
DEPARTAMENT DE BIOQUÍMICA I BIOLOGÍA MOLECULAR 
FACULTAT DE CIENCIES 

UNIVERSITAT AUTÓNOMA DE BARCELONA 

P R O C A R B O X I P E P T I D A S A A P Ü R C I N A í 

P R Q C É S D * A C T I V A D i d I E S T R U C T U R A P R I M A R I A 

D E L S E G M E N T A L L I B E R A T D U R A N T L A C O N V E R S I O D E L 

Z I M 0 6 E N E N E N Z I M A C T I U . 

DESENVOLUPAHENT DE METODES ANALITICS COMPLEMENTARIS 

Tesi presentada per adquirir el grau de Doctor en Ciéncies 
Quíffliques per JQSEP VENDRELL i ROCA, llicenciat en Ciéncies 
Qulmiques. 

Treball realitsat al Departament de Bioquímica i Biología 
Molecular de la Facultat de Ciéncies de la Universitat Autónoma de 
Barcelona, sota la direcció del Dr. FRANCESC X. AVILES i PUI6VERT. 

Josep Vendrell i Roca Dr. Francesc Ávil^zi Puigvert 

3 d'abril de 1987 



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 Alien Oroadway Danny Rose) 

There will be time, there wiH 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 píate; 
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 toast and tea. 

T.S. Eliot <T/ie Loue Song of J. Alfred Prufrock) 
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Introduccio 

Es coneix com a segment d'activació de la procarboxipeptidasa A al 
fragment proteic situat a 1'extrem N-terminal de la molécula que és 
separat de 1'enzim actiu durant 1'activació del zimógen per proteólisi 
limitada. Aquest treball té el seu fonament en 1'estudi de l'estructura 
i del procés de degradació d'aquest segment d'activació. 

El conjunt de coneixements actuáis sobre els segments o péptids 
d'activació de di-ferents zimógens és íorga escás, i només era esquemátic 
peí que fa al que és objecte del nostre estudi en el moment que el 
nostre grup va interessar-se per aquest tema. D'antuvi, la seva 
llargada, aproximadament 100 residus, li conferid ja un interés 
intrínsec al seu estudi estructural. Successives experiéncies ens 
demostraren la validesa de 1'interés inicial: es va comprovar que el 
segment d'activació de la procarboxipeptidasa A presenta una resistencia 
molt marcada a la degradació tríptica, que en estat ai'Uat és un potent 
inhibidor de l'activitat carboxipeptidasa A de 1'enzim i que posseeix 
una estructura globular prou compacta com per a deduir-ne que 
constitueix un domini estructural dins del zimógen. 

El segment o péptid d'activació és el que diferencia, a nivel 1 
d'estructura primaria, a les proteines actives deis seus zimógens. En el 
cas que ens ocupa, aqüestes proteines actives son proteases. La 
introduccio d'aquest treball, partint d'aquests conceptes, vol donar una 
visió general sobre 1'estructura d'aquestes biomolécules, sobre la seva 
activació i sobre els mecanismes de control que la regulen, enfocant 
1'interés en la familia de zimógens pancreátics i particularment en els 
que son objecte d'aquest estudi. 
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introducdé 

1.1- E N Z I M S P R O T E O L I T I C S I E L S S E U S Z I M O e E N S 

Els enzims proteolitics o proteases catalitzen la hidrólisi 
d'enllagos peptldics en mitres proteines. Les proteases es coropten entre 
els primers enzims en ésser reconeguts, purificats i cristal.litzats. 
Grácies ais estudis amb ells duts a terme es va poder establir alguns 
deis moderns conceptos d'especiaicitat enziraática i definir el paper de 
residus aminaácids especilics en els mecanismes de catálisi. Des del 
descobriment de la tripsina per part de Kühne (1876) s'ha recollit un 
cabdal d'informado suficient com per afirmar que les proteases son un 
deis tipus d'enzims raes ben estudiats. 

Els zimógens son els precursors inactius de proteínas 
fisiológicament actives. Inicialment, el terme fou aplicat només ais 
precursors d'enzims proteolitics digestivas com tripsinógen, 
quirootripsinógen o procarboxipeptidasa. Fa ja temps que és evident que 
fflolts altres processos bielogies impliquen la conversió d'una forma 
inactiva d'una proteína en la seva forma activa. Entre aquests processos 
es pot anomenar la coagulado de la sang (Davie i Fujikawa, 197S>, 
l'activado del complement ÍMüller-Eberhard, 1975>, la producció 
d'hormones <SteinBr et al., 1975), 1'engalzament d'estructures 
supramoleculars (Laemmli, 1975), i d'altres. El pas d'una forma a 
l'altra es produeix per hidrólisi enzimática selectiva d'enllagos 
peptidics 3 carree d'una proteasa, pero el producte no és sempre una 
proteina amb activitat enzimática. Aquest és el cas d'alguns deis 
exemples abans esmentats o també, per exemple, el de la ovoalbúmina al 
passar a placalbúmina, procés que va motivar la introducid del terme 
"proteólisi limitada" CLang i Ottessen, 1949). El concepte de zimógen és 
per tant mes ampie que el de precursor d'enzim proteolític i el 
concepte de forma activa d'una proteina mes ampie que el de proteina amb 
activitat enzimática. 

- 3 -



Intrcxhcciá 

I . 1 . 1 . T I P U S D E P R O T E A S E S I L E S S E V E S F U N C I O N S 

Les proteases es classi-fiquen en base ais seus mecanismes 
enzifliátics, posats de relleu mitianc^ant la seva susceptibilitat a 
diferents inhibidors. Aquesta peculiar classificació, no basada en 
origen o funció fisiológica, fa que dins d'una mateixa familia de 
proteases pugui haver-hi representades diverses funcions fisiológiques. 
A la taula 1.1 pot veure's la classificació de les proteases segons 

TAULA 1.1 
CLASSIFICACIO DE PROTEASES SEGONS MECANISMES CATALITICS 

Identificado 

Tipus Característica Inhibidors Exeaple Funció 

Serina-froteinases I Se"ina "activa" Fluorofosfats Tripsina Digestió 
Troabina Coaguiació 
Plasiina Lisi del coágul 

&rina-proteina5es 0 Subtilisina Digestió 
(íetal.loexopeptidasa Zn** o-fenantrolina Carboxipeptidasa Digestid 
Sulfidril-proteinasa CySH iodoacetat Papaina Digestió 

Cat^sina 6 Digestió intracel.luiar 
FVoteinasa acida pH dptii ácíd diazocetffiss p^sina Atac dKaturalitrador 

cpiiaosina Coaguiació de la llet 
ífetal.1oendopepti dasa Zn»*, Ca»* o-fenantroIina teraolisina Digestió 

Hartley (1960) i Neurath (1984). Convé a la vegada esmentar una 
classificació complementaria que classifica les proteases segons el lloc 
on actúen sobre la proteina substráete: son exopeptidases o peptidases 
les que hidrolitzen els enllagos deis extrems de la cadena 
polipeptidica, mentre que es coneix com endopeptidases o proteinases 
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FRUTEASES 

1 
PEPTIDASES 

1 
FROTEÍNASES 

0 0 
EXOPEPTIDASES ENDOPEPTIDASES 

1 

> o - o - o x > o o - c 
l.Aoinopeptidases 4.Dipeptidilpeptida5es 

1.Serina-proteínases S.Carbtixil-proteinases 

2.Carboxipeptidases S.Peptidildipeptidases 

1 
2.Tiol-proteína5e5 4.Metal.lo-protBína5e5 

5.Proteinases no classificades 

3.Dipeptidases 

FIGURA I.l. Els dos grups generáis de proteases 

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

Tornant a la classificació feta segons mecanismes catalitics, es 
comprova que podem definir un mínim de cinc famllies de proteases, 
d'entre les que les serina-proteinases son les mes estudiades i les 
millor caracteritzades. Dintre d'aquest grup d'enzims proteolítics es 
troben els enzims digestius tripsina i quimotripsina, les proteinases 
originades durant el procés de coagulada de la sang, la plasmina, 
responsable de la digestió del coágul de fibrina, l'acrosina, essencial 
a la fertilització, i molts altres enzims relacionats amb el control 
biológic. 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., 1975). 
Aquest raecanisme, conegut com "charge relay" (relé de cárrega) o "protón 
shuttle" (Uangadera de protó) implica la participado, en tots els 
casos estudíate, de tres tipus de residus especifics presents al centre 
actiu! histidina, aspártic i serina, que capten un protó seqüencialment. 
La catálisi només és efectiva quan 1'aspártic está carregat 
nsgativament. Les diferencies de funció entre les serina-proteinases es 
relacionen fonamentalment amb diferencies en la seva capacitat per a 
reconéiKsr i fixar selectivament un determinat tipus de substrat. 

Dintre del grup de les metal.loexopeptidases es troba la 
CarbOKipeptidasa A, enzim alliberat després de 1'activado de la 
procarboxipeptidasa A. Les caracteristiques tant del zimógen cora de 
1'enzim actiu serán áraplíament coraentades mes endavant. 

Les metal,loendopeptidases constitueixen el grup menys conegut de 
proteinases, amb característiques seqüencials i conforroacionals ben 
diferents de les deis altres grups. Exemples 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 
catalitic sembla teñir resemblances amb el de la carboxipeptidasa A per 
un cantó i mb el de les serina-proteinases per l'altre ÍPangburn i 
Walsh, 1975). 

La papaina i les catepsines B, H i L son SKemples de sulfidril 
proteases o tiol-proteases (Barrett, 1980). L'activitat proteolitica 
depén en aquest grup del carácter nucleofllic d'una cisteína i de la 
presencia d'un residu histidina a la clivella del centre actiu. 

El grup de les proteinases acides o carbóni1-proteinases es 
caracteritza per la dependencia de la seva activitat en un medi 
fortament ácid. La pepsina (digestió) i la quimosina (coagulado de la 
llet) son exemples de proteinases acides. 

Al classificar-SB les proteases en rao del seu mecanisme catalitic, 
res no s'ha dit encara de les seves funcions fisiológiques. Aqüestes son 
múltiples, com pot camprovar-se a la Taula 1.2. Dues son, pero, les 
funcions generáis que podera adjudicar a les proteases; nutricio i 
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control. A mes hi ha una tercera funció que té relació amb les altres 
dues: comunicació intercel.lular (Walsh, 1975). Els enzims que 
intervenen a la digestió extracel.lular son exemples de proteases 
relacionades amb la nutricio, mentre que les proteases del procés de 
coagulado de la sang formen part d'un mecanisme en cascada que és per 

T A U L A 1.2 
ALGUNES REACCIONS FISIOLQGIQUES INDUÍDES PER ENZIMS 
PROTEOLITICS (transcrit de Neurath, 1984) 

RasposU fisiológica norm*! ResposU a eslímuis sxtems Raspcsta programada 

Productes vasoaclius Oig«sUó Dasanvolupamenl 
Angíotensini Papsinogwi Prococonasa 
Pracilicraif» Proquimosina Proco1.!»g«f5asa 
Quininogen Trfpsinogen Proacrosina 

Hormocws Qjimolhpsinogen Fibrjnólisi 
Proinsullna Profosfolipasa Piasmlnogen 
Proglucigó Procarboxipeptidas«s Toxines 
Hormona proparallroide f¥oe1asl8sa Promelflina 

Enzims Coagulado sanguínea Autoansamblatga 
Prolirosinast FactOTS VII. IX. X ProcoI.Iágena 
ProFefuloxidasa Protrombina Protsínas de la cápsida 
Procrennina Factor Xíil deis rags. 

