptidasa A
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MESURA DE L ACTIVITAT QUIMOTRIPSINA

S'ha utilitzat el métode d’'Schwert i Takenaka (1935) modificat. Com
a substrat s’'empra N-acetil-tirosina etil ester (ATEE) (Sigma), que és
trencat per 1’enllag ester per 1’accid de la quimotripsina. Les

condicions de 1'‘assaig sén les seglents:

Concentracio de substrat: 1mM

Tampdé: Tris-Hecl 25mM (pH 8,0)

Longitud d’‘ona: 237 nm (disminucid de 1’absorcid)
Temperatura: 25°C

Assaig: de la mateixa manera que el corresponent a la

carboxipeptidasa A

MESURA DE L "ACTIVITAT TRIPSINA

S'ba utilitzat el métode d'Schwert i Takenaka (1935) modificat. Com
a substrat es fa servir N-benzoil-L-arginina etil ester (BAEE) (Cambrian
Chemicals), que sofreix hidrolisi per 1°'enllag ester per l'accid de 1la

tripsina. Les condicions de mesura de 1’activitat sén les segtlients:

Concentracid de substrat: 0,25mM

Tampd: fosfat potasic 47mM (pH 7,8)

Longitud d’'ona: 283 nm (augment d’absorcid)
Temperatura: 25°C

Assaig: de la mateixa manera que el corresponent a la

carboxipeptidasa A

MESURA DE L°ACTIVITAT PROTEINASA E

Als inicis del treball es va pravar diversos métodes i substrats
per a la determinacid de 1’ activitat proteinasa E. Entre ells cal citar:
N-acetil-L-alanilalanilalanina metil ester (Gertler i Hoffmann, 1970),
un substrat que requereix 1°utilitzacid d’un pH-stat per a seguir la
seva hidrolisiy N-carbobenzoxi-L-alanina-p-nitrofenilester (Geneste i
Bender, 1969) 5 N-ter-butiloxicarbonil-lL-alanina-p-nitrofenil ester
(Visser i Blout, 1972); N-acetil-L-alanil-alanil-alanina-p-nitroanilida
{Feinstein et al., 1973; Bieth i Wermuth, 1973).
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Tots aquests substrats van donar resultats menys satisfactoris que
el finalment adoptat: N-succinil-—-alanilalanilalanina p-nitrolanilida
(Bieth et al., 1974). La hidrélisi d’'aquest substrat per 1l’accid de 1la
proteinasa E, que provoca l‘alliberament del grup p-nitreanilida, permet
&l seu seguiment espectrofotométrie a la longitud d'ona de 410nm.

Aquestes son les condicions per a una mesura estandard de 1’activitat:

Concentracid de substrat: imM
Tampd: Tris-HCl 0,2 M {(pH 8,0)
~ Longitud d‘ona: 410 nm faugment de 1 ‘absorcid)
‘ Temperatura: 25°C
Assaig: de la mateixa manera que el corresponent a la

carboxipeptidasa A.

II.2.2. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

L espectroscaopia de RMN, menys comdnament utilitzada que la de
1'ultraviolat, es basa en 1’absorcid d’una quantitat discreta d’energia
pels nuclis dels atoms amb moment nuclear d’spin diferent de 0, quan soén
sotmesos a 1l'accid d'un camp magnétic extern 1  adopten un moment
'magnétic orientat. En absorbir energia, a la bhanda de les radio-
freqiéncies, els nuclis varien 1’orientacid del seu moment magnétic, el

que vol dir que es produeixen transicions entre nivells energétics.

L‘espectrometre de RMN estd composat a nivell general pels mateixos
elements que configuren un esae&trémetre de, per exemple, 1lum
ultraviolada: font de radiacié, fotomultiplicador, detector i sistema de
decodificacio i lectura de la senyal. Consta, a més, i com a
caracteristica important i diferenciadora, d‘un magnet encarregat de
generar un camp magnétic elevat i uniforme. De la intensitat del camp
magnétic en depén la magnitud de la diferéncia entre nivells energétics

i, per tant, la resolucid final de 1’espectre: a major camp, major
resolucid.
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En aquest treball hem obtingut espectres de RMN de proté. Al
contenir les proteines un nombre elevadissim de protons, per potent que
sigui el magnet de 1’'espectrometre, sempre hi haurd problemes de
resolucid, i per tant els estudis que aqui es presenten es limiten a una
série de ressonancies ben caracteritzades que pertanyen a grups gue es

diferencien clarament de la resta.

S’ha treballat amb un aparell Brucker WH270, equipat amb deteccid
de quadratura i accessori de control de temperatura. El magnet
superconductor amb qu@ va equipat 1 ‘aparell produeix un camp magnetic de
6,4 Teslas, equivalent a una freqliéncia de ressonancia de 270 MHz per
protd, L’aplicacid de transformades de Fourier va permetre canvertir els
espectres obtinguts en el domini temporal a espectres expressats en el
domini de les freqiéncies. Normalment es va acumular 2.000 escombrats
successius, utilitzant un pols de 90° durant 12 ps, precedit d’un pols
de desacoblament a la freqleéncia d’'aparicit de 1'aiqgua de 0,3 ps a f1 de
reduir 1a seva senyal, amb un interval de 0,1 seg entre ambdues
operacions. Es va utilitzar un temps de mostreig de 0,6 seg per
1’acumulaciéd dels FID (free induction decays). Es va incrementar la
resolucid mitjangant diferéncia de convolucid (Campbell et al., 1973).
Es va referir els desplagaments quimics a la ressonadncia dels *H del DSS
(acid 2,2-dimetil-2-sildpenta-i-sulfénic), ohservada en  experiments
paral.lels i a la del clorur de tetrametilamoni (imM) afegit a la mostra
(desplagament quimic del TMA: d.q. del DSS + 3,17 ppm). .

Les mostres de segment es van dissoldre en 2H.0 99,8%. En alguns
casos es va eliminar contaminants organics de les mostres de segment per
precipitacid isoeléctrica a pH 4,7 i posterior redissolucid en aiqua
deuterada. El manteniment del segment dissolt en aiqua deuterada a 3-S5
mg/ml i a pH 8,5 durant 15 minuts a temperatura ambient permeté eliminar
la major part de les ressondncies dels protons de -NH, que compliquen la
lectura de | ‘espectre. Les variacions de pH, entre 5,7 i 13,0, es feren
per addicit de NaD®H o 2HCl, i aquell es mesurd directament dins del tub
de RMN amb un eléctrode de 3Imm de diametre. Les lectures de pH es van
prendre directament, serse fer correccions per la preséncia de 2M.0.Tots

els espectres van ser enregistrats a 25°C.
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11.3. DIGESTIONS ENZIMATIQUES I TRENCAMENTS QUIMICS

Es descriu en aquest apartat els métodes seqguits per a la
fragmentacid enzimatica o quimica tant de proteines senceres com de
péptids més curts, com per exemple el segment d'activacid., En cada cas
s ‘especificard, perd, sobre quina o quines mostres s‘ha aplicat el
protocal corresponent.

I1.3.1. REDUCCIO I CARBOXIMETIL.LACIO DE PROTEINES

Com a pas previ a qualsevol tipus de digestid enzimitica d’'una
praoteina que presenta una forta estructura globular i conté ponts
disulfur, és necessari portar a terme una reduccid i carboximetil.lacid
de la mateixa. També cal aplicar el procés de carboximetil.lacid quan es
tracta d'ébtenir la seqiiéncia N~terminal d’una proteina sencera, tal i

com es veurd a l’‘apartat corresponent.

En el nostre cas només es va aplicar aquest procediment a la
procarboxipeptidasa A en ser aquesta 1°Unica proteina utilitzada que

presenta una complexa estructura globular amb un pont disulfur.

Tractament de la mostra:

Es dialitza la proteina (o hé es dissol, cas d’estar liofilitzada)
a una concentracid aproximada de 5 mg/ml en tampd Tris-HCl 0,5M (pH 8,5)
i se 1i afegeix clorur de guanidini s&lid fins a una concentracid &M,
mantenint el mateix pH per addicié de NaDH 0,1H. A continuacid es manté
la mostra sota corrent de nitrégen durant 2-3 min., se 1li afegeix
ditiotreitol fins a una concentracié de 2mM, i es torna a tractar amb
corrent de nitrogen. La mostra aixi tractada amb agent reductor s’incuba
1 hora a 37°C o bé 4 hores a T ambient.

Després de la incubacid en condicions reductores s‘alquila 1la
mostra mitjangant 1'addicié d’acid iodeacétic, dissolt en el mateix

tampd que la mostra, fins a una concentracid final de 10mM (relacid
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molar de S:1 amb respecte al ditiotreitol). Seguidament s'incuba la

mostra a temperatura ambient durant 30 min. i en la foscor.

Finalment, la mostra es dialitza de manera exhaustiva en front de
NHaOH al 0,2% i es liofilitza. Cal afegir que aquest agent dialitzant és
adequat per a mostres acidiques {com és el cas de les
procarboxipeptidases A). En el cas de mostres basiques és millor

dialitzar en front d’acid acetic al 5% (Glazer, 1979).

II.3. 2. IJI(SEE?TI(S AMB TRIPSINA

La tripsina catalitza la hidrolisi dels enllagos peptidics pel
cantd carbdoxil de lisines i arginines 1 és una de les proteinases meés
utilitzades per obtenir péptids de liargada intermédia (5-20 residus) a
partir de peéptids de major nombre de residus o de  proteines
desnaturalitzades. Els péptids triptics so6n forca  adequats per
seqienciacid manual donada la seva llargada i solubilitat i solen servir
per establir solapaments entre seqiéncies de péptids més 1llargs. La
tripsina presenta una molt elevada especificitat pels residus 1lisina i
arginina perd, malgrat aixé, alqunes preparacions comercials venen
contaminades amb quimotripsina, pel que han de ser tractades amb
1’inhibidor N-tosil-L-fenilalanil clormetil cetona (TPCK); fins i tot la
tripsina pura té una reduida activitat quimotriptica residual
(Keil-Dlouha et al., 1971).

Per a la digestid triptica de peéptids 1 proteines s'ha seguit
meétodes estandards (Allen, 1982). Sempre que s’'ha wvolgut obtenir
digestions exhaustives amb tripsina que donessin 1lloc a barreges de
peptids limit tipics s'ha utilitzat tripsina Worthington +tractada amb
TPCK. En alguns casos en que s’ha detectat activitat quimotriptica
residual en el lot de tripsina comercial ha estat necessari procedir a
un nou tractament amb TPCK al laboratori, seguit per purificacid per
cromatografia 1iquida (apartat 1I.4.3). El tractament amb tripsina s'ha
aplicat sobre procarboxipeptidasa A 11, procarboxipeptidasa A I

monomérica, carhoxipeptidasa A 1 segment d’activacidé.
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Condicions de la digestid:

Medi de digestié: bicarbonat sodic 0,1M {pH 8,0}, o bé
N-Etil-morfolina 0,2M (pH 8,2)

Tripsina dissolta en HCl 1aM, CaClz 1M

Concentracié de 1a mostras 1-2 mg/ml

Temperatura d'incubacid: 37°C

Protocol: la proteina, dissolta en el tampd de digestié a la
concentracid adequada es col.loca en un bany o estufa a
37°C. A continuacid s'afegeix tripsina fins a una relacid
proteina/tripsina 50/1 (p/p) i es manté la mostra en
incubacid durant 2 hores; al final d’aquest temps es
torna a repetir l’addicié de tripsina i s5'incuba durant 2
hores més. La relacié final és per tant 25/1 (p/p).
Finalment la mostra es liofilitza. Cas de voler-la entrar
directament a 1 'HPLC, se 1i afeqeix TFA fins al O0,1% i
s'injecta després de centrifugar-la en una centrifuga
Eppendorf durant 5 min,

IX.3.3. DIBES?Iﬁ AMB PROTEINASA V-8 DE Staphylococcus
Aureus

S'ha descrit a la proteinasa V-8 de Staphylococcus Aureus com una
endopeptidasa especifica pels enllagos peptidics que involucren un
residu de glutidmic (Houmard i Drapeau, 1972). Es per aquesta rad -que
també se la coneix caom glutamic-endoproteinasa. Presenta també, pers,
una lleugera afinitatyper altres tipus d’'enllacos com aquells en els que
hi participen residus glutamina, aspartic i asparagina. Aguesta afinitat
secundaria resulta incrementada per als residus aspaArtic en preséncia de
tampd fosfat (Houmard i Drapeau, 1972).

El tractament amb glutamic endoproteinasa es va aplicar a nivell
analitic sobre procarboxipeptidasa A 1 carboxipeptidasa A; a nivell

preparatiu només es va aplicar sobre el segment d’activacid.

Es va fer diverses proves per a trobar les condicions idonies de

- 90 -



Materials § Nitodes

digestid. Es va fer digestions a pH 8,0 i 4,0, en preséncia o absencia
d’agents dissociants {SDS i urea}l i es va comprovar 1'efectivitat de
diversos medis de digestié i el rendiment de diferents relacions
proteina/V-8. Les condicions considerades finalment com a més adequades

no difereixen gaire de les proposades per Drapeau (1977):

Medi de digesticd: N-Metil-morfolina 0,2M (pH 8,0), o bé el mateix
tampd amb urea 4M

Concentracid de la mostra: 2 mg/ml

Temperatura d’incubacid: 37°C

Protocol: a la proteina, atemperada a 37°C, se i afegeix
proteinasa V-8 fins a una relacid proteina/vV-8 de 350/1
(p/p) i s’incuba durant 10 hores a 37°C; a continuacid es
repeteix 1'addicid de proteinasa V-8 i s’incuba durant 10
hores més. La relacid final és, per tant, 25/1 (p/p).
Finalment, s’addiciona TFA fins al 0,34, se centrifuga la
mostra durant S5 min. en una centrifuga Eppendort i

s‘injecta directament a 1°HPLC.

11.3.4. DIGESTIO AMB PEPSINA

Els enllagos peptidics hidrolitzats amb preferéncia per la pepsina
sén  aquells formats per dos residus  hidrofdbics adjacents,
particularment fenilalanines, i també aquells en els gque hi participen
leucines i aromatics, perd tamhé és capag d’'hidrolitzar un ample
espectre d'enllagos peptidics (glutamics, pels dos cantons, etc.)
(Fruton, 1974). El fet que la pepsina sigui activa a pH Acid fa que es
pugui treballar moltes vegades amb proteina desplegada, sense que calgui

desnaturalitzar-la préviament.

El tractament amb pepsina s'ha aplicat només sobre el segment

dactivacid, seguint el prctécol seglient (Allen, 1982):

Medi de digestid: acid férmic al 5%, HCl 1mM

Concentracid de la mostra: 2 mg/ml
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Temperatura d'incubacid: 23°C

Relacidé proteina/pepsina: 100/%1 (p/p)

Protocol: a la mostra atemperada a 25°C, i dissolta en el medi de
digestid, se 1li afegeix pepsina dissolta en les mateixes
condicions fins a una relacid 100/1 (p/p). Eé manté 1la
incubacid durant 2 hores i al capdavall d’aquest temps se
1i afegeix TFA fins al 0,1%. Finalment se centrifuga en
una centrifuga Eppendorf durant 5 min. i s’'injecta la

mostra directament a 1 'HPLC.

11.3.5. TRENCAMENTS QUIMICS

Els trencaments quimics aqui esmentats s'han aplicat només scobre el
segment d’activacié aillat.

TRENCAMENT AMB BROMUR DE CIANOGEN

El tractament de proteiﬁes amb bromur de ciandgen en condicions
acides (Gross 1 Witkop, 1961) produeix un trencament pel cantd
C-terminal dels residus metionina. Aquests queden convertits en una
barreja d°' homoserina i homoserina-lactona C-terminals (Ambler, 1965).

En aquesf treball la reaccid s'ha portat a terme sota 1les condicions
seglients:

Medi de reaccid: acid farmic al 70%Z

Concentracié de la proteina: 5 mg/ml

Relacid molar CNBr/proteinaz 100/1

Temperatura: ambient

Temps de reaccié: 20~24'hures, en la foscor

Protocol: a la mostra, dissolta en formic al 704, se 1li afegeix
bromur de ciandgen (Merck) en forma sélida fins a la
relacid molar CNBr/proteina 100/1. Després de mantenir la
incubacid durant 20-24 hores en la foscor i a temperatura
ambient, s’afegeix 10 volums d’aigqua destil.lada i es

liofilitza. Finalment es repeteix 1la liofilitzacid per
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eliminar les restes de reactiu.

ALTRES PROCEDIMENTS DE TRENCAMENT QUIMIC

Es fa esment a continuacid els altres procediments de trencament

quimic aplicats sobre el segment d‘activacid aillat, juntament amb les

referéncies corresponents:

- CNBr + DMSO (trencament per triptofans) (Huang et al., 1983)

~ Acid o-iodoschenzoic (trencament per triptafans i tirosines)
{(Mahoney 1 Hermodson, 1979; Johnson i Stockmal, 1980)

- BNPS-skatol (trencament per triptdéfans) (Fontana, 1972)
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I1.4. CROMATOGRAFIA LIOUIDA D’ALTA PRESSIO

En aquest apartat es descriurd 1'equipament i les metodologies
emprades en cromatografia liquida d'alta pressid, que ha estat una
técnica amplament utilitzada al llarg de tot aquest treball. Agqui es
descriuré' les técniques aplicades a la cromatografia analitica 1
preparativa de péptids i proteines, mentre que es deixa per un apartat
individual el desenvolupament de la técnica d'anadlisi d'aminocacids per
HPLC.

I1I.4.1. EQUIPAMENT. CONSIDERACIONS GENERALS

S’ha utilitzat un equip de cromatografia liquida d’alta pressid de

Waters Assoc., que consta de les parts segients:

2 bhombes d’alta pressiarmndel 6000A
Controlador de flux i gradients model 480
Injector manual model U&K
Injector automdtic model WISP 710
Detéctor puntual model 440 equipat amb:
lampara de Zinc amb filtre de 214 nm
lampara de Mercuri amb filtres de 254, 280 i 436nm
Detector de longitud d ona variable (MAS0) equipat amb:
lampara de Deuteri (absorcid a 1°UV)
lampara de Tungsté (absorcid al VIS)
Unitat de registre i integracid model Data Module M730

Aparell de termostatitzacio de columnes amb control de temperatura.

; A la Figura I1.8 s'hi dibuixa un esguema de 1 equipament préviament
descrit. V
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ITI.4.1.a. TRACTAMENT DELS DISSOLVENTS

AIGUA I DISSOLUCIONS TAMPO

Cal que 1’aigua utilitzada en cromatografia liquida d'alta pressiod
siqui de la millor qualitat possible: ha d’estar 1lliure de particules,
‘desionitzada, i és wmolt important que estigui 1lliure de materials
organics, puix que aquests poden interaccionar amb les columnes de fase
reversa (les més utilitzades, tant en aquest treball com en general}, on
hi queden retinguts, podent produir pics falses 1 contaminants a les

cromatografies quan es produeix la seva elucié.

Es va partif sempre d’'aigua préviament tractada amb un sistema de
desionitzacid Milli-R (Millipore); aquesta aigua desionitzada es va
passar posteriorment a través d’un cartutx Norganic (Millipore) gue rete
el material organic, i d’'un filtre Durapore (Millipore) de 0,22 um de
diametre de porus. Abans de ser utilitzades com a solvents, totes les

solucions agquoses van ser degasificades durant 15 min en una trompa de
buit.

Les dissolucions tampd aquoses es van preparar sempre amb aigua
préviament tractada de - la manera descrita abans i van ser posteriorment
refiltrades a través d‘'un $iltre Durapore. A continuacid es van
degasifiéar durant 10 min., es va ajustar el pH, i1 es va tornar a

degasificar durant 10 min més.

No convé conservar gaire dies les solucions aquoses pel perill gue
es pugui produir creixement bacterid. Es per aind recomenable preparar

només els volums necessaris per les cromatografies immediatament
previstes,

DISSOLVENTS ORGANICS

Tots els solvents organics comercials van ser filtratg abans de la
seva utilitzacid per filtres Durapore de 0,22 um. En aquest cas, la

degasificacid prévia a la cromatografia fou només de 6-8 min. per evitar

excessives evaporacions.
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II.4.1.b. CONDICIONS D’'ENTRADA DE MOSTRES

Les mostres a injectar en un aparell d°'HPLC han de reunir dues
condicions importants: estar completament netes i lliures de particules
contaminants i estar dissoltes en un solvent el més semblant possible a
aquell amb que s’iniciard el gradient, i si pot ser, en un volum petit.
Amb respecte a la primera condicid és suficient amb filtrar-les a través
d'un filtre de 0,22 um, i pel que fa 3 la segona el més indicat és
partir de mostres liofilitzades, que sén dissoltes a continuacid amb el
solvent d'inici de gradient en un volum que sol estar comprés entre 10 i

50 ul.

Malhauradament, en el treball quotidia d’un quimic de proteines,
les mostres de que sol disposar per injectar, tant a nivell analitic com
preparatiu, a un aparell d'HPLC solen ser de wvolum reduit. Aixd fa
dificil, i a vegades impossible, la seva filtracid per eliminar
particules que podrien malmetre les conduccions del sistema i els embols
de les bombes impulsores. En aquest cas el problema es resol parcialment
sotmetent la mostra a centrifugacid durant S minuts en una centrifuga
Eppendorf i traspassant a continuacid el scbrenedant a un altre tub net

per evitar arrossegar precipitat amb la xeringa d'injeccid.

Si bé els volums entrats a 1 'HPLC solen ser petits, es pot injectar
a vegades volums més grans, depenent de les necessitats: hom es pot
trobar, per exemple, amb que una mostra exigeix ser entradé
immediatament després d° aplicar-1i un tractament determinat, corrent si
no és fa aiui el risc de perdre-la per degradacid o agregacid 1 essent
per tant impossible procedir a la seva liofilitzacidé; o pot ser que la
mateixa liofilitzacid modifigqui la mostra irreversiblement. En aquests
casos, abans que procedir a una contraproduent reduccid de volum, és
preferible injectar la totalitat de la mostra, sempre que el volum de
l'injector ho permeti. En el equip emprat en aquest treball, els
injectors manual i automatic admeten, respectivament, uns volums maxims
d'injeccid de 2 ml i 200 ul.
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I1.4.2. HPLC DE PEPTIDS

Fins a mitjans o finals de la decada dels 70, moment de la
introduccid a un nivell relativament massiu de la técnica d° HPLE, el
fraccionament de barreges de péptids curts i de llargada mitja (menys de
30-40 residus) era una feina primordialment empirica, que implicava
1’adopcié de técniques forga variades, i amb poders de ressolucid i
capacitats de recuperacid que sovint estaven molt 1luny del desitjable.
Aixd es traduia en la necessitat de fer servir quantitats de material de
partida a vegades inabastables i en la dedicacid de molt de temps al

desenvolupament de les diverses técniques.

fAibans de la seva aplicacid al camé concret de la quimica de
proteines, 1a técnica de 1'HPLC ja havia demostrat ser una técnica
potent i versatil per a la separacid d'una amplia gamma de materials
biologics (veure Hawk, 1978, per una revisid del tema), Va ser a finals
de la década passada quan van aparéixer les primeres referéncies sobre
la utilitat de 1'HPLC en la separacid de peptids en el curs de la
determinacid d’estructures proteiques {(Hughes i Wilson, 1982). Com a
exemple, en un treball publicat en aquell temps (Fullmer i Wasserman,
1979}, s’aconseguia seéérar en una unica cromatografia des d'un  péptid

petit i hidrofilic de 4 residus fins a un altre llarg i hidrofobic de 30
residus,

L’éxit de la técnica d'HPLC ha de ser atribuida en gran part a les
millores que s’'han assolit tant en instrumentacid com en la tecnologia
de fabricacio de farciments de columnes. El mateix aveng de la teécmica
ha anat seleccionant els materials emprats:

SUPORTS CROMATOGRAFICS 1 SOLVENTS

El tipus de cromatografia més utilitzat en general i que esta
donant els millors resultafs amb peéptids és 1la cromatografia en fase
reversa. La fase reversa permet utilitzar una amplia gamma de solvents i
separar una amplia gamma de soluts. A més, la fase reversa arriba amb
forga facilitat a 1l'equilibri, les condicions cromatografiques soén
suficientment estables i peraset, cas de ser necessari, 1la injeccid

directa de mostres biolagiques.
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El material d’'empagquetament de la fase reversa per a péptidé sol
estar format per un suport de silica de mida de porus d’aproximadament
100 5, que porta unides covalentment cadenes hidrocarbonades normalment
d'entre 8 i 18 Atoms de carboni; la mida de les particules sol ser de §
o 10 um. Variacions en la mida del porus, de 1la particula i en 1la
densitat i 1llargada de les cadenes  hidrocarbonades determinaran

diferents especificitats o aplicacions.

Al dissoldre’s la silica a pH superior a 5§ (en el cas dels suports
de fase reversa, els diversos tractaments que reben els permet, pera,
ser estableg fins a pH 8,0), és preferible treballar a pH baix. Un dels
primers solvents per a separar péptids per fase reversa va ser 1°acid
fosféric diluit (Hancock et éi,, 1978). Alguns problemes en la
solubilitzacid de cert tipus de peptids va fer canviar les preferéncies
cap als Acids organics perfluorinats, particularment cap a 1 acid
trifluoroacétic (Dunlap et al., 1978; Mahoney i Hermodson, 1980), puix
que aquest resulta ser un molt bon solvent de péptids, completamemnt

volatil i utilitzable a longituds d’ona tant baixes com 214 nm.

TAULA II.2
PROPIETATS FISIQUES DELS SOLVENTS MES UTILITZATS EN LA

CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA DE PEPTIDS I PROTEYNES
{reproduit de Hughes i Wilson, 1982}

UV Catoff Boiling Viscosity Dielectric Solvent
Solvent {nra} Point (°C) {cP. 25°C) B Constant £(20°C) Strength®
Acetonitrile 190 82 0.34 0.65 375 31
Ethanol 205 78 1.08 0.88 246 3.6
Methanol 210 65 0.54 0.95 327 3.0
1-Propanol 240 97 1.9 0.82 20.3
2.Propanol 210 82 19 0.82 20.3 4.2
Pyndine 305 115 0.88 0.71 12.4
Acetic acid 118 1! Large 8.2
Formic add 101 Large 58.5

Water 100 B.89 Very large 80 0.0
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Els solvents organics que han de provocar 1’'elucid dels péptids han
de permetre la seva bona solubilitzacid, han de ser miscibles en aigua i
transparents a 1'UV. D’entre els més utilitzats en la cromatografia de
peptids en fase reversa, l’ordre en quant a forga o poder d’'elucid és el
sagilent:

1-propanol > 2-propanol > tetrahidrofurda = dioxa > etanol ) acetonitril > metanol

A la taula II.2 es troben les propietats fisiques d alguns dels
snlvents més utilitzats en fase reversa.

TRACTAMENT PREVI DE LES MOSTRES A CROMATOGRAFIAR. SOLVENTS

Els peptids injectats en dissolucid agliosa a una columna d'HPLC
queden retinguts al cap de columna fins que la concentracid de solvent
organic arriba a ser la caracteristica de 1l'elucid de cada un en
particular. Normalment, les mostres s’'injecten dissoltes en un petit
volum de dissolvent inicial. No sempre, perd, es disposa d’una barreja
de péptids soluble en aquestes condicions. Es pot optar per utilitzar un
acid organic com el formic (al 1-54) (Gerber et al., 1979), perd es
corre el perill de tenir interferéncies en la interaccid dels péptids
més petits i hidrofilics amb la columna. En acquests casas, els millors
sol.lubilitzadors, inerts pel que respecta a l’afinitat dels peéptids per
la columna, sé6n la urea 7-8 M i en alguns casos el clorur guanidini &6 M.
No obstant, amb aqguests darrers compostos també cal recordar 1la
possibilitat que alguns péptids que hi siguin splubles poden no ser-ho
en cap concentracid de solvent organic emprat a la cromatografia, el que

pot provocar precipitacions al cap de columna.