Fibrinogm 
SisUma complement 

FactOTS C3, C j 

Pracursor properdina 

ell mateix un factor de control biológic. L'activació del tripsinógen 
pancreátic per 1'enteroquinasa duodenal és un exemple de comunicado 
intercel.lular com també ho és la indúcelo per part de teixits ferits de 
1'alliberament de zimógens a la sang i de la seva conversió a enzims 
actius, enzims que mes tard activaran la formado deis coáguls de 
fibrina. El primer deis exemples té relació amb la nutricio, el segon 
amb el control biológic. 
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1 . 1 . 2 . E V O L U C l Ó DEL.S E N Z I M S P R O T E O L Í T I C S I A P A R I C I O 
D E Z I M Ó G E N S 

Els enzims proteolltics son presents a totes les -formes 
d'organisflses vius. Les seves funcions son relativament simples a 
organismes primitius i mes complexes i diversificades a organismes 
superiors. r 

Hoffl creu que els enzims proteolltics van aparéixer a les 
primeras fases de 1'evolució biológica CNeurath, 1984), donat que els 
organismes mes primitius devien haver-los necessitat per a la digestió 
de les seves própies proteines. Es pot demostrar que algunes proteases 
digestivBS de mamífers comparteiKen el rnateix origen ancestral amb 
altres d'origen microbiá (James, 1980). Les proteases que originalment 
teníen només funcions digestives van anar adaptant-se a tasques mes 
complexes i especifiques de regulado biológica (Neurath i Walsh, 1976). 
L'evolució deis enzims proteolltics és per tant, i essencialment, el 
resultat de la restricció i el refinament del procés d'hidrólisi 
enzimática d'enllagos peptidics. Una d'aquestes restriccions a 1'acció 
hidrolítica és el que es coneix cora "proteólisi limitada" o trencament 
selectiu d'enllagos peptidics ícomentat roes endavant), resultat ds 
l'evolució deis requeriments estructuráis necessaris per a la interacció 
proteasa-proteina substrat. 

Com ja s'ha dit anteriorment, les proteases es classifiquen segons 
el seu mecanisme catalltic. En general, aquest es basa en la 
pol.larització de l'enllag peptidic per atac nucleofilic sobre l'enllag 
carboni-oxígen i la donació paral.lela d'un protó a l'átom de nitrógen 
(Figura 1.2). En cada una de les farailies de proteases hi ha residus 
específics que compleixen les funcions de nucleófils i de donadors de 
protons. L'analogía entre configuracions del centre actiu i residus 
catalítics en ell presents, permet deduir que els membres d'una mateixa 
familia han evolucionat a partir d'un mateix ancestre comii CWalsh, 
1975). Aixl, per exemple, succeix amb les serina-proteínases 
pancreátiques tripsina, quimotripsina, elastasa i trombina, que 
posseeixen els mateixos residus catalítics caracterlstics (His, Asp i 
Ser) en posicions seqüencials equivalents. Per altra banda, moltes de 
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FIGURA 1.2. Mecanisme general d'hidrólisi enzimática de l'enllag 
peptidic. L'atac sobre el carboni del grup carbonil es produeix 
directament per un grup nucleó-fil (N) o per acció d'una base (B) a 
través d'una molécula d'aigua, i es combina amb la donaciá d'un protó 
{per part d' AH) sobre 1' atora de nitrógen. 

les proteinases de la cascada de la coagulado de la sang son 
serina-proteinases relacionades amb la tripsina pancreática, encara que, 
com veurem mes tard, amb la important diferencia de l'addició d'una 
cadena polipeptidica unida covalentment. 

A partir d'un ancestre coraú pot produir-se evolució divergent, que 
implica 1'aparició de proteines amb funció, centre actiu, seqüéncia i 
estructura tridimensional similars o relacionades. Per altra banda, una 
evolució convergent o independent dona lloc a proteines que presenten 
funcions, i fins i tot centres actius similars, malgrat que les seves 
seqüéncies i estructures tridimensionals siguin diferents (Doolittle, 
1981). Les relacions evolutivos deduides a partir de la comparado 
d'estructures primáries o tridimensionals teñen bones correlacions amb 
les que es deriven d'evidencies taxonómiques. Un exemple de relació 
evolutiva ben establerta el constitueix la tripsina: per comparació de 
les seqüéncies de la tripsina d'un arganisme roicrobiá iStreptomices 
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gríseas), d'una especie invertebrada {la de 1'hepatopáncreas d'Astacus 

fluviatxlis) i de la tripsina pancreática de bou, s'ha comprovat que 
tots els residus funcionáis de la tripsina bovina son presents a 
posicions análogues ais altres dos enzims {Titani et al., 1983). La 
seqüéncia d'aminoácids de 1'especie invertebrada té un 40% d'analogies 
tant amb la tripsina bovina com amb la d'origen microbiá i es pot 
considerar que la tripsina d'aquest peix representa un nexe d'unió entre 
les serina-proteinases procarietiques i de vertebrats. 

L'evolució de funcions enzimátiques pot produlr-se en general per 
duplicado génica o per fusió i rearrenglerament de fragmenta de gens 
(Neurath, 1984). Productes de duplicado génica ha son els ja anomenats 
enzims pancreátics tripsina, quimotripsina, elastasa i trombina. Les 
diferencies en l'especifitat d'aquests enzims poden adjudicar-se a 
mutacions produides al gen duplicat que introdueixen canvis a certs 
residus aminoácids implicats en la fixació de la proteina substrat 
(Hartley, 1970), deis que se'n pot veure un diagrama comparatiu a la 
Figura 1.3. Les proteases producte d'una evolució per addició o delecció 

\ r H O H c 

\ 

H- G 

H-

NH3* 

D m 

Tripsina 

CH S|,5 

H -

H-

• C H 

Q u i m o t r i p s i n a 

N H 

' - C Í ; OH 
/ C H 

CH , \ 
CH 

CH 

CH^ 

OH' 
OH 
C H 

: C H -

C H - >226 

E l a s t a s a 

FISURA 1.3- Esquema del centre de fixació de substrats de tres 
serina-proteinases digestives. Es pot observar c6m petites diferencies 
seqüencials provoquen una gran diferencia en la selectivitat de 
reconeineroent ds substrats. 
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de -fragments de DNA sol en ser aquel les que compleixen funcions 
reguladores. Per exemple, les serina-proteínases amb funcions 
reguladores (e.g., enteroquinasa) solen contenir dues cadenes 
palipeptidiques, de les que una presenta homologíes amb les 
serina-proteinasBS digestives. 

La reacciá catalitzada pels enzims proteolitics, el trencament 
d'enllagos peptidics, és un procés essencialment irreversible que 
requereix d'un control per evitar que no es doni mes que allá i quan 
siguí necessari. En altres paraules, els enzims proteolltics son, a mes 
d'una necessitat fisiológica un perill potencial pels organismes que els 
sintetitzen. D'aquí vé que al llarg de l'evolució s'han desenvolupat dos 
mecanismes de regulació d'aquesta activitat: (a) inactivació per 
interacció amb inhibidors específics i <b) formació de precursors 
inactius anomenats zimógens. Es forga probable que al llarg de 
l'evolució els zimógens hagin aparegut mes tard que els enzims 
corresponents, donat que s'han trobat relativament pocs zimógens a 
procariotes o en organismes eucariótics inferiors. Per altra part, la 
homología seqüencial observada dintre d'una mateixa familia de 
proteinases no s'observa quan es comparen les seqüéncies deis seus 
segments d'activació, la qual cosa fa pensar que en primer lloc foren 
els enzims, ais que posteriorment s'hi uniren els fragments peptidics 
corresponents per a poder formar el zimógen. 
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P A P E R D E L B Z I M O B E N 9 I E L S E N Z I M S P R O T E O L I T I C S 
A L A R E S U L A C I Ó B I O L O O I C A 

La sintesi de proteines en foroia de zimógens o precursors inactius 
és un mecanisme de control i regulado de la seva activitat fisiológica. 
Com hem vist en parágrafs anteriors, els zimógens son presents a un gran 
nombre de processos biológics de caracteristiques diferents, i en la 
práctica totalitat deis casos 1'agent activador responsable del pas de 
zimógen a forma activa és una proteasa. Els zimógens d' enzims 
proteolitics i les seves formes actives son un model ideal per a 
1'estudi del procés de transformado deis precursors en formes 
fisiológicament actives (procés d' activació)! el zimógen, subjecte 
passiu de l'activació, dona lloc a una proteasa, possible subjecte actiu 
de processos similars. 

1 . 2 . 1 . A C T I V A C I Ó D E Z I M O G E N S P E R P R O T E Ó L I S I L I M I T A D A 

L'activació de zimógens comporta sempre el trencament selectiu 
d'enllagos peptidics. Aquest procés, conegut com proteólisi limitada, és 
el resultat de l'especialització deis enzims proteolitics al llarg de 
1'evolució. L'especificitat de la proteólisi limitada s'explica en 
termes d'estructura tridimensional i d'encaix mutu entre la proteina 
substrat i la configurado del centre actiu de la proteasa. Com mes 
riguroses siguin les condicions d'interacció, raajor será la selectivitat 
de l'enzima i mes petit el nombre d'enllagos que podrá hidrolitzar 
(Neurath, 1980). Un exemple extrera de l'elevat grau d'especificitat 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 
única funció la conversió de tripsinógen a tripsina. Aquest procés és 
tant específic que només un deis 228 enllagos del tripsinógen és atacatf 
a raes, no s'ha descrit cap altre proteina substrat de l'enteroquinasa 
(Maroux et al., 1971). 

Donada la necessitat d'encaix entre la regió que conté l'enllag 

- 12 -



Introdúcelo 

peptidic susceptible d'hidrólisi i el centre actiu de la proteasa, la 
proteólisi limitada es dirigeix normalment sobre regians situadas entre 
dominis estructuráis de la cadena polipeptidica (bucles super-ficials o 
zones desestructurades) mes que sobre dominis interns, hélices o 
plegaments ^ (Neurath i Malsh, 1976). 

La proteólisi limitada és una conseqüéncia del carácter globular 
de la majarla 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 
proteólisi pot continuar o no. Si la proteina resultant és resistent en 
front de la desnatural ització i desplegament i no presenta mes enllagos 
susceptibles d'ésser hidrolitzats, la proteólisi limitada produirá una 

P O O L D ' A M I N O Á C I D S 

Z I M O G E N 

Proteíjlisi 
linitada 

Transició al.lostéfica 
o «odificació covalent 

P R O T E I N A 

I N A C T I V A 

FIGURA 1.4- Els zimógens i la seva posició a 1'esquema general de 
control fisiológic. (a) transcripció i tradúcelo regulen la -formació de 
proteines a partir de "pools" d'aminoácids. (b) altres controls regulen 
la seva degradació. Es pot -formar proteines actives per modificació 
irreversible de zimógens (c) o per modificacions conforroacionals 
reversibles (d). 

- 13 -



Introdúcelo 

nava protei'na. En l'altre cas, pot succeir que el pas inicial produeixi 
l'exposició de mes enllagos susceptibles i canvis en la con-formació que 
provoquin finalment la digestid total de la proteina (Ottesen, 1967). La 
proteólisi limitada és, per tant, el darrer pas a la síntesi de 
proteines biológicament actives i també el primer pas vers la seva 
degradació (Schimke i Doyle, 1970). 

A la Figura 1.4 es pot observar la posició deis zimógens a 
1'esquema general de la regulació fisiológica. El procés de conversió de 
zimógens en proteines actives és essencialment irreversible, puix que la 
proteólisi és una reacció exergónica en condicions fisiológiques normáis 
i no es coneixen mecanismos biológics senzills per a la reparado d'un 
enllag peptidic trencat (Neurath i Walsh, 1976). A diferencia de la 
major capadtat moduladora deis sistemes reversibles de control 
fisiológic (fosf orilació, transido al. lostérica... >, 1'activado de 
zimógens produeix canvis unidireccionals i dona lloc a 1'aparició de 
noves funcions fisiológiques. 

L'activació de zimógens per proteólisi limitada té lloc sobre un 
enllag peptidic situat a la vora de la posició N-terminal. Si considerem 
el procés de biosíntesi de les proteines, que va des de 1'extrem amino 
fins a 1'extrem carboxi, és fácil deduir que la formado del zimógen 
previa a la formació de 1'enzima és un mecanisme dissenyat per evitar 
l'expressió prematura de l'activitat fisiológica. Si el péptid 
d'activació separat per proteólisi limitada estés situat a 1'extrem 
carboxi terminal, els enzims actius se sintetitzarien i adoptarien 
conformadons natives abans que els seus zimógens (Neurath i Walsh, 
1976). 

El trencament d'un enllag peptidic situat en posició propera a 
1'extrem N-terminal no es dona només a l'activació de zimógens. Les 
proteases de mamifers i les proteines de secreció contenen altres 
perllongacions N-terminals anomenades "péptids senyal" o "seqüéncia 
líder" que son necessáries peí transport de les proteines en procés de 
síntesi a través de la membrana del retícul endoplásmic (Blobel i 
Dobberstein, 1975; Kreil., 1981). Aquest péptid senyal és eliminat del 
zimógen per acció d'una proteinasa de membrana situada a la llum del 
retlcul una vegada la porció de cadena polipeptidica que conté el péptid 
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senyal ha ultrapassat la membrana (Lively i Walsh, 1983). Hom creu que 
aquesta "pre-proteina" és el primer producte de la tradúcelo del 
missatger i és fisiológicament inactiva en impedir la presencia del 
péptid senyal el corréete plegament de la cadena polipeptídica (Scheele 
i Jacoby, 1983). 

Una vegada establert el protagonisme de la proteólisi limitada com 
a primer pas indispensable per a 1'activació de zimógens, podem 
preguntar-nos quin és el mecanisme de generado d'activitat enzimática. 
Es a dir, queda per definir quines son les conseqüéndes del trencament 
de l'enllag peptídic que uneix enzim i segment d'activació. La 

o A 

O D 

Centre de 
fixació de substrats 

Centre 
catalític 

FISURA 1.5. Tres camins possibles d'activació de zimógens. Al cami A 
un canvi conformacional indueix la formado d'un lloc de fixació de 
substrats eficient. En el cas B el lloc de fixació ja existeix i el que 
s'indueix és un centre catalític eficient. Al camí C el segment 
d'activació "tapa" el centre actiu, que només queda exposat després del 
trencament de l'enlla? que uneix segment i enzima. (Segons Neurath i 
Walsh, 1976). 
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proteólisi limitada pot simplement eliminar un obstacle (el péptid 
d'activació) o bé provocar a mes un canvi conformacional que faci a la 
proteina activa. Aquest canvi conformacional podria provocar la 
generació d'un lloc de fixació de substrats o bé induir 1'engalzament 
de novo del centre catalitic (Neurath i Walsh, 1976). Aqüestes 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 peí que 
es genera activitat enzimática (Freer et al., 1970). En canvi, la 
certesa experimental que els zimógens posseeixen una certa activitat 
intrínseca (Kassell i Kay, 1973; Martínez, 1980) fa pensar que els 
zimógens teñen preformat l'aparell catalitic i que es diferencien de 
1'enzim actiu, apart l'obstrucció estructural que suposa el segment 
d'activació, en que el centre de fixació de substrats está distorsionat. 
Aquesta deformació del lloc fixador de substrats fa que baixi 1'afinitat 
d'aquests per 1'enzim i que 1'eficiencia catalítica disminueixi a nivel 1 
residual. 

1 . 2 . 2 . C A S C A D E S D ' A C T I V A C I Ó D E Z I M Ó G E N S 

La proteólisi limitada, al ser el procés determinant del pas de 
forma inactiva a forma activa és un mecanisme de control de l'activitat 
fisiológica de les proteines sintetitzades en forma de zimógens. No 
obstant, aquest control pot fer-se raes extensiu i ésser mes finament 
regulat mitjangant el que es coneix cora a cascada d'activació de 
zimógens. El terme cascada (Me Farlane, 1964) va ser introduit per 
referir-se a les seqüéncies d'indúcelo d'activitats enzimátiques en les 
que el producte d'una reacció catalitza la següent. Aquest procés 
necessita d'un inductor inicial per, a continuado, autoregular-se. A 
les cascades d'activació de zimógens cada un d'ells conté una regió 
reeoneguda especificament per 1'enzim anterior i una regió que, després 
de l'activació, reconeix especificament el zimógen següent (Neurath, 
1975). 

La complexitat i el nombre de passos implicats en les diferents 
cascades d'activació conegudes és variable. L'activació deis zimógens 
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enteroquinasa 

intestinal 

tripsiníigaj tripsina• 

quiootripsindgens 

procarboxipeptidases A i B 

pregustases 

profosfolipasa 

quisotripsines 

carboxipeptidases A i B 

elastases 

fosfolipasa 

FIGURA 1.6. Activació deis zimógens pancreátics. A la primera -fase, 
1'enteroquinasa activa el tripsinógen, el qual s'encarregará 
posteriorment de 1'activació de la resta de zimógens (Transcrit de 
Neurath, 19755. 

pancreátics és un exemple de cascada de dos passos. En aquest cas, 
l'enteroquinasa duodenal activa el tripsinógen alliberat per les 
cél.lules acinars del páncreas. El producte de l'activació, la tripsina, 
catalitza la conversió de la resta de zimógens pancreátics en els seus 
corresponents enzims (Figura 1.6). 

Les cascades que involucren mes de dos passos son un millor exemple 
que 1'anterior de la funció amplificadora de 1'activitat enzimática que 
és característica d'aquests processos. L'exemple roes conegut d'una 
extensa cascada d'activació és el de la coaguiació de la sang (Figura 
1.7). Aquest procés implica 1'activació de 11 zimógens a 1'anomenada 
ruta intrínseca i de 4 mes a la ruta extrínseca. La reacció s'inicía a 
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la membrana vascular i íinalitsa anb la conversió del -fibrinógen a 
fibrina i formació del coágul. Les proteinases generades son prou 
especifiques cora per ser capaces d'activar el zimógen immediatament 
posterior de la cascada, pero no el següent, de manera que no sigui 
possible saltar-se passos. D'aquest fet sembla possible deduir que la 
cascada de coaguiació de la sang ha evolucionat a partir deis seus 
darrers passos. Ja que la inserció de cada un deis zimógens addicionals 
augmenta 1'amplificado i afavoreiK la bondat de la regulado (Neurath, 
1984). 

I Cotlagín 
2, Kaüí i s f . ín " 

< Piatmm) 

F o c t » XU F«ctof Xlla • 

Factor XI Foctor X l a PrtKlllil<r.m Kallilireio 

factor t X Foaor I X o " ; 

Co-*.fn. Rictor VIII Foctor VIU 

[Factor K o - F o c t o r V » ' . CB-.PL] 

Factor X Fictor X, 

Ca**,PL Foctor Y Factor V 

[Poetor X o - Factor Y - C a " Pt,] 

ProttlromíMn Thromt 

Fibnnogan Fibriti 

Co->*|fiJCter X I I I , Factor XBI 

Fibrm C c r o f i ünfc.d) 

FISURA 1.7. Mecanisroe temptatiu per explicar la iniciado de la 
coagulado de la sang en el sistema intrinsec de plasma de mamifers. La 
ruta intrínseca i extrínseca convergeixen al factor X, que és el 
responsable de 1'activado de la protrombina (reproduit de Davie i 
Fujikawa, 1975). 
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ZIMÓGEN 

Tradúcelo i 
amplificació 
de la senyal 

Expressió 

Yt 

PROTEINASA 

Ya «efe 

• Yr» «c 

COMPiEX 
PROTEÍNASA-INHIBIDDR 

X.«fe - I.. 

Yt . « t - Iv-j 

- Y: a « c * ~ Iv-a 

PROTEINA ACTIVA 

FIGURA I.a. Esquema general deis processos de control regulats per 
zimógens, proteases i els seus inhibidors. Els zimógens son activats 
seqüencialment i la seva activitat és controlada per inhibidors 
especifics. El darrer pas de proteólisi limitada dona lloc a 
1'expressió de la íunció de la darrera proteina activa. (*> representa 
la senyal fisiológica que inicia la cascada (de Neurath i Walsh, 1976) 

A mes del gran poder modulador que suposa el nombre de passos 
d'activació, el procés de coagulado de la sang també vé regulat per la 
presencia d'inhibidors especifics de cada una de les proteinases. 
Aquests inhibidors son els encarregats de posar fi a les reaccions 
d'activació i restringir la seva acció a l'área on és necessária. La 
regulado per inhibidors no és en absolut exclusiva del procés de 
coagulado sino que és una característica comú a molts processos 
seqüencials. Un possible esquema general está representat a la Figura 
1.8, on es teñen en corapte les tres fases principáis d'un procés 
d'activació de proteases: interpretado de la senyal inductora del 
procés, amplificació de la primera senyal i efecte final. En general es 
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pot dir que la durada de cada un deis passos vé controlada per la 
concentració d'inhibidors, mentre que el grau d'amplificado está 
determinat peí nombre de passos entre inici i expressió final de 
l'activitat. 