CROMATOGRAFIES ANALITIQUES I PREPARATIVES

El fet de seguir 1les cromatografies a 214 nm permet detectar
quantitats molt petites de mostra. Normalment és suficient 1 nanomol de
proteina o péptid a digerir per detectar la totalitat dels seus
fragments. Aixd permet poder dedicar part de la mostra a posar a punt
les millors condicions cromatografiques per una mostra donada. Quan

aguestes son conegudes, n’'hi ha prou amb aplicar-les a la mostra
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preparativa, amb 1la precaucid de no ultrapassar certs limits de

sol.lubilitat.

I1.4.2.a. TIPUS DE COLUMNES UTILITZIADES

El fraccionament de barreges de peéptids s'ha fet sempre ‘amb
columnes de fase reversa. Concretament s’'ha utilitzat les columnes
llistades a continuacid, de les que s'indica entre paréntesi les mides
externes, la mida de particula i el diametre de por. També s’indica per

gquin tipus de cromatografia han estat utilitzades

p—Bondapak C-18 (300 % 4 am, 10 um, 100 A).Utilitzada tant per
cromatografies analitiques com preparatives. (Waters Assoc.)

Vydac TP-RP C—4 (250 x B mm, S um, 100 & Semipreparativa
i preparativa. {(Separation Systems).

Ultrapore C-3 (75 % 4,6 mm, 10 um, 300 A). Analitica i preparativa
(Beckman).

Nucleosil 300-3 C-4 (250 x 4 mm, 5 um, 250 A). Analitica i

semipreparativa (Mackerey-Nagel).

Sempre que es va treballar amb péptids es va protegir el sistema
amb una pre-columna de 23 x 4,5 mm farcida amb suport pel.licular
Corasil C-18 de Waters Assoc. en el primer cas, o de suport pel.licular

Perisorb C-2 (Merck) en els altres tres casos.
I1.4.2.b. MAPES PEPTfDICS PER HPLC

Les cromatografies de péptids s'han fet sempre a pH Acid en
presencia d’acid trifluoroacetic. Els solvents emprats gairebé

exclusivament han estat:
solvent A: H20 + TFA 0,05%

solvent B: acetonitril al 80% + TFA 0,045%

{1"acetonitril era de Carlo Erba o de Merchk)
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En algunes cromatografies analitiques s'ha utilitzat 2-propanol o
metanol. Tot i aixi, en practicament tots els casos s'ha vist gue
1 acetonitril donava igual o millor ressolucid. La rad d’utilitzar una
cancentracid de TFA lleugerament mé#s baixa en el solvent B gue en el A
#s la de compensar en part la pujada de la linea base deguda a 1’ augment

de solvent organic a mida que avanga el gradient.

S'ha fet servir gradients adequats per a cada tipus de separacid
particular, i aixl s’indicard a c¢ada cas; no obstant, en general,
1°augment de solvent organic per minut ha estat sempre entre el 14 1 el

0,025%, i el flux ha estat gairebé sempre de 1 ml/min.

La deteccid dels péptids s'ha fet per seguiment de 1'absorcid a
1'V amb una lampara de Zn i filtre de 214 nm. Els 1limits d’absorbacia

del detector s‘han variat segons la cirrega de mostra entre 0,09 1 2,0

u.d.o.

En 21 cas de les cromatografies preparatives, les mostres, una
vegada col.lectades, van ser degasificades per a evaporar la major part

de solvent organic 1 a continuacid liofilitzades.

I1.4.2.c. PURIFICACIO DE PEPTIDS NO HOMOGENIS

Quan es treballa amb barreges molt complexes, és molt habitual
trobar-se amb solapament de pics, el que déna lloc a 1'cbtencié de
mostres contaminades. Els solapaments mencionats sovint neo poden sr
evitats, per lent que sigqui el gradient aplicat. Aguest comportament
cromatografic té una facil explicacid si es considera el concepte de

factor de capacitat. Aguest eg defineix com:

Factor de capacitat : k = (£t - to)/te

i

on .
to

temps de retencid d’un pic determinat i

il

temps de retencid d’un pic no retingut

El factor k és caracteristic d'un tipus de columna, d°uns
dissolvents i d’'una mostra determinats.
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A 1a vegada, la resolucid es defineix com:

Resolucid = k/7(k + 1)

Representant la resolucid com a funcid del factor de capacitat
(Figura 11.9) es pot veure gue per damunt d'un factor de 10 la resolucio

augmenta molt a poc a poc.

La tria de solvents 1 1a velocitat del gradient amb que agquests son
passats per la columna tenen influéncia scbre el factor de capacitat. No
phstant, com hem vist, a partir d'un cert punt les millores aconseguides

en resolucid sdn minimes. Quan no pot millorar-se la resolucid en una

100 (—

e

5

F

Y 50k

%

'c -

€ . Marge dtil l

L [ ‘
o a | z L ;

0 2 4 6 8 10

Factor de capacitat

FIGURA I1.%. Relacid entre resolucid i factor de capacitat o
retencid en HPLC

cromatografia cal procedir a la recromatografia per poder obtenir

péptids no contaminats:
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FIGURA 11.10. Exemple de 1'aplicacié de la recromatografia en la
purificacid de peptids. El péptid marcat (%) al cromatograma (a) va ser
repassat per la mateixa columna (b) fent servir un gradient més suau que
comengava a una concentracid de solvent B lleugeramnent inferior a la de

la seva elucid en el primer cas.
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En el nostre cas, els péptids contaminats es van col.lectar i
linfilitzar. A continuacid s’aplicaren a la mateixza columna en la que
havien estat cromatografiats en un petit volum de solucid d'inici de
gradient. Es va iniciar el gradient aplicat per la repurificacid a una
concentracid de solvent organic inferior en un 5-7%4 a la gue corresponia
a 1'elucié del péptid; 1’augment de solvent organic es va fer molt més
lent que en la cromatografia preparativa, arribant, si calia, a una
ganancia de solvent B de 0,01%4/min. A 13 Figura 11,10 es pot veure un
exemple de purificacid d'un péptid per recromatografia en la mateixa

columna.

I11.4.3. HPLC DE PROTEINES

La técnica de cromatografia ligquida d’alta pressid ha estat, com ja
s'ha dit, amplament aplicada al camp de la separacidé de peptids producte
del trencament de proteines o bé de péptids naturals biolégicament
inactius, aixi com a la separacid de molts altres compostos hiologics de
pes molecular relativament petit. En canvi, aguesta técnica no sol donar
tan bons resultats en ]1'aillament de proteines en condicions natives. De
fet, fins ara no es pot dir que, per exemple en cromatogratia en fase
reversa, s 'hagi obtingut amb proteines separacions de 1la qualitat i

recuperacid de les que s’obtenen amb péptids.

Els problemes amb qué hom es troba en la cromatografia de proteines
no soén, potser, més que la magnificacid dels que ja hi ha en la
cromatografia de péptids: un recubriment defectuds o parcial del suport
de silica pot donar problemes d’absorcid, malmetent les separscions i
recuperacions, encara que el mateix suport hagi donat abans magnifics
rendiments a la separaciod de patrons de menor pes molecular; la carrega
de cadena hidrocarbonada tant elevada als suports de fase reversa fa gque
la quantitat de solvent organic necessari per 1'elucid sigui
considerable, sobretot quan la proteina és molt hidrofdbica (Regnier,
1983). Aquests problemes de partida en poden ocasionar altres derivats
d’ell, com per exemple, la desnaturalitzacio, agregacid o pérdua

d’activitat que es poden produir a causa de 1’'elevada proporcid de
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solvent organic necessaria per 1'elucid de determinades proteines.

La manca d’'un suport optim per la separacid de proteines per HPLC
ha fet que aquesta técnica s’'hagi diversificat forga en aquest aspecte:

s’utilitza a 1 'actualitat columnes d’exclusid molecular, de  bescanvi

ionic, de fase reversa i d'interaccid hidrofobica. Les dues primeres

classes de columnes son el resultat de la modificacid dels suports

clissics respectius per a fer-los compatibles amb sistemes d’alta

pressid. No obstant, la tecnologia té encara un bon camp a recérrer

abans de poder oferir separacions, rendiments i

capacitats de carrega

rentables a 1’'hora de separar proteines per aguests métodes.

TAULA II1.3

EXEMPLES DE FROTEINES CROMATOGRAFIADES PER HFLC DE FASE

REVERSA (reproduit de Hughes i Wilson, 1982)

Motarsl

Appr Molecular Approximate -
Protein Weightt= 1679 Yield 1% Reference® Prowewn Weight{x 107% Yield (% Reference”
Epidermal growth 60 na 10 Human placental 221 A 10
factor factogen
Bagic pancrestic 85 a1 14 Protacrin 226 na w0
trypsin inhibitor” Elastase 259 na 10
Metallothionein 6.5 ] ki Apolipaprotein 1 280 48 5
Parathyroid hormotie 95 na. 10 Carbonic anhvdrase 310 na. 10
Hiswones 11.3-14.0 na. 2 LH 14
Cytxhrome ¢ 1.7 94 9 Malewr detnvdrogenase b2 o 1
na, 10 Alcohai dehsdrogenase 0.7 19 14
>80 13 H-2* Heavv chain pEX 35 t
. 46 14 Creatine kinuse 420 67 14
Parvaibumin 1LY 100 14 Ovathumin 439 na. w
Va-Microglobulin 126 8G H 57 4
Ribonuclease 3.7 na 10 3-Phosphoglvesrate 470 38 10 .
50100 12 kinase
{-Lactalbumin 13.7 na. 10 Albumin
Lysoryme 143 na 10 {hicken 534 {04 14
Hemoglobin chaine 15-16 100 8 Human 688 82 9
na. it na 0
0100 it . 9% 14
Calmodulin 18.7 80-90 8 Bavine 580 na. 1¢
Myoglobin 172 n.a. 10 Cotlagen oy 50 3
98 14 9
Apolipoprotein ALl 174 85 - Thrrusinase 1280 B6 9
Troponin C 178 80~ 90 8
Interferon 20-21 50100 4
Growth hormene 20 Ha w0
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No obstant els problemes esmentats, hi ha avui dia una considerable
quantitat d'informacid sobre separacié de proteines per HPLC en la
variant més emprada, la de fase reversa: s‘ha aplicat a camps i
materials tant distints com el fraccionament d histones (Burley et al.,
1983), 1’aillament de proteines cereals (Bietz, 1983), la purificacid
d'interferd de leucocits humans (Rubenstein et al., 1979), la separacid
de cadenes normals i cadenes mutants d’hemoglobina humana (Petrides et
al., 1980) o la separacid de tripsina de 1la quimotripsina que la
contamina a les preparacions comercials (Titani et al., 1982). A 1la

taula I1.3 se’n pot veure una relacid més extensa.

En aguest treball només s'ha utilitzat columnes de fase reversa
quan es tractava de treballar amb proteines. Les consideracions socbre
suparts cromatografics i solvents sén les mateixes que per als péptids,
amb una puntualitzacid important: el diametre de porus influeix
vonsiderablement la resolucid de molécules grans. Agquest fet, enunciat
en primer lloc per Lewis et al. (1980} i reconegut des de llavors
(Marren i Bidlingmeyer, 1985) fa que la mida minima de porus
aconsellable sigui de 300 A gquan &l material a cromatpgrafiar son

proteines.

I1.4.3.a. TIPUS DE COLUMNES UTILITZADES

En els treballs d'aquesta Tesi la separacid de proteines per HPLC

de fase reversa s'ha fet amb tres tipus de columnes:

Ultrapore C-3 (75 x 4,4 nm, 10 um, 300 A) (Beckman)
Vydac TR-P4 C—-4 (250 % 8 mm, S um, 100 A (Separation Systems)
Nucleosil 300-5 C-4 (250 x 4 mm, 5 um, 250 A) (Mackerey-Nagel)

Les tres columnes s'han utilitzat tant en processos analitics com

preparatius. En tots els casos, la pre-columna utilitzada era de 23  u

4,3 mm 1 farcida amb suport pel.licular Perisorbh C-2 de Merck.
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I1.4.3.b. SEPARACIO ANALITICA DE PROTEINES

La finalitat darrera de posar a punt métodes de separacid analitica
de proteines era la de disposar d'un sistema que permetés 1’analisi
rapida d'extractes aquosos de pols de pancreas, a fi de detectar i
analitzar la preséncia de procarboxipeptidases. Per aixd les proves es
feren a partir de barreges de carboxipeptidases i de
procarboxipeptidases A. La columna utilitzada en aquests estudis
preliminars va ser la Ultrapore C-3 de Beckman, equipada  amb una
pre-columna Perisorb C-2 de Merck. Aquesta columna déna excel.lents

resultats amb barreges de proteines patrd, com es pot veure a la Figura
I1.11.

L’interés d’aquest estudi radicava en escollir els millors sistemes
solvents en gquant a la seva capacitat de separacié i a la vegada en
escollir les condicions en qué la recuperacid fos millor; per aixd es

van dur a terme els seglients estudis:

ASSAIG DE DIFERENTS CONDICIONS CROMATOGRAF IQUES

lLa wvariacidé de solvents organics, pH de la cromatografia i
solucions tamﬁé utilitzades, va donar lloc a 1'assaig de les mescles

binaries de solvents descrites a continuacié:

H=0 + TFA 0,1% / acetonitril 80% + TFA 0,1%

H=D + TFA 0,1% / isopropanol 60% + TFA 0,1%

fosfat de trietilamina 25mM (pH 4,5) / idem en acetonitril

fosfat de trietilamina 0,25M (pH 2,5) / idem en
acetonitril 80% {(Claiken i Hough, 1980)

- piperazina 10mM / piperazina 1OmM, acetonitril &0%
{(pH 6,5 ajustat amb TFA)

~ piperazina 10mM / piperazina 10mM, isopropanol 50%
{(pH 46,35 ajustat amb TFA)
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02~ CytC
CA —160
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RNasa A Liz -
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FIGURA II.11. Separacid de proteines patrd enb columna Ultrapore C-3
{Beckman}. Solvent A: TFA 0,1%; solvent B: acetonitril + TFA 0O,1%. Es
van aplicar 40ug de RNasaA, 30ug de CA i 15 ug de Liz i Cyt C.
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ESTIMACIO DE LA RECUPERACIO SEGONS EL TEMPS DE
RESIDENCIA I LA QUANTITAT DE MOSTRA ENTRADA

En proves prévies es va observar que les procarbaripeptidases i
carboxipeptidases porcines no es recuperaven en  un 1002 al
cromatografiar-les en columnes de fase reversa. Per a comprovar la
relacid que podes existir entre recuperacid i temps de residencia a la
columna es va procedir a aplicar la mateixa mostra eluint-la amb
 diferents gradients, de manera que s’adelantés o endarreris el seu temps

d’elucid. En aquest cas, la quantitat de mostra entrada es mantenia
constant.