Les cascades d'activació de zimógens no operen necessáriaraent en 
estat aillat, sino que poden interaccionar les unes amb les altres; 
aquest és el cas deis sistemes de la coagulado, fibrinólisi i 
kallicreina. La seva interacció afegeix elements de control i modulado 
addicional ais que son intrinsecs de cada sistema. 

La proteólisi limitada, sigui considerada com un procés aillat o 
dins d'un procés seqüencial, és, dones, un important element de control 
que pot iniciar funcions fisiológiques noves o regular-ne de 
preexistents. En tot cas és un procés irreversible que destaca per 
aquesta rao dins la llista de possibles modificacions postranslacionals 
que poden sofrir les proteines. Els zimógens están dones dissenyats per 
respondre a senyals fisiológiques, amplificar-Íes i activar de forma 
irreversible una determinada funció. 
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1.3- P E P T I D S D ' A C T I V A C I Ó 

Es coneix cora a péptid d'activació a tot -fragment peptidic 
alliberat d'un zimógen durant la seva activació per proteólisi limitada. 
Está ben establert que la majoria de processos d'activació de zimógens 
teñen lloc per trencament enziroátic d'un o mes enllagos peptidics 
situats en posició N-terminal amb relació al centre actiu de la 
proteina. D'aquests conceptes sovint s'en dedueix un esquema general 
re-ferent a 1'estructura de zimógens que resulta erroni; el que considera 
que un zimógen és una cadena polipeptidica lineal que, després de 
l'activació, allibera inde-fectiblement un péptid mes o raenys llarg 
situat al seu extrem N-terminal. L'ámplia gamma d'estructures possibles 
que poden presentar els zimógens i els di-ferents tipus de processos 
d'activació deis mateixos contradiuen la simplicitat d'aquesta idea. Hi 
ha, per exemple, zimógens -formats per diverses cadenes com és el cas del 
factor XI de la coagulado de la sang (Muepper, 1972), i d'altres que 
alliberen un péptid d'activació intern com li succeeix al factor IX 
(Katayama et al., 1979). També en alguns casos es manté 1'estructura de 
dues cadenes polipeptidiques després de l'activació com li succeix a la 
trombina (Magnusson et al., 1975), o s'observa el trencament conjunt 
d'enllagos situats al sector N-terminal i a 1'interior de la molécula 
durant l'activació, tal com s'ha definit peí plasminógen (Wallén i 
Wiraan, 1975). En els casos mes complexes el procés d'activació de 
zimógens poseeix mes d'una de les caracterlstiques abans esmentades; hi 
ha, pero, casos en qué també s'observa processos d'activació 
simplificats com amb el tripsinógen, pepsinógen i procarboxipeptidases. 
En algún cas no es pot parlar ni tant sois de péptid d'activació, donat 
que la proteólisi Ilimitada no allibera cap segment peptidic sino que es 
limita a trencar per un sol punt la continuitat de la seqüéncia 
polipetídica, seguint les dues cadenes separades unides per ponts 
disulfur, cora ha estat descrit per la uroquinasa humana (Wun et al., 
1981). 

Del comentat fins ara s'en dedueix que resulta difícil definir una 
estructura i una localització generáis pels segments d'activació. La 
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seva diversitat és tant de 1largada com de composició i seqüéncia. Hi ha 
segments o péptids d'activació molt curts, com el del tripsinógen (6 
residus) (Davie i Neurath, 1955), de 30-50 residus com el de la 
prokallicreina (Kizuki et al,, 1982) o el del pepsinógen (Stepanov et 
al., 1973), de quasi 100 residus (procarboxipeptidasa A de páncreas de 
rata) (Quinto et al., 1982), i en alguns zimógens el fragraent alliberat 
durant l'activació és fins i tot mes llarg que el mateix enzim, com 
succeix en el cas de la trombina (274 residus en front de 259) 
(Magnusson et al., 1975), 

Les diferencies en llargada i composició entre els segments 
d'activació son també evidents entre aquells que pertanyen a zimógens de 
proteases de la mateixa familia. S'ha dit ja que les families de 
proteases agrupen proteines homologues que han conservat aquells 
aminoácids essencials per a la funció i peí manteniment de la 
conformado de 1'enzim o proteina activa. Les regions mes conservades 
son aquelles corresponents al centre actiu i la comparació de seqüéncies 
permet apreciar generalment un considerable grau d'homología. En canvi 
sembla que el grau d'homología seqüencial és petit entre els péptids 
d'activació de zimógens diferents pero pertanyents a la mateixa familia. 
Així, s'observa homología entre els péptids d'activació de, per exemple, 
diferents tripsines, pero encara apareixen grans diferencies entre els 
segments d'activació de tripsina, quimotripsina, elastasa i trombina 
(veure Figura 1,9). Fins i tot es dona el cas de dues elastases de rata 
que presenten un 58% d'identitat seqüencial i que teñen segments 
d'activació completament diferents (McDonald et al., 1982). Cal pero fer 
esment que en els exemples exposats el lloc concret d'activació presenta 
una seqüéncia amb un notable grau de conservaciós X Y, en la que X 
és Lys o Arg i Y és lie o Val. 

No obstant les diferencies, pot estafalir-se un cert grau de relació 
entre els segments d'activació d'algunes proteases. Aixi per exemple, 
dins del grup de les serina-proteinases sembla evidenciar-se la 
presencia de tres classes de péptids d'activació, Com es mostra a ia 
Figura I. 8, el péptid d'activació deis tripsinógens son homólegs amb el 
que s'allibera durant l'activació de la prococoonasa. També s'observa 
homologies entre els corresponents a quiraotripsinógens i elastases i 
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GROUP I J 
Bovine trypslnogen yil-Asp-A$p-*sp-Asp-lys Ile-

Doffijh trypslnoge» A1«-Pro.A$p-ftsp.Asp-Asp-ly$ tle. 

PrijcocoQMte (5 residues)" •Arg-Thr-Gtn-Asp-Asp-51y.51y-tyi Ile-

GROUP II 

Bovine chytnotrypsfnogen A (7 reíj--Pro.V»J-leu-Ser-GIy-leu-Ser-Arg Ile-

Sovine chysaotrypslüogtn B C7 res).. .pTO-¥»1«Leu-Ser.Sly-leu-At a•Arg Ile-

Bo¥Jne chymotrypslnogen C {5 res).. -Phe-Gln-Pro-Asn-leu-Ser-Sta-Arg Val-

lungfish proeUsUse * (3 res)" •Pro-Ser-Tyr-Pro-Pro.Thr-Ala-Arg Val-

6R0UP in 

Sovine prothrooasfn A1a-S$n-tys-G1y.Pfte.l«u.5U.<;U- {30r res) .phe-G1u.Ser-Tyr-11e-Slu-G1y.Arg tle-

Bovine Fíctor JE A1a-«SB-Ser- - -Phe-leu-Sla-SU -033 resj {43 res)--Gtu-Asp.Sly.Ser-GIn-Val-Val-Srg Ile-

Bovine Factor IX Tyr-Asn-Ser-Gly-Lys-leu-Glx-Glx-— ( c « . 147 rts) ¥«1-

Bovine pUsminogen Glu-Pro-Leu-Asp-Asp-Tyr-Val-Asn-™ ( c » . 550 res) Arg Val-

FIGURA 1.9- HomolDgies seqüencials en les regióos d'activació de tres 
grups de zimógens de serina-proteinases. La sageta indica el punt on té 
lloc la proteólisi limitada (reproduit de Neurath i Walsh, 1976). 

entre els alliberats a partir de zimógens de certes proteínases 
implicades en la coagulado de la sang, en particular els corresponents 
a protrombina i factors IX i X. Cal assenyalar que en aquest darrer cas 
les homologies raes importants es troben localitzades en una zona 
allunyada seqüencialment del punt d'activació i que -forma part de una 
llarga cadena polipeptídica amb posssibles funcions reguladores, el que 
podría explicar en part la homología observada. 

Si bé la funcional itat de les formes actives generadas després 
d'una activació per proteólisi limitada está ben establerta, es coneix 
ben poc de 1'estructura i possible funció secundaria del fragment 
peptídic segregat, que pot ser cansíderat en ocasions com destinat a 
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desaparéixer. La considerable llargada d'alguns d'aquests péptids 
d'activació i 1'aparentmsnt desproporcionada despesa energética que 
suposaria sintetitzar-los amb 1'única -finalitat que -fóssin degradats ha 
•fet pensar precissament en hipotétiques funcions per les regions 
d'activació alliberades. Un primer pas en aquest estudi el constitueix 
la comparado de seqüéncies deis segments d'activació de zimógens 
relacionats, amb la finalitat d'observar si existeix una conservado 
significativa d'estructures primeries. Un exemple de comparado de 
seqüéncies de zimógens homólegs, és la feta amb els factors de la 
coagulació esmentats al final del parágraf anterior; aquest estudi ha 
permés demostrar la conservado de regions funcionalment importants 
(Katayama et al., 1979). En aquest treball els autors comparen les 
seqüéncies de quatre proteines plasmátiques precursores de 
serina-proteínases i de la tripsina (Figura I.IO). La comparació de les 
seqüéncies corresponents a la zona N-terminal vé facilitada per la 
definido arbitraria de quatre regions dins la proteína, feta a partir 
de la seqüéncia del factor IX. Aixl, s'observa per una part una 
homología constant entre les regions catalltiques de totes les proteines 
i per 1'altra es comprova que el majar grau d' homología dins la regió 
no catalítica correspon a la zona denominada BLA, que és la que conté 
els residus carboxiglutámic, essencials per a la fixació d'ions Ca=* 
(Fernlund et al., 1978). Els ions Ca=** son indispensables per a la 
conversió de cada un deis zimógens en les seves formes actives. En 
canvi, no s'observa un elevat grau d"homología entre les zones 
denominades regió del péptid d'activació, allá on té lloc el trencament 
proteolític. Dit d'una altra manera, en aquest cas és difícil trobar 
d'antuvi raons estructuráis que puguin justificar una hipotética funció 
del segment d'activació una vegada separat de la proteina, pero en canvi 
si s'observa funcions fisiológiques en regions na catalltiques. 

En el cas d'alguns zimógens de la coagulació de la sang, a mes de 
la ja Bsraentada interacció amb cofactors per part de les regions que no 
poseeixen activitat catalítica, s'ha definit algunes altres possibles 
funcions per alguns péptids d'activació. Per exemple, se sap que el 
factor Cs del complement allibera en activar-se un péptid 
fisiológicament actiu anomenat anafilotoxina (Hugli, 1975). El mateix 
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FIGURA I.IO. Comparació esquemática deis zimágens de cinc serina-
proteinases. Els bucles del dibuix han estat necessaris peí ajust de 
seqüéncies. Els cercles indiquen llocs de fixació de carbohidrats. El 
percentatge d'homologies s'indica per parelles de regions. La separació 
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 Ca i la protrombina, dones ambdós alliberen un 
péptid farraacológicament actiu. També se sap que el péptid d'activació 
del tripsinógen podría teñir una acció hormonal en actuar de forma 
inhibidora sobre els reflexos nerviosos que provoquen la sensació de 
gana (Abita et al., 1973). Per altra banda, recentment s'ha trobat 
evidencies de que els péptids alliberats durant el procesament 
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proteolític del procol.lágen podrien actuar a nivell genbmíc inhibint la 
producció del seu m-RNA i la producciú de mes proteína (Wu et al., 1986). 

Peí que respecta al segment d'activació objecte d'aquest estudi, el 
de la procarboxipeptidasa A de páncreas de porc, estudis anteriors han 
demostrat que en estat ailat és un potent inhibidor de l'activitat 
carboxipeptidasa A (San Segundo et al., 1982) i que, al presentar una 
compacta estructura globular, podría constituir un domini estructural 
dins de la proteina (Aviles et al., 1982). Per altra part, hem observat 
que la homología seqüencial de la zona N-terminal deis segments 
corresponents a la PCPA de dues especies di-ferents (rata i porc) és prou 
elevada com per a que la conservació de seqüéncia pugui ser deguda a la 
possiblB existencia d'un paper funcional per aquests segments 
d'activació. 
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1-4- P R O C E S S O S D ' A C T I V A C I Ó D E P R O P R O T E A S E S 

De la mateixa manera que el grup de les serina-proteinases és el 
mes ben estudiat dintre deis enzims proteolítics, també els seus 
zimógens son els mes ben coneguts, tant peí que es refereix a la seva 
estructura com al seu procés d'activació. En aquest capítol farem una 
revisió deis processos d'activació d'aquests i d'altres zimógens 
d'enzims proteolítics. Cal dir, pero, que no es troba descrit en detall 
a la literatura cap procés d'activació que siguí equiparable al. de la 
procarboxipeptidasa A, tant peí que respecta a la llargada del péptid 
alliberat per proteólisi limitada com per les característiques que 
aquest posseeix una vegada hidrolitzat l'enllag que I'uneix a 1'enzim. 

1 . 4 . 1 . Q U I M O T R I P S I N C O E N 

Es coneixen tres tipus de quimotripsinógens. A, B i C, que han 
estat aíllats de páncreas de bou, de porc, o d'ambdós. Els tres zimógens 
en ser activats donen lloc a quimotripsines de característiques 
catalítiques molt similars pero no idéntiques. Ens liroitarem en aquest 
parágraf a comentar la forma A tant del zimógen com de 1'enzim, puix 
que aquesta és la forma coneguda normalment com quimotripsinógen-ina. 
Ambdós van ser aillats per primera vegada per Kunitz i Northrop (1933), 
quí van cristal.litzar tant el zimógen com 1'enzima activa, coneguda com 
(X -quimotripsina. 

Básicaraent, el procés d'activació del quimotripsinógen va ser 
descrit entre els anys 1952 i 1955 pels grups de Desnuelle i Neurath, 
encara que aportacions posteriors han permés reafirmar o revisar 
conceptes. S'han descrit dues vies per a l'activació del 
quimotripsinógen, les anomenades lenta i rápida. La primera indicació de 
que podía haver-hi diverses víes d'activació va venir del reconeixement 
de diferents formes de 1'enzim, que diferien en forma cristal.lina i en 
solubilitat. 

El quimotripsinógen passa a la seva forma activa per un procés de 
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proteólisi limitada amb la pérdua d'un cert nombre de residus 
aminoácids. Lógicament, 1'estudi del procés d'activació va fonamentar-se 
en el reconeixement deis residus N-terminals Iliures generats, en 
1'análisi deis péptids alliberats, en la caracterització de les 
diferents formes d'enzim actiu que anaven apareixent i en la 
quantitatització de les seves respectives activitats. 

Desnuelle (1960) va proposar un esquema per explicar la génesi de 
les diferents formes de quirootripsina. A la Figura I.ll es pot veure una 
versió actualitzada d'aquest esquema, que té en compte les aportacions 
de Wright et al. (1968) i de Mil1er et al. (1971) peí que respecta a la 
totalitat d'intermediaris reconeguts. La via rápida, que és 
probableraent la que té lloc a nivell fisiológic a 1' implicar la 
presencia de tripsina en els primers estadis de l'activació (recordem 
que al duodé la tripsina és 1'enzim encarregat d'activar la resta de 
proteínases), comenga per l'atac tríptic sobre un enllag 
Argia-IleíA. Aixó dona lloc a 1'aparició d'un intermediari inestable, 
la TT-quifflotripsina, que es transforma en 5-quirootripsina per pérdua 
del dipéptid Sert^-Argia com a conseqüéncia d'un autoatac 
quimotriptic posterior (Bettelheim i Neurath, 1955). Es pensava que la 
continuado del procés autocatalític donava lloc a la forma (X de la 
quirootripsina, pero la presencia majoritária de la forma S en barreges 
d'activació rápida després de 90 min i la definido de la forma V com 
a immediat producte de 1'alliberament del dipéptid Thri.*7-A5ni*s a 
partir de la forma 5 van modificar 1'esquema anterior en el sentit que 
es va passar a considerar la forma (X exclusivament cora producte de 
l'activació del neoquimotripsinógen (Wright et al., 1968), com es va 
comprovar mes endavant. 

El grup de Desnuelle va demostrar que el quimotripsinógen pot ser 
atacat per la S -quimotripsina, pero a una velocitat molt inferior que 
per la tripsina. Aquesta és la denominada via lenta d'activació, 
segons la qual l'atac proteolític de 1'enzim actiu dona lloc a la 
formado deis neoquiraotripsinógens, producte de la hidrólisi de tres 
enllagos peptidics susceptibles. L'activació deis neoquiraotripsinógens 
es produeix igual que a la via rápida, per hidrólisi de l'enllag 
ArgiB-IlejA. Durant l'activació lenta, i degut a que la hidrólisi 
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FI6URA I.ll. Esquema d'activació del c|uimotripsinógen. QT: 
quimotripsina; QTg: quimotripsinógenj T: tripsina. La llargada de les 
cadenes és aproxiraadament proporcional a la seva llargada real. 
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quiíüotríptica afecta a diferents enllagos sense un ordre prefixat, 
s'obtenen barreges complexes} aixó no obstant, el principal producte de 
l'activació lenta és la a-quimotripsina. 

Miller et al. C1971) van completar l'esquema mostrat a la Figura 
I.ll aitíi la inclusió de la nova especie «;-quimotripsina, que es 
considera ara en realitat el producte mes estable de la via rápida 
d'activació. També van demostrar que una isomerització interconverteix 
les dues formes Via, i van apartar evidencies de que la forma deriva 
nofliés de l'activació del neoquimotripsinógen. Per demostrar aquest 
darrer punt van seguir l'aparició de dlmers al llarg de l'activació? 
donat que la forma és 1'única que presenta la propietat 
d'autoassQciar-se, aquest test va constituir una prova directa de la 
seva presencia. 

El reconeixement de les modificacions produidss a 1'estructura 
primaria deis zimógens de proteinases durant l'activació no és un 
bagatge suficient per explicar el mecanisme de generació de l'activitat 
enzimática. L'activació, ultra produir canvis en estructura primaria 
produeix, com a conseqüéncia deis mateixos, canvis conformadonals i 
canvis en 1'accessibilitat de residus que son els áarrers responsables 
de l'aparició d'activitat. Mitjangant estudis de modificado química 
selectiva (carboximetil.lacio, marcatge amb inhibidors químics...J, 
estudis espectrals, cinétics i dades cristal.lográfiques, Kerr et al. 
(1976> van proposar un mecanisme per explicar els efectes deis processos 
proteolítics abans comentats. Segons aquests autors, l'activació 
produeix un augment en 1'afinitat per el substrat, grácies a un canvi en 
la geometría de la butxaca de fixació, al mateix temps que es provoca 
una reorientació de la 61y »93 que facilita 1'estábilització de 1'estat 
de transició originat durant la catálisi enzimática. 
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Z . 4 . 2 . T R I P S I N O O E N 

El tripsinógen és el precursor de la tripsina, una deis enzims 
proteolitics que exhibeix una mes estricta especificitat, juntament amb 
el seu activador, 1'enteroquinasa. El procés d'activació del tripsinógen 
és mes senzill que el comentat a 1'apartat anterior, malgrat que també 
en aquest cas es produeixen di verses -formes d'enzim actiu, producto de 
diferents discontinuitats a la seqüéncia d'aminoácids. 

En condicions fisiológiques l'activació del tripsinógen corre a 
carree de 1'enteroquinasa duodenal. Una vegada aquest procés ha nodrit 
de tripsina al medi, aquesta s'encarrega d'activar la resta d'enzims 
proteolitics. Cora en el cas del quimotripsinógen, el procés d'activació 
de la proenzima ha estat estudiat mitjangant determinacions de residus 
N-terminals i identificado deis péptids alliberats durant el procés. 
Davie i Neurath (1955) van aillar i caracteritzar l' únic péptid 
d'activació alliberat per acció de la proteinasa activadera, péptid que 
conté Asp, Val i Lys en una relació 4:1:1. Coneixent a mes la seqüéncia 
del proenzim: 

Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-11e-Val-Gly-Gly—Tyr—... f i ns 2 2 9 

i sabent que el nou N-terminal generat és lie, resulta fácil deduir que 
l'activació es produeix per eliminado de 1'hexapéptid N-terminal 
Val i-LySé,. 

Treballs posteriors van demostrar que accions autolítiques 
posteriors podien hidrolitzar altres enllagos peptidics addicionals. Els 
possibles trencaments i les diferents formes de tripsina alliberades es 
resumeixen a la Taula 1.3. Les tripsines comerciáis solen contenir una 
barreja de les diferents especies. 

Els fragments de la molécula de tripsina obtinguts per activado i 
autólisi están interconnectats per ponts disulfur, de manera que no hi 
ha cadenes Iliures. Com en el cas de la quimotripsina, 1'autólisi 
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TAULA 1.3. 
ENLLAGOS PEPTIDICS HIDROLITIATS DURANT L'ACTIVACIÓ DEL TRIP­
SINÓGEN I FORMES DE TRIPSINA QUE ES PRODUEIXEN (reproduit de 
BLACFCBURO, 1W6Í 

EnlUgos hidrolitx»t$ Agtnt Product§ Aetivitit 

ENTEROQUINASA ^-TRIPSINA 

Tripsina «-tripsina t 
L y S i - I l S T 
L y s i s í - S e r , » » 
L y s i y * - A s p » ^ ^ 

id. ^-tripsina ^ 

Lys^-IifiT id. Enzift actiu 

LysA-IlBT 
A r g i o o - V a l t o * 
Lys,3*-SERT3A 

i tí. Enzim actiu f 

Lys^-Ile» 
Lys^^-Seraw» 
Argioa-Valtc* 
Lys»3,-Ser»aa 

id. Enzim inactiu 

únicsfflBíit i n c r e w e n t a el nombre de c a d e n e s , sense fer p e r d r e l l a r g a d a a 
l'enzim de manera substancial. Quatre deis sis ponts disulfur son 
hoffldlegs aitíj q u a t r e deis cinc ds la q u i a o t r i p s i n a * Es p o t o b s e r v a r a la 
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Figura 1.12 que 1'enllag peptidic hidrolitzat Lysiai-Sertaa és gairebé 
equivalent a 1' enllaq; Tyri*A-Thr»<»y, hidrolitzat durant la conversió 
a neoquimotripsinógen. Aixó és indicatiu que pot produir-se hidrólisi a 
la mateixa regió d'ambdós enzims sense distorsionar el centre actiu i 
que en aquesta regió existeix probablement una homología conformacional 
que permet trencaments altament especifics (Blackburn 1976). 