Contrariament, quan es tractava de veure la relacid entre
recuperacid i quantitat de mostra entrada es mantenia constant el

gradient aplicat per eluir la mostra, mentre que es variava la quantitat
injectada.

I1.4.3.c. AILLAMENT PREPARATIU DE SEGHENT D‘ACTIVACIO

Es va probar de posar a punt el métode d’aillament del segment
d'activacid per HPLU per evitar en part la desnaturalitzacié a qué el
segment és sotmés en la columna d'urea i per millorar el baix rendiment
de recuperacid. Les condicions d’activacid prévies a la separacid
cromatografica per HPLC van ser les mateixes que en el cas de la
separacid per bescanvi idnic en preséncia d’urea (veure apartat I11.1.3.)

El procediment d'activacid i posterior cromatografia adoptat és el
seguient:

Es parteix de procarboxipeptidasa A monomérica dialitzada en front
de fosfat sodic 40 mM, InCl= 0,01 mM (pH 5,8), a una concentracid de S
mg/ml 1 s'incuba durant 15 min a 25°C amb tripsina a una relacié 40/1%
(p/p). Al final de la incubacid s’afegeix TFA fins a una concentracié
final de 0,25% (per donar un pH entre 1,7 i 1,8), s’elimina els agregats
de carboxipeptidasa A (provocats pel baix pH utilitzat) per
centrifugacid en una centrifuga Eppendort (13.000 rpm) durant S min i

s‘aplica el sobrenedant a una columna Ultrapore C-3 de fase reversa.
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L.'elucid dels components de la barreja de reaccid, s’efectua mitjangant

1’aplicacid del gradient seglent:

Temps {(min) % Solvent A % Solvent B
0 98 2
5 98 2
35 49 5
38 0 100

Solvent A: TFA 0,05%%4; solvent B: acetonitril 80% + TFA 00,0454,
Entre els minuts § 1 35 saplica la corba n®* 5 del controlador de

gradients del sistema.

Cal tenir en compte que 1’ 'obtencid de segment per HPLC t& uns
limits quantitatius, puix gque a partir de certa cirrega de material
inicial la columna pot quedar colapsada, arruinant la separacié. Hem
observat que el limit de seguretat per obtenir bones separacions en les
columnes esmentades estd en 2 mg de procarboxipeptidasa A per injeccié.
Una carrega de 2 mg permet obtenir aproximadament entre 200 i 2850 ug de

segment.

El segment aillat es dialitza durant tota la nit en Hront d'aigua
ajustada a pH 8,5 amb NHa.OH, finalment es liofilitza, conservant-lo a
-20°C.

11.4.3.d. PURIFICACI& DE TRIPSINA COMERCIAL

Praviament a la cromatografia per columna;ufBendapak C-18 de fase
reversa, va ser necessari en alguns cassos retractar la tripsina amb

TPCK segons el protocal seglent ( Carpenter et al.,1947):

Es dissol tripsina a 3 mg/ml en CaClz 1 mM i s’ajusta a pH 7,0 amb
sosa diluiday a continuacid s’afegeix TPCK d’unaidissaiucié‘a 10 mg/ml
en etanol al 100%, gota a gota, fins arribar a una relacid tripsina/TPCK
30/1 (p/p). L'addicid de 1l'inhibidor es fa amb agitacid intermitent i a

- temperatura ambient. Es deixa en agitacid intermitent durant & hores,
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FIGURA II.12. Purificacid de tripsina comercial per HPLC. Columna:

f-Bondapak C-18 (Waters). Solvent A: TFA 0,05%; solvent B: acetonitril
804 + TFA 0,045%.
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ajustant el pH de tant en tant a 7,0 amb sosa. Al cap de les 5 hores es
passa la barreja a pH 3,0 per addicid de HC1 1 M i a continuacio es
dialitza en front d° aigua acidificada (pH 3,0) durant 24 hores a 4°C.

Finalment ez liofilitza.

Després del tractament amb TPCK, i per purificar la tripsina per
HPLE, es va seguir el meétode de Titani et al, (1982) amb lleugeres

modificacions de gradient:

La tripgina es dissol a 2 mg/ml en TFA 0,054 1 s‘aplica a una
columna ;;-andapak C~18 {(MWaters), eluint-la mitjancant el seglent

gradient entre acetonitril 80% i aiqua, ambdds contenint TFA al 0,005%:

Temps (min) 7% Solvent A % Solvent B
0 43 358
26 24 74
29 QO 100

Solvent A: TFA 0,05%; solvent B: acetonitril 80X + TFA 0,045%.

Finalment, la tripsina retractada amb TPCK i purificada per HPLC es
congela i lipfilitza. A la Figura II.12 es pot veure el perfil
cromatografic de purificacid de tripsina. El rendiment  d’aquest procés
és del 34% respecte de la quantitat de tripsina comercial de partida

abans de tractar-la amb TPCK.

I1.4.4. APENDIX: REGENERACIO DE COLUMNES DE HPLC
DETERIORADES

Després d'uns quants mesos d’'operacid continuada, una columna
d'HPLC perd gran part de la seva eficiéncia original i ha de sor
canviada per una de nova o bé tornada a omplir amb material nou. Elsg
factors més habituals que porten a aquesta situacid a les columnes
basades en suports de silica {(e.g., fase reversa, les dnigues

utilitzades en aquest treball) sén la contaminacid del cap de columpa o
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FIGURA II.13. (a) separacid cromatogridfica de dabsil-aminoAcids en
una columna deteriorada C-18 de fase reversa i (b) en la mateixa columna
 després de reempaquetar el cap original i invertir el sentit del +flux.

Per condicions de 1°‘analisi, veure Chang et al. (1982).
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bé la formacid de buits a ! entrada de la mateixa. En primera instiancia,
aguests problemes ps poden solucionar reempaquetant el cap de columna
amb material original o bé amb materials relacionats. Malhauradament,
aquest procediment no té efectes molt perllongats i ha de ser repetit
fregientment. A més, no és aconsellable practicar-lo quan el buit o zona
contaminada tenen una profunditat superior a 1 c©m (Runsen, 1981). Lla
possibilitat de girar el sentit del flur a la columna sol estar
desaconsellada pels subministradors. Malgat aixd, hem observat gue
aquesta és una bona alternativa a considerar per columnes de fase

Feversa.

El procediment que hem desenvolupat a partir de la nostra
exparigncia en la regeneracid de columnes deteriorades és el segilent:
s'ohre la columna i 5’eiimin$»Ia contaminacid gue pugui haver-hi en el
cap amb 1'ajut d’una petita espatula, S'omple el buit format amb una
suspensid en acetonitril S0% de suport pel.licular Corasil/Ci8 per
columnes d’octadecilsili o de Perisorb/02 per columnes de  trimetilsili.
A continuacid es renta 1a columna en el sentit original del fluxy a  fi
que la primera capa de suport aplicada es dipositi. Es torna a obrir la
columna i s'omple el buit que s’hagi peogut produir. Es renta i es torna
a omplir fins que no sigui necessaria 1 addicid de més material. Les
dues o tres primeres vegades gue es practiqui aquesta operacid es podra
for cromatografies en el mateix sentit original del flux, perd més
endavant seri necessari girar-lo. Per ascegurar 1la durada ﬁeis processos
restauradors, es recomana afegir material suplementari sempre pel mateix

extrem de la columna.

A la Figura 11.13 es pot comprovar el comportament d'una mateixa
columna de C-18 abans i després dhaver empaquetat 1'entrada original
amb Corasil/Ci8 i haver girat el flux. Aqui es presenta una andlisi
d’aminoacids en una columna LiChrosorb RPIB, perd s’'ha obtingut el
mateix tipus de resposta amb una columna Ultrapore RPSC amb mostres de
bharreges de péptids. '

Les columnes regensrades poden utilitzar-se durant un  nonbre
d'injeccions similar al de les columnes noves. A més, aquest métode
pstalvia la necessitat diutilitzar instrumentacid especial com en altres

métodes tambe exitosos de regeneracid de columnes (Avery i Light, 1985).
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I1.5. MAPES PEPTIDICS EN CAPA PRIMA

La metodologia de mapes peptidics en capa prima ha estat aplicada a
diversos estudis realitzats en aquesta Tesi, com poden ser el seguiment
de 1'activacid de la procarboxipeptidasa A , la comparacidé de +fragments
pept!dicé per a comprovar identitats entre els dos zimbgens naturals, la
identificacid de residus especifics, i d'altres. Per aquesta rad s'ha
posat a punt tant la técnica de cromatografia monodimensional com la de
mapes peptidics bidimensionals en els que la segona dimensid correspon a
- una electroforesi, basant-nos en el métode d'Stephens (1978). En un cas
particular, el de la identificacid de residus His i Tyr en péptids, la

capa prima només va servir de suport per a les tincions.

S'ha utilitzat plaques de silica—-gel 60 {(Merck) de 20 x 20 cm. Els
solvents utilitzats han estat sempre de la mateixa casa Merck. L’aparell

d‘electroforesi d’alt voltatge era de la casa Savant.

I1.5.1. CROMATOGRAFIA MONODIMENSIONAL

Abans de trobar les condicions iddnies per a la cromatografia dels
nastres péptids es va fer una série de proves amb barreges diverses i a
diverses proporcions dels solvents cloroform, etanol, metanol i hidroxid
‘aménic. Finalment, la barreja que proporciond una millor separacid va
ser (s'indica relacid de volums):

Cloroform: etanol: metanol: hidréxid aménic (2:1:1:1)

Procediment: es digsol la mostra a aplicar, préviament
liofilitzada, en un volum petit (5-15 ul) d’'hidroxid amdnic 0,1 M i
s'aplica en un extrem de la placa a 1,5 cm del caire exterior.
L'aplicacid es realitza en diverses addicions successives, molt petites,
assecant la taca amb corrent d’aire fred entre cada addicid. A
continuaciéd s’introdueix la placa en una cambra cromatografica que conté

S50 ml de la barreja de solvents, amb 1’extrem més proper a 1la mostra
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reposant sobre la base, i es deixa desenvolupar la cromatografia durant
aproximadament 2 hores 45 min (fins a { em de la part superior). La
placa s’'asseca amb aire fred en una campana extractora i a continuacid
es col.loca 20 min en una estufa a 37°C i 20 min en una altra estufa a
105°C. Finalment es deixa atemperar la placa a temperatura ambient, es
revela amb la tincid desitjada i es marca el perimetre dels péptids

detectats amb un llapis tou.

II.S5.2. MAPES PEPTIDICS BIDIMENSIONALS

En els mapes bidimensionals s'ha comencat sempre  amb la
cromatogratia com a primera dimensid. Aquesta es duu a terme de la
mateixa manera descrita a 1’'apartat anterior, amb 1 excepcid que no es

fa el pas per 1’estufa a 105°C.

Després de la primera dimensid, la placa de silica gel s’arrossa

amb un spray amb la barreja d'eluents d’'electraoforesi:
Piridina: acid acétic: aigua (20: 20: 2460) (pH 4,7)

La placa humida, suficientment perd no fins al punt de gotejar, es
co.loca horitzontal sobre la placa refrigerant de 1 ’aparell
d'electroforesi i amb dos papers de filtre Whatman molls amb  eluent
d‘electraoforesi es fan dos ponts entre els extrems de la placa de silica
i les dues cubetes, connectades cada una a un dels dos pols eléctrics.
Es connecta la font alimentadora a 200 V durant 15 min i a continuacid a
1000 V durant | hora. Finalment, la placa s’'asseca amb aire fred en una
campana d’'extraccid i a continuacid en una estufa a 37°C durant 20 min i
en una altra a 105°C durant 20 min més. Una vegada atemperada a
temperatura ambient, es revelen els péptids amb la tincid desitjada i es

marquen els seus perimetres amb un llapis tou.
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II.S.3. TINCIO AMB FLUORESCAMINA

La tincid amb fluorescamina, que reaciona amb grups amino, serveix
per a la deteccid de tota mena de péptids i es la que es fa servir

generalment quan es tracta de visualitzar un mapa peptidic complet.

Es dissol +luorescamina al 0,025% en un volum d’uns 10 mls
d‘acetona completament anhidra. S‘arrossa la placa amb la meitat
‘d’aquesta solucid, s’asseca amb aire fred, i s'acaba d'arrossar amb la
resta. A continuacid, i per donar més intensitat a la tincid, s'arrossa

lléugerament la placa amb trietilamina al 5% en acetona.

La visualitracid dels peptids tenyits es fa sota la 1llum
ultraviclada, on donen una coloracid groga brillant., Les <fotografies
sobre pel.licula en blanc i negre de les plagues aixi tenyides cal
fer-les en preséncia d'un filtre groc o taronja per tal d'obtenir millor
cantrast amb el fons hlavds gque presenten.

II.5.4. TINCIONS DE RESIDUS ESPECIFICS

DETECCIO DE RESIDUS TRIPTUFAN

Es va utilitzar la tincié d’Erlich citada per Needleman (1970). Els
derivats d'indol reaccionen amb el p-dimetilaminobenzaldehid donant una
.coloracid pdrpura. El triptéfan, com a derivat de l'indo)l substituit en

posicid 3 només reacciona en medi fortament Aacid. El procediment és el

sequent:

Es prepara una disolucid a 1°1% de p~dimetilaminobenzaldehid en una
barreia acetona-HCl concentrat %:1 {v/v). 8'arrossa la placa i es

desenvolupa el color a temperatura ambient.