S'ha dit ja que el péptid d'activació del tripsinógen és 
Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. Resulta interessant remarcar que la seqüéncia 
Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, residus 2 al 6 de la proenzima, és present a tots 
els tripsinógens estudiats fins ara, i que aquesta seqüéncia és 
essencial per a que es doni interacció de 1'enteroquinasa amb la 
proteína substrat. Per exemplificar aquesta especificitat, 

/3 16 

i i-s-s-izz 
Í36 

20 

40 

5 S 
220 

s-s •iee 

2^6 

Of-QUIMOTRIPSINA 

3i z 
48 

i3i i3¿ 

5 5 
202. 

US-%-%- 2^6 

I-S-S-] ̂ 3 

LI i 

¿¿9 

O M R I P S I N A 

FIGUFiA 1.12. Comparació esquemática de les estructures primáries de la 
quimotripsina (a) i tripsina (b), amb indicació de la posició deis ponts 
disulfur i deis trencaments produits en generar-se les dues formes (X . 
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1'enteroquinasa no és capa? d'hidrolitzar el péptid N-terroinal 
Val-Ala-Ala-Lys-IIe-Val del quirootripsinógen, l,'enteroquinasa, per tant, 
sembla reconéixer no només la cadena alifática de la lisina (com fa la 
tripsina), sino tota 1'estructura poliaspártic-lisina. 

Aquesta extrema especificitat observada en 1'activació del 
tripsinógen sembla indicar dues coses: per un cantó, que el responsable 
inicial de l'activació és gairebé exclusivament 1'enteroquinasa, i que 
el mecanisme d'autoactivació comprovat in vitro té només una 
importancia limitada in FÍVO, i per altra banda que aquesta elevada 
especificitat d'activació constitueix una mesura d'autoprotecció de 
l'organisme que evita la presencia de tripsina activa a páncreas o suc 
pancreátic, presencia que podría ocasionar greus disfuncions. 

Amb referencia al ja esmentat mecanisme d*autoactivació, sembla 
comprovat que no és degut a la presencia d'una petita quantitat de 
tripsina contaminant, sino que el zimógen posseeix una certa activitat 
catalítica ÍKay i Kassell 1971) intrínseca. Tal fet explicaría la lenta 
formació inicial de tripsina, seguida per una fase d'acceleració de la 
reacció, corresponent aquesta darrera a 1'efecte de la tripsina formada 
en primer lloc. 

1 . 4 . 3 . P E P S I N O O E N i P R E C U R S O R D ' U N A P R O T E I N A S A A C I D A 

El pepsinógen millor estudiat és el que s'afila a partir de mucosa 
gástrica de porc i és conegut amb aquest nom o bé com pepsinógen A. 
L'enzim actiu, la pepsina, és una carboxi1-proteinasa activa a pH ácid i 
relacionada estructuralment i funcionalment amb altres 
carboxi1-proteinases gástriques Cquimosina i gastricsina), lisosomals de 
mamífers (catepsines D i E ) , de plasma sanguini i seminal, i altres 
(Tang, 1976). 

L'activació del pepsinógen es produeix espontániament a pH baix en 
abséncia de proteinases activadores. Amb 1'evidencia afegida que el 
pepsinógen és una entitat molecular de massa superior a la de la 
pepsina, el que implica la pérdua d'un segment peptidic durant 
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l'activació, queden obertes d'antuvi diverses interpretacions al procés 
d'activació del proenzim. Les possibilitats son: que hi hagi petites 
traces de pepsina al medi, que el pepsinógen presentí activitat 
proteolítica i es produeixi un raecanisme autocatalític bitnolecular, o bé 
que el zimógen s'autoactivi mitjangant un mecanisme unimolecular. 

En un principi, l'opinió majoritária a-favoria el mecanisme 
d'activació bimolecular, bé a carree de pepsina contaminant o del propi 
zimógen que, grácies a un canvi conformacional produít a pH baix, 
adquiriría propietats cata!itiques. No obstant aixó, Bustin i 
Conway-Jacobs (1971) demostraren que el zimógen Iliure de contaminacions 
d'enzim actiu desenvolupava activitat proteolítica a pH ácid i que 
l'activació era independent de la seva concentració i fins i tot de 
l'addició de pepsina, anij el que postularen un mecanisme d'activació 
intramolecular. En aquest treball s'identificaren els residus 
N-terminals presents abans i després de l'activació que eren, 
respectivament, Leu i lie, el que permete deduir que H e 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 hipótesi. En el primer cas, mitjangant mesures 
d'espectrofotometria de diferencia, s'obtenien evidencies d'un canvi 
conformacional a pH 2,85 reversible al neutralitzar i que no era 
acompanyat de la formació de pepsina; es va interpretar aquest fenómen 
com la vía de formació d'un pepsinógen capag d'autoactivació. En el 
segon treball, estudis cinétics permetíen deduir que a valors de pH 
entre 1 i 3, la cinética d'activació 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 
interpretado a la vegada uní i bimolecular del procés. 

Kassell i Kay (1973) interpretaren el canvi conformacional observat 
per McPhie com un pas del zimógen no actiu a zimógen amb activitat 
proteolítica, hipótesi que va ser refutada peí mateix McPhie (1974) al 
demostrar que tota activitat péptica detectada durant una incubació de 
pepsinógen pur a pH baix era deguda a pepsina i no a pepsinógen. Per a 
demostrar-ho, McPhie va mesurar activitats després d'incubacions a pH 
baix, pH 8,5 o 9,5 i altra vegada a pH baix, fent ús de la propietat de 
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pepsinógen i pepsina de ser desnatural i tzats irreversiíjlement a pH 9,5, 
fflentre que noaés la pepsina ho és a pH 8,5. Si tata l'activitat 
observada havia de ser adjudicada a la pepsina, el mecanisnie d'activació 
només podía ser intramolecular, el que suposa 1'autoconversió del 
pepsinógen en pepsina. 

0e manera paralel.la a aquests experiments es determinava la 
seqüéncia del segment d'activació del pepsinógen (Stepanov et al., 
1974). Aquest era un poUpéptid de 44 residus i l'enlla? trencat durant 
i 'activació era el foraat per I.eu*.*-Il8*a, 

Mentre que altres treballs abonaven la hipótesi d'activació 
intramolecular (Sanny et al., 1975), es comencava a estudiar la 
seqüencialitat del procés, ja apuntada en els primers estudis. Aixi, 
Dykes i Kay {1976) demostraren que la conversió del pepsinógen en 
pepsina no és un procés d'un sol pas, sino que abans de 1'alliberament 
del péptid 1-44 es produfa 1'alliberament del péptid 1-16, segans 
demostraren experiments d'activació en presencia d'un inhibidor 

S 
mim*&mrt mrmmmt 

ACf(V*T!ON 
mnm 

FIGURA 1-13. ílecanisme d'activació del pepsinógen. El • cercle gran és 
la molécula proteica sencera. El quadrat i csrcle petits sor», 
respectivament, el centre actiu potencial i desenvolupat amb dos grups 
carbOKil. La linea representa el segment d'activació {de Marciniszyn et 
al,, 1976) 
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(pepstatina). Per la seva banda, Koga i Hayashi <1976) efectuaren 
simulacions per computador de diferents processos seqüencials, el que 
els permeté proposar un model teóric. 

Com a resultat de totes aqüestes aportacions, un possible esquema 
per al procés d'activació del pepsinógen és el representat a la Figura 
1.13, proposat per Marciniszyn i col. (1976). Segons aquest esquema, el 
pepsinógen en medi ácid és convertit en 1'intermediari 8 . Aquest no és 
capa; d'activar cap altra molécula de pepsinógen vía un procés 
intramolecular, i sofreix posteriorment un canvi comformacional que fa 
que pugui unir el péptid d'activació i formar un complex intramolecular 
enzira-substrat (0). La formació d'aquest segon intermediari és seguida 
per la hidrólisi intramolecular de l'enllag 44-45 del pepsinógen ( ̂  ) i 
per la dissociació de la o;-pepsina i el péptid d'activació. 

Aquest esquema és, pero, massa símplificat en relació amb els 
coneixements actuáis, donat que, segons Dykes i Kay (1976) hi hauría dos 
intermediaris , el que produeix el trencament de 1'enllag 16-17 i el que 
produeix el trencament de 1'enllag 44-45. Per altra banda, Auer i Glick 
(1984) i Glick i col. (1986) han deraostrat que el primer aconteixement 
de l'activació és una protonació que produeix dues formes del zimógen, 
que sofreixen camins d'activació concurrents. Per tant, aquesta hipótesi 
suposaría la introducció de dos possibles "primers" intermediaris 
(equivalents a 8 ) que seguiríen actívació paral.lela. 

1 . 4 . 4 - DUES SULFIDRIL-PROTEINASESl PAPAINA I 
PROTEINASA ESTREPTOCOCAL 

Aquests son dos exemples de proteinases que, tot i pertányer a la 
mateixa familia presenten mecanismes d'activació ben diversos en alguns 
aspectes. Ambdues es sintetitzen en forma de precursors inactius i 
depenen del grup tiol d'un residu cisteína per a la seva activitat. 

La PAPAINA és una proteinasa obtinguda a partir del látex i la 
fruita de plantes superiors. L'obtinguda a partir de Carica papaya está 
formada per una cadena polipeptidica de 212 residus amb tres ponts 
disulfur intracatenaris i conté un sol grup tiol Iliure, la cisteina 25 
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(Light et al., 1964). S'ha comprovat que el tractament amb agents 
reductors confereix activitat proteolitica i esterásica a la papafna 
inactiva, i que aquesta -forma d'emmagatzament de la papaina no activa 
presenta un pont disulfur mixte papa£na-S-S-Cys. A la vegada s'ha 
reconegut la presencia en certes preparacions d'una fracció de papaina 
arab grups tiol Iliures, perú inactiva (Brocklehurst i Kierstan, 1973). 
Sembla ser que aquesta fracció correspon a un isóroer de la molécula en 
el que la Cysaa forma un pont disulfur. Aquest isómer, en el que la 
substitució del residu 25 Iliure pot c6rrer a carree de les dues 
cisteínes mes properes, la 23 i la 63, és anomenat pels autors 
propapaina, i es converteix en l'enzim actiu per intercanvi 
tiol-disulfur. Si la propapaina és la forma d*emmagatzament de la 
papaina a la planta de papaia, el seu mecanisme d'activació constitueix 
un exemple ben singular de pas de zimógen a proteina activa, que no 
suposa trencament proteolític previ i no és comparable a altres 
mecanismes coneguts. 