DETECCIO DE RESIDUS HISTIDINA

Es va utilitzar la tincid de Fauli segons la qual es poden detectar
en paper o capa fina el grup imidazole de la histidina i el grup fenol
de la tirosina (Mann i Leone, 1933). Amb aquesta tincid la histidina

apareix com taques grogues amb virola vermella.

Cal preparar les dissolucions segiientst
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a # Acid sulfanilic al 9% {p/v) en HCl al 9% (v/v)
b # NaNDs al 5% (p/v)

c # NaOH al 20% (p/v)

d # Nao{Os al 10% (p/v)

Es segueix el seqlient protocol per a la tincid:

A 2 volums de dissolucid {8) fresca se 11 afegeix 1 volum de
dissolucid (b). Immediatament després de barrejar-les, s’afegeix 1 volum
de dissolucid (c). S'arroussa el cromatograma, s’'asseca a 1l'aire 1 es
torna a arrossar amb dissolucid (d), deizant desenvolupar el color a T

ambient.

DETECCIO DE RESIDUS TIROSINA
Es va utilitzar la tincidé amb a-nitroso- g -naftol (Needleman;
1970}

S'arrosa el cromatograma amb dissolucid de a-nitroso- g -naftol al
0,1% (p/v) en etanol al 93%., Després d’assecar amb aire calent, es torna
a arrossar amb acid nitric al 104 i s‘escalfa a 100°C durant 3 minuts.

La tirosina dona tagues malva amb aquesta tincid.
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II.6. ANALISI D’AMINOACIDS PER DERIVATITZACIO AMB
CLORUR DE DABSIL ~— HPLC

Es descriu en aguest apartat les metodologies posades en practica
durant el desenvolupament d'un métode d’analisi d’aminocacids per HPLC.

El métode tradicional per 1'analisi d’aminodcids (Moore i Stein,
1943y utilitza columnes de bescanvi idnic i elucid isocratica per passos
amb tres o més tampons i posterior deteccid post-columna amb ninhidrina.
Donada la necessitat de portar a terme aguestes analisis en practicament
" tots els laboratoris de quimica de proteines, es va deseanlupar la
tecnologia daparells especificament dissenyats per a tal finalitat: els
autoanalitzadors d’aminodcids. Posteriorment van  anar sortint
modificacions del métode original com les que utilitzaven derivatitsacid
post-columna amb o-ftalaldehid (OFA) (Benson i Hare, 1975) fu
fluorescamina {(Stein et al., 1973).

Les millores en la tecnologia de +fabricacid dels materials de
farciment de les columnes va permetre adequar la tecnica a 1la
cromatografia d’alta pressid, amb el que ja no resultava imprescindible
2l disposar d'un aparell dedicat exclusivament a 1’anilisi d’aminocacids.
En ﬁrime; l1loc es va intentar adaptar els métodes anteriors a les noves
columnes, fent elucions isocratiques (Hughes et al., 1982) i més tard en
gradient {(Hughes i Wilson, 1982), perd hom va adoptar aviat columnes de
‘fase reversa amb derivatitzacid tant post- com pre-columna.

Les derivatitzacions pre-columna han estat la darrera millora
introduida en 1'analisi d'aminoacids, juntament amb 1'automatitracis
dels sistemes. Per a tal fi s'ha utilitzat diversos reactius tals com
OPA (Jones et al., 19813 Cooper et al., 1984), clorur de dansil (Tapuhi
et al., 1981), fenilisotiocianat (PITC) (Heinrikson i Meredith, 1984),
dimetilaminoazobenzéisotiocianat DABITC (Yang i Wakil, 1984) i clorur de
dimetilaminoazohenzésulfonil (DABS-€1) (Chang et al., 1981}

Tots els métodes descrits presenten avantatges 1 inconvenients.
Aixl per exemple, els métodes isocratics necessiten tres o cinc tampons
diferents; hi ha impossibilitat de detectar 1la prolina i manca

d estabilitat dels aminoidcids derivatitzats quan es treballa amb OPA; o
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hé certs problemes de manipulacié i d"homogeneitat de la derivatitracid
quan es treballa amb els altres reactius, etc. El sistema ideal seria
aquell gue permetés avaluar quantitativament tots els aminodcids, que
donés una resposta homogénia quant a la seva derivatitzacid 1 que a més
permetés fer analisis en un temps minim i a sensibilitat de 1’ordre de

picomols. No existeix un tal sistema pel moment.

Al nostre laboratori és va adoptar el métode de Chang et al.,
(1981) de derivatitracidé d’aminodcids amb clorur de dabsil. Agquest
sistema tot i donant bons resultats va presentar problemes de
reproduibilitat i homogeneitat que vam intentar resoldre optimitzant les
condicions de la reaccid i de 1'emmagatzament dels derivats. Al mateix
temps, es va estendre el métode de dabsilacid a 1'analisi dels
aminodcids Acid-labils, és a dir, glutamina, asparagina i triptéfan, i
gs va dissenyar sistemes cromatografics que permeten escurgar el  temps
d‘andlisi substancialment. També es va utilitzar nous  suports )
cromatografics que donen una millor resolucid i es va dissenyar
gradients extesos gue permeten 1°andlisi de barreges molt complexes

d ‘aminoacids naturals i modificats.

II.6.1. MATERIALS I INSTRUMENTACIO

El clorur de dabsil wutilitzat era de la casa Fluka i es va
recristallitzar en acetona abans del seu Gs (Chang et al., 1981). Amb
aquesta finalitat es dissolia el reactiu (entre 50 i 100 mg) en acetona
. (Merck) a §7°C i a 10 mg/ml. S’'eliminava el material insoluble +filtrant
la dissoluciéd per un embut de placa filtrant, i es deixava el filtrat a
-20°C durant tota la nit. El dia segiient es recollien els cristalls
precipitats per centrifugacid, procedint posteriorment al seu assecat.
L acetonitril de grau HPLC era de Carlo Erba o de Merck. L estandard
d’aminoicids 1 el HCL 6 M van ser subministrats per Pierce. L‘Acid
metansulfonic, la lisozima, aminodcids lliures naturals i modificats,
poliaminoacids, DAPA (acid 2,3-diaminopropionic) i DABA (Acid 2,4~
diaminobutiric) eren de Sigma. L’acid p-toluensulfonic era de Merck i es

va mantenir al buit sobre pellets d'hidrdxid sddic tota una nit abans
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del seu ts. El BTI (bis(trifluorocacetoxiliodo benzé) era d’Aldrich. La

resta de productes emprats eren de qualitat analitica.

La instrumentacid utilitzada per 1°andlisi d’aminoadcids per HPLC ja
va ser descrita a 1 apartat 11.4.1. Per la injeccid de les mostres es va
utilitrar normalment 1‘injector automatic WISP 710; el detector 440 es
va fixar a 436 nm; la columna ez va mantenir sempre a 5S0°0; les
conduccinns cromatografiques tenien un diametre intern de 0,005 polsades
"i mesuraven B85 cm de injector a columna i 460 cm de columna a detector;
es va utilitzar una cel.la detectora de 10 pl (Taper Cell, Waters Asoc.)

i s van col.locar dues vilvules Rheodyne 7060 als eutrems de 1la

columna.

II.6.2. TRACTAMENT QUIMIC DE LES MOSTRES

Alguns dels aminoacids modificats emprats no van poder ser
adquirits comercialment i es van haver de preparar per tractament quimic
al laboratori. Es distingira entre obtencid de derivats d’aminpacids i

modificacith de Gln i Asn per permetre la seva posterior analisi.

II.6.2;a. DERIVATS D’AMINOACIDS PROTEINOGENICS

La barreja d’'homoserina i homoserina lactona es va obtenir per
tractament de clorhidrat de metionina amb bromur de ciandgen en acid
formic al 70% i posterior liofilitzacid (Needleman, 1970). Es va obtenir
homoserina pura per tractament de la barreja amb acetat de piridina a
105°C durant 1 hora {(Needleman, 1970). Es wva obtenir la
carboximetilcisteina i la carboximetilhistidina a partir dels

clorhidrats de cisteina i histidina {(Crestfield et al., 1944).

IT.6.2.b. TRACTAMENT AMB BTI

Aplicat a aguelles mostres en les gque es volia analitzar el seu
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contingut en glutamina i asparagina. Es va utilitzar el métode de Soby i
Johnson (1981} que consisteix en dissoldre la proteina a 2 mg/ml en
clorur de guanidini § M, TFA 0,1% i afegir-1i a continuacid 1 volum de
BTI a 36 mg/ml en dimetilformamida. Després d'una incubacid a 60°C
durant 4 hores, la proteina es dialitza tota la nit en front d’aigua
desionitzada. Finalment, s’extreu el reactiu tres vegades amb n-butil

acetat i es liofilitza 1a fase aquosa.

II.56.35. HIDROLISI ACIDA DE PEPTIDS I PROTEiNES

Les proteines i1 péptids es van hidrolitzar amb HC1 & M (Pierce), o
bé amb Acid p-toluensulfénic 3 M (Liu i Chang, 1971) o amb Acid
metansulfénic 4 M (Simpson et al., 1976), en preséncia de triptamina al

0,2% en els dos darrers casos.

El procediment sequit és el seglient: es liofilitza aproximadament 1
nmol de proteina o de peptid en un tub de borosilicat de 0,4 ¥ & cm, se
1i afegeix 25 ul de dissolucid d'acid i es tanca el tub a 1la flama
després de fer el buit durant 1 minut. Després de mantenir el tub a
110°C durant 22, 48 o 72 hores, s'obre el tub a la flama 1 es liofilitza
en el cas del tractament amb HCl o beé s‘ajusta a pH 9,0 mitjancant una
acurada addicid d’hidroxid sddic 3 M en el cas dels Acids sulfonics. En
aquests casos cal assajar paralel.lament 1’ajust a pH 9,0 amb una mostra
de major volum d’acid per tal d'assegurar una correcta addicid d'alecali
a les mostres en Acid i comprobar el pH amb tiretes de paper indicador
(Merck) en el marge de 8,0 a 10,0. Finalment, es dissol el liofilitzat
en 100 ul de bicarbonat sadic 0,15 M en el cas de la hidrolisi amb HCl o
beé addicionar a la mostra neutralitzada 50 ul de bicarbonat sédic 0,30 M
en els altres dos casos, per tal de tenir sempre una dissolucid

d'aminoacids lliures en 100 ul de bicarbonat sddic 0,15 M.
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IlI.6.4. TRIA DE LES CONDICIONS DE DABSILACIé

Com ja s'ha dit a 1la introduccid d’aquest apartat, el métode
original de Chang et al. (1981) presentava certs problemes de
reproduibilitat i homogeneitat. Per tal d optimitzar el métode es va
assajar diferents possibilitats per a cada una de les condicions en qué

la reaccid de derivatitzacid es portava a terme.

Es va partir de les condicions descrites en el procediment
éstandard {Chang et al., 19813 Chang et al., 1982; Chang et al., 1983) i

.es va assajar diferents reactius i condicions per agquest ordre:

a # Acids emprats a la hidrdlisi a 110°C. Es va fer hidrolisis amb

acid clorhidric, p-toluensulfénic i metansulfdnic,

b # pH de la reaccid de derivatitzacid. Es va fer assajos a  pH
8,3, 9,01 92,5,

c # Solucid amortidora 1 dissolvent organic emprats. Com a
solucions amortidores es va assajar bicarbonat sddic, fosfat de
trietilamina i N-etilmorfolina. Com a dissolvents organics, es

va provar 1l eficiéncia de dioxd i acetona.

d # Concentracid de clorur de dabsil. Es va assajar concentracions

finals a la barreja de reaccid entre 1,5 1 2,0 mM.

e # Percentatge de dissolvent organic. Es va  comprovar el
rendiment de la derivatitzacid a uns percentatges d acetona que

variaven entre el 25 1 el BO%.

I1.6.5. PROCEDIMENT DE DABSILACIO ESTANDARD

La derivatitzacié es va dur a terme en tubs de vidre tapats amb
taps també de vidre (0,6 x 2,5 cm) o bé en tubs Eppendorf segons el
procediment que es descriu a continuacid: a 100 ul d’una dissolucid 0,15
M en bicarbonat sdédic (pH 2,0) que conté la mostra de proteina
hidrolitzada o bé 10 nmols d’un estandard d’aminoacids, se 1i afegeix
100 4l d’una dissolucid de clorur de dansil 15 sM en acetona. El1  tub

s'incuba, hen tapat, a 70°C durant 13 min, agitant de tant en tant i
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controlant que no hi hagi evaporacid d’acetona. A continuacid, la mostra
es dilueix a S00 ul amb una barreja d’'etanol i fosfat sodic 40 mM  (pH
6,5) (1:1, v/v). Per +finalitzar, la barreja de derivatitzacio es
ventrifuga a 13.000 g durant S min i s’aplica una aligiiota del

sobrenedant a la columna d 'HPLC, emmagatzemant la resta a -20°C.

I11.6.6. SEPARACIO CROMATOGRAFICA DELS DABSIL—AA

Com s'ha dit ja al comencament d’aquest apartat, es va adoptar el
métode de Chang et al. (1981) tant per 1la derivatitzacid com per la
cromatografia dels aminoacids. Hi va haver, perd, modificacions, que van
incloure també les columnes emprades. Els autors anomenats utilitzaven
una columna Zorbax 0ODS (Dupont) o bé una columna LiChrosorb RP-18
(Merck). En el nostre cas vam mantenir aquesta darrera columna en els-
primers estadis d’aquest treball 1 vam canviar més endavant a una

columna Novapak de Waters. Les especificacions de les columnes eren:

LiChrosorb RP-18 (Merck) particules irregulars de 5 um,
4,3 x 250 mm.

Novapak £-18 (Waters) particules esfériques de 4 um,
4,5 % 150 mm.

l.a darrera columna ddna millor tessolucid i per tant permet
gscurcar el temps de les analisis. En tots els cassos es va protegir les
columnes amb una pre-columna (0,6 x 2,5 cm) farcida amb suport

pel.licular Corasil C-18 (Waters).

Es va utilitzar els dissolvents i programes cromatografics citats a
Chang et al. (1982) amb 1la columna LiChrosorb. En canvi, va ger
necessari canviar les condicions per ajustar-les a la columna Novapak.

Les digssolucions utilitzades foren:

Dissolucid A: fosfat sodic 9,0 mM (pH 6,5) + DMFA al 4%

Dissolucid Br: acetonitril + DMFA al 4%

- 125 -



Materials { Mitodes

En tots els casos es va mantenir 8] flux a § ml/ain. Els gradients
emprats variaven segons les aplicacions desitjades, és a dir, segons que
o5 volés fer una separacid rapida rutinaria o es volés resoldre la
composicid d'una barreja més complexa daminpdcids. Els tres gradients
utilitzats foren:

Gradient 1: separacié rutindria en 25 min dels 20 aminoacids
proteinogénics

Temps {min) % solvent A % solvent B
0 g 9
B* 77 23
16 &3 37
17 54 44
20 51 49
21 40 &0

(%} el pas entre els minuts 0 1 8 va ger fet mitjacant la ecorba
hiperbélica n® § del controlador de gradients M&BO.

Gradient 2: també per a la separacid dels Z0  aminvacids
proteinogénics, perd en els casos de proteines amb composicid molt
descompensada i a on convé separar clarament els components majoritaris

dels minoritaris (separacid dels components en 32 min)

Temps {(min) % soivent A % solvent B
0 N 9
24 &0 40
25 , 54 44
31 45 58

33 40 &0

Gradient 3: per a la separacid d'un major nombre de derivats, com
pot ser el cas de proteines amb modificacions post-translacionals o

artificials {separacid dels components en 75 min)
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Temps {(min) 7% solvent A % solvent B

0 93 7

5 93 7
32 81 19

42 76 24

55 &b 34

S6 62 8
78 47 53
80 40 40

II.6.7. PROGRAMA DE CALCUL D’'ANALISIS D‘AMINOACIDS
I LOCALITZACIO DE SEQUENCIES

La quantificacid de les analisis d’aminoacids és un procés molt
laboriés, puix que cal anar trobant les relacions del valor (d’area o
alcada) corresponent a cada residu amb el valor del patrd corresponent i
multiplicar-les per la quantitat de patré introduida a 1'analitzador. El
procés augmenta en laboriositat si es vol treballar amb la wmitja de
diversos patrons, si cal quantificar un gran nombre de mostres o si es
vol fer estimacions de possible nombre enter de residus, quantitat (en
pes o en nmols) de mostra analitrzada o coeficient d'extincid. Per altra
banda, a vegades hom es troba en la necessitat de localitzar una
composicid determinada en una seqiencia coneguda © en una seqgiéncia
homdloga. Per tota aguesta série de raons, i perqué la gquantitatizacid
pbtinguda a partir del registrador-integrador del nostre equip d'HPLC no
era prou satisfactéria, vam dissenyar un programa d’ordinador en

llenguatge BASIC que ofereix les seglents prestacions:

Calcul del percentatge de cada AA a partir de la comparacid
amb un patré
amb dos, tres o quatre patrons
amb la mitja de tots ells o d’'alguns

en particular

- 127 -



Materials i Métodes

Calcul de la composicid d'un peptid o d'un proteina en ndmeros
sencers o decimals a partir d’una llargada previament estimada.
Calcul de la composicid a partir del pes molecular.

Calcul de la quantitat de mostra entrada en pes si no es coneix el
pes molecular de la proteina, i en pes i mols si es coneix.
Calcul del coeficient d’extincio si es coneix 1’absorbancia de la

mostra original abans de ser liofilitzada i hidrolit:zada.
Localitzacid del punt de maxima coincidéncia de la composicid
préviament calculada amb una seqiéncia conequda, que pot ser
aquella de la que procedeix el peptid o bé una d’homdloga.
Cal, per procedir a aquesta localitzacid, introduir com a

dada una llargada estimada subjectivament per al péptid en
giiestid.
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II.7. SEQUENCIACIO DE PEPTIDS I PROTEINES

Malgrat certes prospectives catastrofistes que preveien tants mals
auguris com, textualment el “decline and fall of protein chemistry"
{(Malcalm, 1978), la seqlienciacid de proteines és una técnica que, lluny
de desapéréixer, continta essent avui en dia una eina fonamental i a
vegades unica per a conéixer 1l estructura primidria de les proteines.
éixi com és cert que els avengos en la tecnologia de seqglenciacid del
- DNA (millor encara si es tracta d’'un cDNA) permeten la rapida obtencio
de"seqﬁéncies proteiques i gque aquesta técnica ha suposat una millora
importantissima en aquest camp, no ho és menys que la nova técnica no
pot suplir 1°analisi rapida de peptids o regions proteiques petites, ni
donar compte de la situacid dels ponts disulfur, del punt d'anclatge
dels grups prostétics, de la preséncia d'aminoicids modificats, ete. En
una paraula, no pot donar compte de les modificacions post-
traduccionals, definitives en molts casos pel que respecta a la
funcionalitat de les proteines. De fet, en un futur immediat hom
contemplara la complementacid de les técniques de seqlienciacid d’acids
nucleics, de seqlienciacid de proteines i de cristalografia de raigs X,
dirigida al coneixement no només de I’esﬁructura primaria d’una

prnteina,(sinu del seu procés complert de maduracié.

Dins del terreny concret de 1la determinacié  de sequencies
d‘aminoAcids a péptids i proteines, la técnica més important de les fins
ara wutilitrzades és el metode de degradacid amb fenilisotiocianat

introduit i desenvolupat per Edman (Edman, 193503 Edman i Begg, 1967).

I1.7.1. LA DEGRADACIO D’EDMAN

La degradacid d’'Edman és un procés ciclic pel que es van eliminant,
de un en un i en forma de feniltiohidantoines (PTH), els aminoicids de
1’extrem N-terminal del péptid a analitzar mitjancant un procés que
comenga amb 1 'acoblament del reactiu fenilisotiocianat (PITC) i acaha

amb una hidralisi acida de 1°enllag peptidic N-terminal. Aguesta
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degradacid d'Edman s’'ha utilitzat segons el métode substractiu, pel que
s’'analitza la composicid del peptid escurgat, el métode Edman-dansil on
on s'analitza el nou N-terminal per analisi d’'end-group i sobretot
segons el métode directe, en el que s'identifiquen les feniltichidan-
toines (PTH) alliberades per diferents métodes cromatogriafics o per

analisi d'aminoacids després d una hidrolisi.

Al 1llarg del temps han anat sartint alternatives al PITC com
reactiu d’acoblament, la majaria d’elles basades en altres
isotiocianats. Entre  aquesteas, la que contempla 1’ds del
4-N,N-Dimetilaminoazobenzé-4‘'-isotiocianat (DABITC) és la gue posseein
millors caracteristiques (Chang et al., 19743 Chang, 1981). També s’'ha
utilitzat >=5-PITC (Bridgen, 1974) i altres reactius diferents dels
isotiocianats com 1°acid tiocacetiltioglicélic (Takagi i Doolittle,
1975). No obstant, el PITC segueix essent amb molt el reactiu més

emprat.

RUIMICA DE LA DEGRADACIO D‘EDMAN

Cadascun dels cicles de la degradacid d’Edman comprén tres passos:
1‘acoblament del residu N-terminal amb el PITC, el trencament del seu
enlla¢ peptidic en medi acid i la conversid de la tiazolinona formada a
un derivat més estable (feniltiohidantoina, PTH) que pot ser identificat
cromatograficament. Per una revisid de les condicions i les alternatives
de cada un dels passos de la reaccid veure Edman i Henschen (1975). A la

Figura I1.14 es pot veure un esquema dels tres passos de la reaccid.

La reaccid d‘acoblament té lloc en condicions alcalines, doncs és
necessari el grup amino en forma nucledfila. Aquesta reaccid rendeix el
feniltiocarbamil-péptid (PTC-péptid). Es de gfan importancia el
posterior rentat de 1’'excés de reactiu i dels productes laterals
mitjangant aplicacid de buit 1 extraccid organica. Després  de
1'extraccid, el péptid acoblat s’asseca abans de procedir a 1‘etapa de
trencament. La reaccid de trencament té& lloc en medi acid i en
condicions anhidres, després de la qual s‘elimina 1‘Acid al buit i
s'extreu 1l’anilinotiazolinona de 1‘aminodcid segregat (ATZ-aa) amb
solvent organic. Finalment 5'asseca 1°'ATZ-aa sota nitrégen i 8s

converteix en PTH, un derivat més estable (veure apartat 11.7.3).
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Es de gran importdncia posar molta atencid a la puresa dels
reactius si es pretén assolir rendiments del 90-997 en el procés de
degradacié d‘Edman. Els controls de qualitat han d’incloure a més dels
reactius i solvents, els gasos emprats i el mateix suport fisic dels
aparells: el sistema de buit, conduccions, recipients i copa del

sequenciador.

11.7.2. SEQUENCIACIO AUTOMATICA

l.'esquema degradatiu d’'Edman pot utilitzar-ge tant en fase liquida
com en fase solida o en fase gasosa, és a dir, amb el peéptid o proteina
en dissolucid o units covalentment a un suport insocluble, o amb la
determinacid d'jons de seqiiéncia per espectrometria de masses. En  els
dos primers cassos s°'han desenvolupat metodologies manuals i també‘
metodologies automdtigques. En el cas de la seqlienciacid en fase liquida,
els seqgiienciadors automatics s°'han basat en el model originalment

proposat per Edman i Begg (19467).

El sistema de degradacid automatica permet obviar certs problemes
associats amb el métode de seqgienciacid manual com poden ser la
dificultat de mantenir en alquns passos una atmosfera exenta doxigen i
de contaminacions, que limiten la llargada de la seqgliéncia a analitzar,
i permet alhora augmentar el nombre de cicles de degradacid que poden
fer-se en un dia de treball. La seqgienciacié manual tampoc funciona beé
amb proteines grans per problemes d’insolubilitat. Malgrat aixd, i amb
1’afegit que el seqienciador automatic permet treballar amb quantitats
de mostra menors i esta més protegit contra contaminacions externes,
aguest no és sempre el millor métode a triar: en el cas de péptids
petits es pot donar en el métode automatic un rentat del péptid sencer
al ser aquest soluble en els dissolvents d’extraccid. A més, el meétode
manual, tot i essent més lent, permet treballar amb varies mostres a la
vegada, amb el gque la seva lentitud queda relativitzada. Tot aixé fa que

en alguns casos sigui aconsellable fer seqlenciacid manual.

Normalment, en el seqienciador automidtic tenen lloc les dues

primeres reaccions del cicle degradatiu d’Edman: 1‘acoblament i el
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trencament. En aguest treball s'ha wutilitzat un seqienciador Beckman

model 890D, i 1’esquema operatiu és el seqiient:

ACOBLAMENT

El péptid o la proteina s‘introdueixen en un dissclvent adequat i
volatil en la “copa" del seqienciador, dispositiu que gira schre el seu
eix 1 que permet d’'aquesta manera que la mostra quedi dipositada sochre
les seves parets formant una pel.licula fina. Quan es tracta de peéptids
se sol afegir una certa quantitat de Polibré (Aldrich), un reactiu
estabililtzador del film, per evitar el possible rentat del peptid en
passos posteriors. A continuacid s’introdueix una dissoluciéd de PITC i
el tampd d'acoblament (Quadrol, Wyandotte Chemicals Corp.) normalment a
concentracid 1 M per a proteines i 0,1 M per a peptids. Després de la
reaccid d'acoblament s‘elimina 1 excés de reactiu i els dissolvents al
buit 1 s’extreu el Quadrol i els productes 1laterals per extraccid
organica. Es en aguesta fase on es corre perill d'arrossegar els péptids
petits a causa de 1°ts de dissolvents relativament polars i1 on es
justifica 1"addicid prévia del Polibré. Al mateix temps, la utilitzacid
d’'una concentracid de Quadrol 0,1 M fa que siguin necessaries menys
extraccions i que aquestes siguin menys exhaustives, reduint el perill

de rentat de péptids o de petites gquantitats de proteines.

TRENCAMENT

Després de la citada extraccid orgdnica es torna a assecar el film
de mostra i s'introdueix acid heptafluorobutiric anhidre. Al final de la
reaccid de  trencament s‘elimina 1acid al buit i s ‘extreu

1’anilinotiazolinona formada, que és recollida i assecada en un
col.lector.

En un paragraf anterior es deia que en els seqienciadars automdtics
normalment es duen a terme unicament les dues primeres reaccions del
ticle degradatiu, fent-se a fora la conversié i 1la identificacid. No
obstant, i1 tenint en compte gque el producte intermedi ATI-AA és poc

estable, s’'ha volgut desenvclupar métodes que minimitzéssin el periode
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d’'inestabilitat del compost i per a tal fi s'ha dissenyat unitats de
conversid on-line directament acoblades a 1'interior del seqlienci ador
entre la sortida de la copa i el col.lector (Wittman-lLiebold et al.,
1978). En altres cassos &'ha dissenyat fins i tot un sistema que permet
la identificacid automitica dels PTH per acocblament d'un HPLC al

seqlienciador.

11.7.35. CONVERSIO ATZ-PTH

lLes anilinotiazolinones assecades i mantingudes sota atmosfera de
nitrogen s’escalfen a 80°C durant 12 min amb 200 ul de HC1 1 M que conté
ditiotreitol (DTT) a 0,3 mg/mi. A continuacid s’extrea els PTH dues
vegades amb 700 ul d’acetat d’'etil. La fase organica s’'asseca 1 es
dissol en un volum de metanol que oscil.la entre 20 i 100 ul. Es fa el
mateix amb la fase agliosa, on només hi resten His i Arg, essent els

demés restes aminoacids arrossegats pel solvent organic.

I1.7.4. IDENTIFICACIO DE PTH's

En els primers estadis d’aguest treball es va fer servir el méto@e
de cromatografia de capa prima 1 analisi d’aminpdcids complementari
després d'una back hydrolysis {(retrohidrolisi). Més tard, en 1'analisi
de péptids producte de  trencaments enzimdtics es  va  adoptar

exclusivament el métode d'identificacid per HPLC.