La PROTEINASA ESTREPTOCOCAL és una sulfidril-prateinasa d'origen 
bacteria similar a la papaina en la característica de ser activa en 
condicions reductores i en especificitat, encara que el nombre 
d'enllagos peptidics susceptibles de ser atacats per la proteinasa 
estreptococal sigui major, A diferencia de la papaina, l'activació de la 
proteinasa estreptococal necessita d'una proteólisi previa que 
transforma el zimógen de 44.000 de pes molecular en l'enzim de 32.000. 
Liu i Elliot (1965) van estudiar aquest procés i postularen que 
l'activació té lloc per pérdua d'un péptid d'aproximadament 100 residus 
situat a 1'extrem N-terminal. L'atac proteolític, així com la seqüéncia 
sobre la que es produeix semblen ser forga 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, pero, la proteólisi s'inicia amb la pérdua deis 17 residus 
N-terminals, el que ja permet I'accés del substrat al centre actiu. En 
tot cas és necessária una reducció per a que l'activitat es manifesti, 
punt en el que és similar a la papaina. Peí que fa al segment 
d'activació, de llargada serablant al de la PCPA, no es coneixen altres 
detalls que els mencíonats. 
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1.5, Z I M O G E N S P A N C R E A T I C S D E P R O T E A S E S D I G E S T Í V E S 

El páncreas és una glándula encarregada de la síntesi de productes 
de secreció endocrina i exocrina i que posseeix cél.lules 
especialitsades en la producció deis di-ferents components a exportar. 
Així, els illots de Langerhans son els encarregats de la producció de 
les hormones insulina i glucagó, de secreció endocrina, i les cél.lules 
acinars son el tipus principal de cél.lula de secreció externa. La 
principal funció de les cél.lules acinars és la producció i secreció de 
les hidrolases necessáries per a la digestió de les biomacromolécules 
de la ingesta. Les cél.lules acinars emmagatsemen les hidrolases 

TAULA 1.3 
CARÁCTERÍSTIQUES DE LA SECRECIÓ PANCREÁTICA A CONILL 
D'INDIES (reproduit de Scheele, 1975). 

Spot 
nijniber proporción 

Moleculir IsoeleccrLc 
potnc'' 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
a 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
20 

RtbonucUase 

Trypslnogen 

Chymocrypsinogen Z 

ProeUstase 2 
Proelastase 1 
Chyraotryps-.nogen 1 
?roc3rb.-xypeptLda3e 
Procarboxypeptidase 
Procarboxypepci-ase 
Lipase 2 
AayUse 
tayUse 
Upase 1 

Al 
A2 

0. 
O, 
0. 
o, 
33, 
2, 
16, 

0.7 

3.0 

14,C00 
14,000 
14,000 
14,600 
18,750 
21,é00 
25,000 
23,200 
27,500 
;8,700 
23,200 
25,000 
45, ICO 
45, ;co 
-.6,000 
47,600 
51,000 
54,000 
64,700 

13,eco 
13,000 
13,000 
13,600 
24,iOO 
24 , 900 
25,350 

23,000 
23,000 
25,350 
4 5, ;oü 
45,000 
-7,700 
49,700 
52,eco 
53,000 
66,C0O 

6.4 
7.8 
3.7 
3.a 
3.7 
>9.3 
3.7 
7.8 
7.6 
7.5 
6.9 
4.3 
4.6 
4.3 
5.6 
3.1 

5.0 
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digestives en orgánuls especial itzats anomenats grámuls de zimógens 
fins el moraent en que, sensibles a un estímul fisiológic, vessen el seu 
contingut a la llum del conducte pancreátic que desemboca en el duodé. 
Per exemple, el producte de secrecid conté en el páncreas del conill 
d'Indies (potser el cas millor estudiat) aproximadament 20 enzimes i 
zimógens «Sebéele, 1975). Del total de proteines caracteritzades per 
punt isoeléctric i pes molecular, les tretze que s'ha pogut identificar 
per activitat enzimática están Uistades a la Taula 1.4. Es coneix també 
la composició de la secreció pancreática d'altres especies, entre elles 
la humana (Sebéele et al., 1981). Les diferencies observades son tant en 
composició com en proporció de cada un deis components, pero es comprova 
que els components principáis (tripsinógens, quimotripsinógens, 
elastases, amilases, lipases i proearboxipeptidases) están presents en 
tots els casos. L' interés de la secreció pancreática no resideix tant 
sois en el qué se secreta, sino també en con ho fa. Concretament, 
un deis problemes a solucionar per part de les cél.lules secretores és 
el de discriminar entre les proteines destinados a 1'exportado i 
aquelles destinades a romandre a 1'espai intracel.luiar. El procés que 
va des de la síntesi fins a la deseárrega deis zimágens pancreátics es 
revisa resumidament a 1'apartat següent. 

I.S.1. PROCES DE SECRECIÓ A LES CÉL.LULES EXOCRINES 
DEL PÁNCREAS 

El procés de secreció a les cél.lules exocrines del páncreas es pot 
dividir, segons Palade (1975) en sis etapes: síntesi, segregado o 
traslocació, transport i processament, concentració, emmagatzament 
intracel.luiar i deseárrega. 

Per experiments de marcatge amb aminoácids radiactius es va poder 
postular (Siekevitz i Palade, 1960) que el procés de síntesi de les 
proteines de la secreció exocrina es produeix en polissomes associats a 
la membrana del retícul endoplasmátic rugós. Aqüestes proteines 
posseeixen unes extensions N-terminals de 1'existencia de les quals en 
depén la seva segregado. Com comenta Grossman (1984) els gens de totes 
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les proteínas porten codificada a la seva seqüéncia de DNA la informació 
que especifica a quin lloc de la cél.lula han de quedar finalment 
localitzades. Les cadenes neixents de proteina que posseeixin una 
seqüéncia N-terminal especifica poden traslocar-se a través de la 
membrana del reticul endoplasroátic (Blobel i Sabatini, 1971). Les 
cadenes polipeptídiques neixents que no posseeixin la seqüéncia senyal 
romandríen al citoplasma. D'aquesta manera, la segregado té lloc cap 
a l'interior del retlcul endoplasmátic. Entre les primeros evidencies 
experimentáis d'aquest fet es compten els experiments de Blobel i 
Dobberstein <1975a i 1975b) on es demostrava, en un sistema de ribosomes 
reconstituits i microssomes, que només les proteines destinados a 
secreció portaven codificada al seu mRNA una seqüéncia que permetía, 
després de la seva tradúcelo en polipéptid, la interacció de la cadena 
neixent amb la membrana microssomal i la subseqüent entrada a les 
cisternes de 1'estructura reticular. Aqüestes "seqüéncies senyal" solen 
teñir entre 15 i 30 residus aminoácids i en general son riques en 
residus hidrofóbics en la seva zona central. Hom pensa que aquesta 
darrera característica facilitaría la interacció deis polissomes amb la 
membrana del retícul endoplasmátic (Shields and Blobel, 1977). 

Establert ja que la seqüéncia N-terminal "senyal" és necessária per 
a la segregado, queda per veure quin és el mecanisme amb qué aquesta es 
produeix. Passa la seqüéncia N-terminal senyal a través de conductes 
intermembranosos del retícul endoplasmátic arrossegant al darrera la 
resta del polipéptid 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 proteólisi limitada que la separava del reste del polipéptid 
s'ha anat completant amb la caracterització del complex SRP Isignal 

recognition protein) i d'una proteina d'anclatge (DP, docking 

protein). El complex SRP, de 11 S (coeficient de sedimentació) i 
composat de 6 cadenes polipeptídiques i un fragment de RNA de 7 S 
<Walter et al., 1981; Walter i Blobel, 1982) sembla encarregar-se de <i) 
inhibir la tradúcelo després de la seva unió a la seqüéncia senyal i 
(ii) reconéixer la proteina d'anclatge situada a la membrana del RE 
(Meyer et al., 1982). A la Figura X.14 es representa un possible model 
de mecanisme de segregado que recull aqüestes darreres aportacions. 
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Poc abans o just després de tsnir lloc la iraslocació es produeix 
una proteálisi que elimina la regió N-terminal senyal, probablemenmt per 
acció d'una proteinasa específica que hom creu present a la vora de la 
zona de penetració, S'ha comprobat que aquesta proteólisi és necessária 
per al normal desenvolupament de l'activitat biológica de les proteines 
pancreátiques exocrines (Scheele i Jacoby, 1983)• La separació del 
péptid senyal fa irreversible el pas de traslocació, minimitzant la 
interacció de la regió hidrofóbica arab la paret interna de la membrana 
del RE i impedint així el movíment invers. 

Els posteriors processos de procassament i transport acabaran de 
fer irreversible el dipósit de proteina a 1'interior de les cisternes 

FISURA 1.14. Tradúcelo i traslocació de les proteines de secreció, 
Els codons de la seqüéncia senyal son els primers en ésser tradults. 
Aquest extrem de la cadena interacciona amb el complex SRP, inhibint 
fflomentániaroent la traducció. A continuació el complex SRP-seqüéncia 
senyal és reconegut per una proteina especifica de membrana <DP>. La 
traducció es reemprén i la cadena neixent és guiada cap a l'interior de 
les cisternes del RE. Allí és on es produeix la proteólisi que allibera 
el péptid senyal de la resta de la cadena per mitjá d'una proteinasa 
associada amb la DP. 
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del RE, Alli, les proteines es converteinen en globulars, adquirint 
diámetres massa ampies O20 A> per a poder passar per la membrana 
(Tedeschi et al., 1963). Les modificacions sofrides per les proteines 
inclouen formació de ponts disulfur <Anfinsen, 1966), glicosilació 
<Lodisch et al,, 1981), conversió proteolitica en propolipéptids 
(Steiner et ai., 1974), fosforilació (Hasilik i Neufeld, 1980), 
hidroxilació de residus lisina i proiina (Olsen et al., 1973) i altres 
modificacions postranscripcionals, Apart d'afectar a la posterior 

FISURA 1.15, Esquema ds les estructures de la cél.lula acinar 
relacionades amb la secreció. A la membrana de la cél.lula hi ha 
diferents punts de fixació pels estimuladora externs de la secreció, els 
principáis deis quals son aceticolina (ACH) i colecistoquinina iCCK). A 
l'ampliació superior es representa el procés de transport i 
concentració, des d'els elementa de transició <ET) del RE, fins ais 
gránuls de zimógen, passant per vesículas de Solgi, complex de iolgi i 
vacuoles condensants. No es coneix a fons el mecanisme peí que 
1'excitació de la membrana acinar dona lloc a la fusió del gránul de 
zimógen amb la membrana cel.lular i posterior desearrega a la llura del 
conducte pancreátic, (Transcrit de Qrossoan, 1984), 
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funcionalitat i conformació de la proteína, aqüestes modificacions poden 
constituir senyals del posterior destí final de les proteines ais 
orgánuls adequats. 