II1.7.4.a. IDENTIFICACIO PER CAPA PRIMA I RETROMIDROLISI

La cromatografia en capa prima en plaques de silica-gel es va dur a
terme en un  primer sistema de dissolvents n-hepta/acid
propianic/i,2-dicloroeta (140:40:100 v/v) 1 en un segon sistema de
cloroform/metanol (261:39 v/v) segons un métode préviament descrit

(Jeppsson 1 Sjdquist, 1947). La regeneracid dels carresponents
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aminoAcids a partir de les feniltiohidantoines es va fer per hidrolisi
en HC1 6 M, 0,1% SnCl> a 1S0°C durant 4 h; a continuvacio es va
procedir a fer analisi d’aminodcids convencional en un autoanalitzador

Beckman model 121-M.

11.7.4.b. IDENTIFICACIO PER HPLC

Els PTH's dissolts en metanol (apartat 11.7.3) es van analitzar per

HPLC en una columna Novapak C-18 de 3,9 ® 150 mm i particules de 4 um

(Waters) fent servir el programa de gradient

dissolvents préviament descrits per Barber et al.

els sistemes de
(1986)

Temps (min) Z solvent A % salvent B

0 100 0

1,0 100 0

4,5+ &0 40

749 40 40

2,0 40 &0

10,0 40 &0

10,1

100 0

(¥) el pas entre els minuts 1,0 i 4,5 es va fer mitjangant la corba
hiperbolica n® 4 del controlador M680. Flux: 1 sl/min; temps total entre

injeccid i injeccid: 18 min.

Dissolvent A: acetat sddic 35 mM en acetonitril 15 %, pH ajustat a
5,0 amb acetic.

Dissolvent B: isopropanol al 460 %.
El volum de la mostra injectada oscil.lava entre § i 25 ul. La

quantitat de patrons injectada era de 200 pmol. A la Figura II.1S es pot

veure una separacid cromatografica del peol d’aminoidcids patra.
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-33'51
m.

i 3

. 12 min —

FIGURA II1.15. Separacid cromatografica d'un pool de PTH-aminoacids
patrd en columna Novapak €-18 (Haters),., Les condicions de la separacié

estan descrites al text.

I11.7.5. SEQUENCIACIO MANUAL

Alguns dels péptids triptics del segment dactivacid van ser
seqlenciats manualment seguint el metode del DABITC posat a punt per
Genesca (1983) i que es basava en els anteriarment descrits de Chang
(1981), Allen (1981) i Wittman-lLiebold i Kimura (1984). En la metodologia
aqui emprada s’'utilitza doble acoblament amb DABITC i PITC. L’extraccid de
1'excés de reactiu es fa amb hepta/etilacetat i el trencament Acid es fa
amb Acid trifluoracétic anhidre. L'eutraccid de 1‘aminodcid N-terminal
separat del péptid es fa amb butil-acetat i el residu sec de 1la fase
orgadnica gque conté el DATZ es transforma en DABTH per tractamént amb acid
trifluoracetic al 50%. L'analisi d’'aquests darrers compostos es fa en
plaques de poliamida i en dos sistemes solvents diferents: (a) Acid acetic
al 33%4 1 (b)) tolud/n-hexa/acid acétic (2,5:1:1).
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11.8. TECNIQUES ELECTROFORETIQUES

I1I.8.1. MATERIALS

L acrilamida utilitzada a les electroforesis d'urea~S8DS era de la
casa Fluka (4 x crist.). També era de la casa Fluka el 8D5. Als altres
tipus d’electroforesi es va utilitzar acrilamida de la casa Kodak

purificada amb carbd actiu i desionitzada.

La bisacrilamida (N,N'-metilen-bisacrilamida), el Tris (tris-

hidrozimetilaminometa) i la urea eren de Bio-Rad.

La glicina, el TEMED (N,N,N,N' N'~tetrametilendiamina) i el
persulfat amonic eren de Merck.

L aiqgua era desionitzada amb un sistema Milli-R (Millipore).

II.8.2. ELECTROFORESI DISCONTIMUA EN SDS

L’electroforesi discontinua en preséncia de SDS és un m&tode pensat
per‘analitzar mescles complexes de proteines (Laemmli, 1970). El seu
suport fisic és una malla formada per fibres d’'acrilamida entrecreuades
amb  bisacrilamida que polimeritzen en dissolucié en preséncia de
radicals lliures. Els radicals 1liures sén aportats pel persulfat amdnic
i estabilitzats pel TEMED. La densitat de la malla vé condicionada tant
per la concentracid dels mondmers com per la relacid acrilamida/
bisacrilamida. La funcié del SDS és la de destruir 1’estructura
tridimensional de la proteina, embolcallant—-la en una micel.la formada
pel detergent, gue desnaturalitza les proteines gairebé per complet. Al
ser el SDS un detergent aniénic, apantalla les carregues de la proteina,
no permetent que tinguin influéncia a la caArrega total de la micel.la,
on la proporcid dels seus components és d'aproximadament 1,4 g d°SDS per
g de proteina. Per aquestes raons, el desplagament de les proteines en

un gel d°'SDS es ddédna unicament en rad dels seus pesos moleculars.

Aquest sistema consta de dos gels: un de superior o concentrador i

un d’inferior o separador. La funcid del primer dels gels és la de fer
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avancar les proteines de manera homogénia fins que troben la barrera del
gel separador. Aixd s‘aconsegueix per mor de dos efectes complementaris:
la menor densitat del gel concentrador fa que les proteines es
concentrin en una banda molt estreta en topar contra el gel separador, i
a la vegada ] seu pH de 4,8, on la glicina presenta un iaﬁitzacié no
total, fa que les proteines avangin entre dos fronts ionics per un
procés d’isotacoforesi, provocant un augment local de la diferencia de
potencial i fent gue el desplagament en aquesta regid sigui rapid, el
que contibueix a compactar la zona on es troben les proteines. En &l gel
separador, al comengament del qual les proteines estan totes agrupades
en una banda molt fina, el desplacament ja és diferencial degut a la
major densitat de la malla de poliacrilamida i al pH da'8,8 del gel i
8,4 del tampd d'electroforesi en 21 que la glicina ja estad completament

ionitzada i es comporta com un 16 rapid.

S'ha sequit el métode estandard d'electroforesi vertical en placa,

partint de les dissolucians:

A: acrilamida al 30%
bisacrilamida al 0,8%

B: Tris 1,5 M, 805 0,4%, pH 8,8 ajustat amb HCL
C: Tris 0,456 M, SDS 0,4%, pH 4,8 amb HE1

S‘han fet dos tipus d'electroforesi: lineals 1 amb gradient de
poliacrilamida. Els volums necessaris de les tres dissolucions per
elaborar gl gel separador als dos casos van ser:

Bel lineal al 159% de poliacrilamida:

Dissolucid A 20 ml
Dissolucid Br 10 ml
Aigua H 10 ml

Com a polimeritzadors es va afeqgir 500 ul de persulfat aménic ’al
104 1 30 ul de TEMED.
Gel en gradient del 124 al 174 de poliacrilamida:
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12% 177
Dissolucid A: 10,0 ml 14,4 ml
Dissolucid B: 65,3 ml 6,3 ml
Aigqua : 8,8 ml 1,8 ml
Glicerol H 0 m} 2,5 ml

Com a polimeritzadors es va afegir a cada dissolucid 150 ul de
persulfat al 104 i 15 ul de TEMED.

El gel separador s’aboca entre mig de dues plaques de vidre de
dimensions 180 x 120 x 1,5 mm préviament segellades a les parts laterals
amb dos separadors de plastic, i a la part inferior amb un volum de 13
ml de la mateixa dissolucid d’acrilamida al 15%4 o al 17Z segons els
casos. En el cas del gel lineal, agquest s’ahoca directament, mentre que
en el cas del gel en gradient es parteizx de les dues dissolucions
col.locades en un sistema de vasos comunicants amb agitacid, buidant
entre mig de les plaques a partir de la sortida connectada al vas gue
conté la dissolucid més concentrada. El gel separadar ha d’omplir
aproximadament 3/4 de l'espai entre plaques. A continuacid es diposita
un petit volum d'aiqua o bé de n-butancl o isopropanol al damunt del gel
abans que agquest polimeritzi, el cue permet assequrar 1°obtencié d‘un

front regular. El gel es pot deixar polimeritzar entre 10 minuts i tota

una nit.

El gel concentrador al 4,5% d'acrilamida es fa immediatament abans

d’iniciar 1°'electroforesi amb la seglient barreja:

Dissolucid Az 3 ml
Dissolucid C: § m}
figua : 12 ml

Aquest gel es polimeritza amb S00 ul de persulfat amdnic al 1074 i
20 ul de TEMED. A continuacid s’aboca al damunt del gel separador ja
polimeritzat una vegada eliminada 1 ‘aigua o el dissolvent del damunt i

s'inserta la pinta formadora de butxaques, deixant-la a una distancia
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d'entre 1 1 2 cm del gel separador. Una vegada polimeritzat {uns 10 o 20
minuts) es retira la pinta i s’adapta el conjunt de plaques i gel a un

aparell tal com el descrit per Ames (1974).

La dissolucid de cubetes i eléctrodes es prepara just abans de fer

cérrer 1’electroforesi, amb la segtient composicié:

25 oM Tris
200 oM Blicina
0,1 7% SDS

Aguesta dissolucid ddna directament pH 8,4.

Finalment, es netegen les butnaques i ez dipositen les mostres

barrejades a relacid 1:1 amb el tampd d aplicacidé, de composicid:

&0 mM Tris § pH 6,8 ambh HC1
4 % 8DS
10 % Glicerol
5 % 2-mercaptoetanol
0,01 % blau de bromofenal

fbans de la seva aplicacid , les mostres han de ser incubades an la

mateixa dissolucid durant § ainut a $100°C.

L'electroforesi es fa correr, amb refrigeracid, durant 3-4 h a 200
V, fent servir blau de bromofenol de referéncia de front electroforétic

en una o diverses butxagues.

11.8.3. ELECTROFORESI EN UREA-SDS

L'electroforesi discontinua de SDS segons el métode tradicional de
Laemmli permet 1‘analisi de mesctles de protelnes de pesos moleculars
molt variats, sempre que la densitat de la malla del gel, determinada
pel percentatge d’acrilamida, estigui ajustada al marge de pesos
moleculars que hom vol analitzar. La linealitat de la relacid
desplagament electroforétic-logaritme del pes molecular (Weber i Osborn,
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1949) es perd parcialment quan es tracta d’analitzar proteines de pesos
moleculars petits, més o menys per sota de 10.000-12.000. Hom creu que
aquest fendmen és degut a que els complexes SDS-proteina existents en
aquest marge de pesos moleculars tenen una wmida inferior a la mida
micel.lar mitja (Kyte i Rodriguez, 1983). En relacid directa amb aquest
fenémen, en les regions del gel on es troben les bandes corresponents a

protelines de pes molecular baix, la resolucid és molt deficient.

Aquests fets han propiciat el desenvolupament de modificacions del
métode tradicional que permetéssin bl’an31isi de proteines petites i
péptids grans. S'ha vist que 1°’addicid d‘urea al medi electroforétic fa
recuperar als peptids la seva mobilitat diferencial, en eliminar en part
les micel.les de detergent (Swank i Munckes, 1971). Al nostre laboratori
hem utilitzat el métode de Hashimoto et al. (1983), posteriorment
modificat per Burgos (1984). Aquest métode wutilitza una concentracid

d’acrilamida del 12,54 en preséncia d'urea 7M i SDS.

En aguest sistema el gel separador té la seglent composicid
{s'indica al costat la guantitat necessaria per fer 50 ml, corresponents

a 15 ml de gel de tancat i 35 ml de gel separador):

12,5 % acrilamida

6,25 g

0,7 % bisacrilamida 0,33 ¢
0,45 M Tris 2,72 g
7 M urea 21,02 g
0,1 % SDS 0,05 g
10 % sacarosa 59

El gel s’elabora segons aguest procediment: es dissol 1l'acrilamida,
la bisacrilémida, la urea i1 la sacarosa en aigua Mili-R al bany maria
amb agitacid i en preséncia de resina mixta desionitzadora AG 501-XB (D)
(Bio-Rad). Es deixa 30 min en aquesta situwacid i a continuacio es filtra
per llana de vidre, afegint-hi després el Tris i el SDS. 8'ajusta el pH
a 2,1 amb HC1, s‘enrasa a S0 ml i finalment es Ffiltra a través d’'un
filtre Millipore de 0,45 um. El gel es polimeritza amb 1'addicid de &0
@l de persulfat aménic al 10% i 14 ul de TEMED (per 35 ml). Es col.loca
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una capa d'aigua al damunt per assegurar un front uniforme i es deiza

polimeritrant tota la nit.

El gel concentrador, la manipulacid del gual ég la mateixa que en
1’apartat II.B.2, té la seglent composmicid (s'indica la gquantitat per 15

mils
5 % acrilamida 0,75 g
0,13 % bisacrilamida 19,5 mg
&6 oM Tris 0412 g
G,1 % 8RS 15 ag

El pH s’ajusta a 4,8 amb HCI i es polimeritza amb 140 ul de
persul fat amonic al 10 X i 14 ul de TEMED.

La dissolucid de cubetes éz la mateixa que en 1'apartat I11.8.2
mentre gque el tampd 4 aplicacid emprat és més concentrat per permetrs
aplicar voluans més petits a les bubtuaquess

0 oM Triz: ajustat a pH 6,8 anh HCI
& 4 8D8
13 % sacarosa
7 % Z-mercaptoetancl

0,1 % blau de bromofenol

L'electroforesi es fa correr, anh refrigeracid, a 120 V durant tota
la nit. ’
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I1.8.4. ELECTROFORESI EN UREA 7 M

Com s‘'ha dit ja abans, la preséncia de SDS permet que el
desplagament electroforétic de les proteines en un gel d’acrilamida
obeeixi només al seu pes molecular. En abséncia d’aguest detergent, el
factor pes molecular perdra importincia amb respecte al factor carrega,
abans anul.lat. L electroforesi en urea 7M (Creighton, 1979) a pH 8,6
permet diferenciar entre formes proteiques de diferent carrega. Aquestes
electroforesis a vegades no duen gel concentrador 1 es parteix d'una

unica dissolucid polimeritzant, de composicid:

9,9 %4 acrilamida
0,087 % bisacrilamida
7 M urea

Abans d’'elaborar el gel cal afegir-1i 1la barreja TBE (Tris-béric-
EDTA) a les seglients concentracions (s'eupressa la quantitat necessaria

per fer 65 ml, 15 dels guals corresponen al gel de tancat):

43 oM Tris 0,345 g
25 mM Acid béric 0,1 g
0,78 mM EDTA : 19 mg

Aquesta barreja dona un pH de B,6. Les quantitats de catalitzadors
sén, per 30 ml de gel, 200 ul de persulfat amonic al 10 % i 40 ul de
TEMED. E1l gel, amb 1la pinta formadora de butxagues, es deixa
polimeritzant tot el dia i s’entra a la cldmara freda a 4°C unes dues
hores abans de connectar-la. El tampé de cubetes es de la mateixa
composicid en Tris, boric i EDTA que el gel, també a pH 8,46. Les mostres
s'apliquen, una vegada les butxaques netes, en el medi en qué estiguin

disoltes, preferiblement de forga idnica baixa o aigua, amb addicid
d’urea fins a 7M.

L electroforesi es fa correr a 80 V i 4°C durant tota la nit, fent
servir com a referéncia una petita quantitat de blau de bromofenol que

es pot addicionar a alguna de les mostres.
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11.8.5. ELECTROFORESI EN GRADIENT D°‘UREA TRANSVERSAL

El desplagament electroforetic de proteines per un gradient
transversal d'urea pot donar 1lloc a transicions entre formes de
diferent mobilitat producte de canvis confarmacionals o del
desplegament de la proteina a certes concentracions d'urea. A més,
espécies proteiques que es desplagen conjuntament en abséncia d’agent
desnaturalitzant poden presentar mobilitats diferents en aquesta mena de
gels, degut precisament al comportament diferencial en front de dit
agent. L‘electroforesi en gradients d'urea és en segons quins c©asos un
instrument valid per estudiar si existeix interaccid (afinitat) entre
espécies diferents.

Al nostre laboratori hem vingut utilitzant el métode de Creighton

(1979) modificat de manera que es disposés als extrems del gel d‘una

banda de la mateira concentracid en urea que la zona adjacent.

a b
$% — AN mostra
g%
A -1}
% % %
// // é‘.
9% ) | Loy
j/ /] 1 I
gq A OM; gradient | 9M
% g |
% < ] I |
,// { ! b
L/
N e e - ’ ! [ 1
I B 7 S — 4 poan: SRR
!
gel de tancat’

FIGURA II.16. Esquema del muntatge d'un gel en gradient d‘urea

transversal entre 0 1 9 M. (a) procés d’'elaboracid. (b) situacio final.
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La disposicid de les diferents zones de concentracid d'urea en el
gel es mostren a la Figura 1I.16

Les dissolucions a 0 i 9 M d’urea contenens

13 % acrilamida 13 % acrilamida
0,087 %4 bisacrilamida 0,087 % bisacrilamida
45 oM Tris ? M urea
25 aM boric 43 oM Tris
0,78 oM EDTA 25 mM béric

0,78 mM EDTA

Es prepara dissolucions stock sense Tris, béric ni EDTA, 1 aquests
components s afegeixen abans de fer el gel, ajustant en cada cas el pH a
8,6 amb HC1.

Els volums i guantitats de catalitzadors per & cada una de les
zones son:

Gel de tancat : 20 ml de solucid 9M + 35 ul TEMED + 90 ul

persulfat ambnic (p.a.}
‘ Inﬂaﬂé’urea 7 M: 10 ml solucid 9M + 17 ul TEMED + 42 ul p.a.
Gradient : 15 ml solucid OM + 25 ul TEMED + 63 ul p.a.
15 ml solucid M : 23 ul TEMED + 63 ul p.a.
Zona d'urea O M: 25 ml solucid OM + 48 ul TEMED + 115 ul p.a.

El tampd de cubetes &5 el mateix que en el cas de 1'electroforesi
de TBE sense gradient d'urea:

45 oM Tris

25 oM Acid boric Dédna un pH de 8,4 directament
0,78 mM EDTA

La mostra, que conté urea 7My s’aplica a la butxaca formada a 1la

part superior del gel i 1'electroforesi es corre a 4°C durant tota la
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nit a 80 V, prenent com a referéncia una petita quantitat de blau de

bromofenol que s addiciona a la mostra.
11.8.6. TINCIO DELS GELS

Els gels es van tenyir amb Coomassie Blue (Bio~Rad), colorant
especific de proteines. La dissolucid de colorant es prepara segons la

segient recepta:
Coomassie Blue al 0,154 en etanol 30 %, acid acétic al 10%.

Una vegada preparada, aquesta dissolucid s'ha de filtar amb paper.
La tincid s’efectia durant tota una nit a temperatura ambient o bé
durant 4 h a 37°C. La destincid s’efectda mitjangant reiterats rentats

del gel en:
Etaneol 23 %, acid acétic 10U

durant dos o més dies. Una vegada destenyits els gels es poden conservar
en la mateina dissolucid de destincid o bé en bosses de plastic
segellades. Les fotografies del gel destenyit ez van fer bé amb una
maquina Polaroid amb negatiu de 6 x 9 cm, exposant durant 3-4 seg amb

una obhertura £/11, o bé amb un negatiu convencional de 35 mm.

En alguns casos, per a comprovar 1 existéncia o no de bhandes no
detectades amb Coomassie Blue, es va procedir a la posterior tincid del
gel amb plata segons el procediment de Wray et al. (1981)
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11.9. SEGUIMENT DEL PROCES D'ACTIVACIO TRIPTIC DE
LES PROCARBOXIPEPTIDASES A

El seguiment del procés d'activacid de les procarboxipeptidases A
després d'una protedlisi llimitada per accid de la tripsina va fer-se
per diversos metodes: mitjangant la mesura de la generacid d’activitat
carboxipeptidasa A  al llarg del temps, mit jangant 1’analisi
electroforatica de les espécies de carboxipeptidasa A 1 de szegment
d’activacid generades també al 1llarg del temps, i mit jangant

cromatograftia liquida d alta pressio.

L activacid es va sequir a més en diverses condicions, tal com es
descriu a continuacid,
I1.9.1. CONDICIONS D'QCTIVACIé

En tots els casos que es descriu s’han mantingut constants les

seglents condicions:

Concentracid de PCPA II: 1,0 mg/ml

Concentracid de PCPA I : 1,58 mg/ml

{aixd equival a tenir en cada cas una concentracid de subunitat PCPA de
i mg/ml)

Temperatura d'incubacid: 25°C
Sempre que es volia seguir un procés d’activacio, les mostres de
PCPA es dialitzaven la nit abans en front del mateix tampd en que es

duria a terme l’activacié, ajustant 1l’endemd la concentracid de cada una

als valors abans especificats.

- 147 -



Materjals § Métodes

I11.92.1.a. TAMPONS UTILITZATS
S'ha seguit el procés d’activacid en dos tampons diferents:

Tris-HCl S0 mM, ZnClz 10~* M, pH 7,5
Fosfat sadic 20 mM, ZnClz 10=® M, pH &,5

En aquests casos es mantenien constants les condicions:

Tripsina bovina-TPCK, a relacid 4/1 (PCPA/tripsina)

I1.92.1.b. TIPUS DE TRIPSINA UTILITZATS

8'ha assajat 1 ‘eficieéncia de tripsina bovina i de tripsina de pore,
ambdues tractades amb TPCK. En aguests casos es mantenien constants les

condicions:
Activacid en medi Tris-HCl 30 mM, ZnClz 10~ M, pH 7,5.
Relacid 4/1 {(PCPA/tripsina)l
11.9.1.c. RELACIONS PROTEINA/TRIPSINA

Es va sequir 1l activacid de les procarboxipeptidases A a3 dues

relacions proteina/tripsina:

4/1
40/1

En aquests cassos es mantenien constants les condicions:

Activacid en medi Tris-HC1 350 mM, InCl= 10~% M, amb

tripsina bovina-TPCK.
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En tots els cassos la tripsina es dissolia en HC1 1 mM, CaClz 1imM,

a concentraciaons que oscil.laven, segons les relacions a emprar, entre 2
i 10 mg/ml.

I1.9.2. SEGUIMENT DE LA GENERACIO D°’ACTIVITAT CPA

Considerant com a temps inicial agquell en qué es posa la tripsina
en contacte amb les mostres de PCPA, es wvan agafar per duplicat

aliguotes de 20 ul de la mostra en incubacid (en un bany a 25°C) als
temps seqlents:

1 min, S min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h.

Aimb aquestes aliquotes es procedia a la determinacid de la seva
dctivitat carboxipeptidaza A csegons el métode descrit a 1'apartat
11.2.2,

II.9.3. SEGUIMENT DE L°ACTIVACIO PER ELECTROFORESI

L aparicid de diferents espécies tant de carboxipeptidasa A com de
segment d’activacid al llarg del temps es va seguir mitjangant tres
tipus d’'electroforesi: en urea-SDS, enurea M i en gradient d’urea
transversal. Es van agafar mostres per electroforesi als mateixos temps

que es van fer mesures d’activitats (apartat I1.9.2).

ELECTROFORESI DISCONTINUA D UREA-SDS

L atur de la reaccid d’activacid es va fer de la manera seglient: es
van agafar 80 ul de la barreja en activacid i s'hi va afegir 1,5 ul de
PMSF 100 mM, 8 ul de 8STI a 5 mg/ml (activacions 4/1) o a 0,5 mg/ml
(activacions 40/1) i 44 ul de tampd d'aplicacid de mostres per
electroforesi en urea-8DS. A continuacid les mostres van ser escalfades
durant 1 min a 100°C i es conservaren congelades fins el moment de la
seva analisi.
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L’analisi electroforétic es va fer per aplicacid de 40 yl de cada
una de les mostres a un gel d urea-8DS al 12,5 %. Després de fer cérrer
1’'electroforesi durant tota la nit a 120 V, el gel es va tenyir amb

Coomassie Blue.

ELECTROFORESI EN UREA 7 M

A aliquotes de 80 ul de la barreja en activacid s’els hi va
afegir 1,5 ul de PMSF 100 mM i 8 ul de STI a 25 mg/ml (activacions 4/1)
oa 2,5 mg!mi (activacions 40/1)., Les mostres es mantingueren a
temperatura ambient durant 1| min i a continuacid es congelaren fins el
moment de la seva aplicacid. Immediatament abans d‘aquesta s'els hi va
afegir urea solida fins a7 M i 1 ul d’una dissoluéié de blau de

bromofenal concentrada.

L andlisi electroforética es va fer per aplicacid de 45 ul de cada
una de les mostres a un gel d'urea 7 M ash acrilamida al 7,3 4 1 pH 8,6.
L'electroforesi es va fer cérrer tota la nit a 90 V i el gel es va

tenyir amb Coomassie Blue.

ELECTROFORESI EN GRADIENT D°UREA TRANSVERSAL

Es va afegir 1041 de PMSF 1 6l de STI a 5 mg/ml a 4600 1 de
barreja d’activacid a relacid 40/1. Després de mantenir les mostres . !
min a temperatura ambient, els hi fou addicionada una quantitat d‘urea
suficient com per donar una concentracid de 7M, i una petita quantitat
de blau de bromofenol. Es va aplicar tota la mostra a 1'dnica butxaca
del gel, repartint-la de manera constant per tota la seva 1llargada.
L'electroforesi es va fer cérrer tota lanit a 90 V i el gel es va

tenyir amb Coomassie Blue,
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II1.9.4. SEGUIMENT DE L°ACTIVACIO PER HPLC

Amb 1 'objecte d’estudiar gquantitativament la generacid de fragments
procedents del segment d‘activacid després de la seva segregacid de
1‘enzim actiu i alhora d’aillar-los a nivell preparatiu, es va procedir
al seguiment del procés d’activacid de la procarbozipeptidasa A
monomérica per HPLC. A diferéncia dels altres casos, aplicats a  totes
les candicions de medi, tipus de tripsina i relacions proteina/tripsina,

en aquest cas es va fer el sequiment només en les condicions seglients:

Tanpd: Tris-HC1 S0 mM, InClz 10~ M, pH 7,5
Tripsina bovina-TPCK, relacid 40/1

A una aliquota de 60 o 600ul de PCPA 11 activada amb tripsina
(segons es tractés d’una cromatografia analitica o preparativa) se 1li va
afegir TFA fins a una concentracid del 0,25 %. La mostra es va
centrifugar en una centrifuga Eppendorf durant 3 min 1 a continuacid es
va aplicar a una columna ,L—Bondapak €18 o a una columna Nucleosil C4.
L 'elucid dels diferents components de la barreja es va fer mitjangant
1’aplicacidg de gradients d’acetonitril en un medi que contenia TFA al
0,05 %. En 1les cromatografies preparatives, les mostres es van
col.lectar a ma, liofilitzant-se posteriorment en fraccions dedicades a
la seva analisi electroforetica, a 1'andlisi seqliencial del seu

N-terminal o a 1’analisi del seu poder inhibidor de la CPA.

I1.9.5. ESTUDIS D’INHIBICIO DE LES CARBOXIPEPTIDASES A

Aquests estudis es van dur a terme amb els fragments d’activacid
aillats per 'HPLC  (veure apartat anterior). Es va agafar diverses
aliqudtes dels fragments eluits de la columna, gque corresponien a les
quantitats necessaries per donar relacions molars fragment/CPA entre O i
10, amb la gquantitat de CPA constant, 1 es van liofilitzar en tubs
Eppendorf. A continuacid s’afegl la mateixa guantitat de CPA a sobre de

cada una de les mostres, i la barreja es va mantenir 30 min a 25°C. Al
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capdevall es va barrejar tota la mostra amb dissolucid de substrat de
mesura d’activitat peptidasica de 1a CPA, i es va mesurar aguesta de la
manera descrita a 1 apartat 11.2.1.b. Per determinar la concentracid
dels fragments eluits de la columna de HPLC es va considerar, com a
primera aproximacid, que el coeficient d’extincid de cada un d'ells era
igual que el del segment sencer, donat que, probablement, els aminoacids
aromatics sdn presents en cada una de les formes estudiades, La
concentracid de CPA a2 la barreja final de reaccidé fou sempre de 50nM.
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