El transport de les proteines recentment sintetitzades té cora a 
finalitat la seva ubicació ais orgánuls adequats i la seva 
concentració. Aquest procés, esquematitzat a la Figura I,Í5, comenga 
ais anomenats elements de transició del reticul endoplasmátic i acaba 
ais gránuls de zimógen. El procés de transport i concentració necessita 
energía, cora ho manifesta el fet del seu atur per inhibició de la 
fosforilació oxidativa (Jamieson, 1975); en canvi, la inhibició de la 
sintesi proteica no afecta el transport. 

Una vegada formats, els gránuls de zimógen es raanterten dins la 
cél.lula acinar en estat de possible descárrega immediata per l'acció 
d'hormones asteroides (Qrossman, 1984). La descárrega és activada per 
estimulació procedent del nervi parasimpátic mitjangant 1'acetilcolina 
(Webster et al,, 1977) o per acció d'una hormona peptldica, 
colecistoquinina, secretada per la mucosa intestinal (Case, 1978), Els 
agents estimuladors de la secreció anomenats son els principáis, pero no 
els únics estimuladors de la secreció, que es produeix per exocitosi o 
fusió de la membrana deis gránuls de zimógen amb la membrana plasmática» 
Estudis fets amb anticoasos permeten deduir que els gránuls de zimógen 
contenen una barreja similar de tots els tipus de proteines secretores 
(Kraehenbuhl et al., 1977). 
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1 . 5 . 2 . C A R B O X I P E P T I D A S E S I P R O C A R B O X I P E P T I D A S E S 

Les carboxipeptidasBS son enzims que catalitzen la hidrólisi de 
1'enllag peptídic carboxi-terminal en cadenes polipeptídiques segons 
1'esquema: 

urboxlptptidiM 
Ra H Rt H R ' t . Ra H R» H R ' t 

^ I I I I i - f I I I 1 1 
r P ) ~ CH-C-N-CH-C-N-CH-COO- - i ^ f p ) — CH-C-N-CH-COO- + HN-CH-CQO-

0 0 O 

Walschroidt-Leitz i Purr (1929) van ser els primers en descriure un 
enzim amb aquesta especificitat. Des de llavors s'han definit diversos 
tipus de carbQKipeptidases. Les principáis son les anoroenades A» B, Y i 
C. La carboxipeptidasa A, aíllada en primer lloc per Anson (1935), 
hidrolitza preferentment enllagos peptidics on l'aminoácid C-teriainal 
posseeix una cadena lateral aromática o alifática neutra. La 
carboxipeptidasa B, aíllada per Folk (1956), presenta mes afinitat per 
cadenes laterals de carácter básic. Les carboxipeptidases Y i C son 
enzimes alllades roes recentment (Hayashi et al,, 1970; Funakoshi et al,, 
1983), que presenten molt raes ampie especificitat i una estructura del 
centre actiu i mecanisme catalític diferents. 

Depenent del seu mecanisme catalític, les carboxipeptidases poden 
classificar-se en metal.locarboxipeptidases i serina-carboxipeptidases. 
Les carboxipeptidases A i B son metal.loenzims que teñen al seu centre 
actiu un átom de Zn=**, indispensable per a la seva activitat 
catalítica. La carboxipeptidasa Y, en canvi, no posseeix cap átom de 
metal1 i té una serina al centre actiu. Les carboxipeptidases millar 
estudiades entre les primeres son les d'origen pancreátic, mentre que 
les segones s'aillen de vacuoles de plantes superiors, fongs i lisosomes 
de cél.lules animáis (Breddam, 1986). 

- 45 -



Introduccid 

Les carboxipeptidases pancreátiques se sintetitsen en forma de 
zimógens. Anson Í1935) va ser qui primer va suggerir 1'existencia del 
zimógen de la carboxipeptidasa A de páncreas de bou, el que va ser 
confirraat posteriorment per Keller et al. (1956, 1953). Tal com succeix 
amb I 'enzim, la procarboxipeptidasa mes estudiada és la A de páncreas 
de bou. Altres proearboxipeptidases estudiades son la humana (Kim i 
White, 1971), de porc (Kobayashi et al., 1978), de rata (Quinto et al., 
1982), de balena (Yoneda, 1980), pollastre (Zelicson et al., 1971), de 
dogfisb (Lacko i Neurath, 1970) i de cabra, ovella i caball (Kerfelec et 
al., 1985). Algunes d'aquestes proearboxipeptidases es presenten en 
forma monomérica; d'altres formen estructures quaternáries amb altres 
zimógens; i algunes es presenten en les dues formes. S'ha especulat amb 
que l'abséneia d'estructura quaternária pot traduir-se en una major 
velocitat d'activació (Lacko i Neurath, 1970). El nostre grup ha 
comprovat (Vendrell et al. 1982) en complexes artificiáis obtinguts a 
partir de subunitats aillades de páncreas de porc que 1'estructura 
quaternária enlenteix el procés d'activació en un principi, fent-lo 
posteriorment mes efectiu. 

A 1'igual que els zimógens d'altres enzims proteolítics (Kassell i 
Kay, 1973; (Sertler et al., 1974), les proearboxipeptidases A posseeixen 
activitat intrínseca residual (Lacko i Neurath, 1970; Uren i Neurath, 
1972; Martínez et al., 1981). Es considera que aquesta activitat 
intrínseca és deguda a que el centre catalitic de 1'enzim ja está 
preforraat en el zimógen, i que la seva baixa afinitat pels substrats és 
deguda a deficiéncies en l'estructura del centre de fixació deis 
mateixos (Neurath i Walsh, 1976). 
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I . S . 3 . C A R B O X I P E P T I D A S A A D E P Á N C R E A S D E B O U l 
E S T R U C T U R A I H E C A N I S M E D ' A C C I O 

Es coneixen diverses formes de carboxipeptidasa A bovina. La seva 
heterogeneitat és deguda a dues raons: (i) el métode seguit per a 
l'activació del seu proenzim i íii) al.lelomorfisme (Blackburn, 1976). 
Segons el métode emprat per a l'activació es pot obtenir 
carboxipeptidasa A¿j; , A|j i A^ , que teñen per aminoácid N-terminal 
alanina, serina i asparagina, respectivament. Cada una d'aquestes formes 
pot existir al menys en dues formes al.lelomorfiques: una que conté lie. 
Ala i Val en posicions 179, 228 i 305 i una altra que conté Val, Glu i 
Leu en les asateixes posicions (Walsh et al., 1966| Petra et al., 1969). 

Els diferents métodes descrits per a l'aillament de la 
carboxipeptidasa A donen lloc a l'obtenció de barreges de les diferents 
especies. Aqüestes barreges adopten el nom del métode emprat per a la 
seva obtenció i aixi es coneix la carboxipeptidasa A (Anson) (Anson, 
1937), la carboxipeptidasa A ÍCox) (Cox et al., 1964) i la 
carboxipeptidasa A (Alian) (Alian et al., 1964). 

Es coneix l'estructura primaria completa de la carboxipeptidasa A 
bovina (Bradshaw et al,, 1971) i la seva estructura tridimensional 
obtinguda per difracció de raigs X (Lipscomb et al., 1968). De fet, 
aquest va ser el primer enzim per a la que es va conéixer l'estructura 
per raigs X, fins i tot abans de deduir la seqüéncia completa, el que va 
ajudar a establir el nombre total de residus (307) i la presencia de 
1'únic pont disulfur, permetent a la vegada la identificació d'alguns 
residus involucrats en la fixació de substrats i en la catálisi. 

El inodel obtingut per difracció de raigs X, del que se'n presenta 
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 x 
33 A. Al centre de la molécula s'hi troba una estructura en lámina 
plegada, sobre la que s'empaqueten vuit regions en estructura d'hélixOf, 
la major part superficials. L'enzim es plega en tres dominis 
estructuráis que es poden delimitar entre els residus 1-125, 126-189 i 
190-307 (Litjas et al., 1974; Wodak i Janin, 1981). L'átom de Zn«* és 
adjacent a la fulla^ , essent els seus tres Iligands la His»^?*, que 

- 47 



Introduccid 

FIGURA 1.16- Estructura tridiiaensional de la carboxipeptidasa A de 
páncreas de bou. (Reproduit de Lipscomb et al., 1968). 

forma part de la fulla ̂  , la His*.^ i el Glu^a. La butxaca de 
fixació de substrats és capa? d'acomodar les sis restes C-terminals del 
substrat polipeptídic i acaba en una bossa que acomoda el grup lateral, 
hidrofóbic o alifátic voluminós, del reste C-terminal. Es interessant 
comentar que al comparar les seqüéncies de les carboxipeptidasa A i B de 
páncreas de bou (Titani et al., 1975) s'observa una homología seqüencial 
del 49% i que tots excepte un deis residus funcionáis identificats en la 
forma A es troben en el lloc corresponent a la forma B. L'excepció 
observada, el canvi d'una H e per un Asp en la posició 255, pot explicar 
la diferencia d'especificitat d'ambdós enzims. 

Estudis cinétics fets amb substrats artificiáis de tipus peptidic i 
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de tipus ester han permés deduir una serie de propietats en relació amb 
1'especificitat de la carboxipeptidasa A CBlackburn, 1976H 

( i ) L'enlla; peptidic a hidrolitzar ha d'esta^ adjacent al grup C-ter. 

i i i ) S'obté activitat náxisa quan el grup lateral del residu teriinal 
és aroaátic o de cadena alifática raaificada. La hidrólisi és 
prkticaaent nul.la quan el residu C-terainal és Pro, flrg o Lys. 

ü i i ) Els dip^tids aié gn^ aaino Ilitre s'biift'Qlitzen lentasett. La 
velocitat augaenta al bloquejar el grt^ aiino Ilitre. 

(iv) L'aainoácid C-teriinal ha d'estar en configuració L. 

<v) La substitució del H del NH de renllag peptidic a hidrolitzar 
per un grup « t i l (sa-cosina) o eetilé Iprolina) redueix lolt la 
velocitat d'hidrólisi. 

(vi) El centre de fixació de substrats seobla ser forga ampli i 
conteiir diversos sub-setis. Al menys els quatre residus que van a 
continuació del C-teriinal poden influir la K« i la kut* 

A partir deis estudis fets amb raigs X en presencia d'un substrat 
artificial d'hidrólisi lenta íglicil-L-tirosina), Quiocho i Lipscomb 
(1971) van proposar un model de fixació de 1'enzim amb el dipéptid 
(Figura 1.17), que van ampliar al cas de la interacció amb substrats de 
major llargada. Segons aquests esquemes, el grup lateral de l'aminoácid 
terminal s'inserta en una cavitat apolar que no conté cap grup enllagant 
especific. El grup carbóxil Iliure interacciona electrostáticament amb 
la Argiü», mentre que el grup NH del l'enllag peptidic a hidrolitzar 
interacciona, a través d'un pont d'hidrógen, amb la cadena lateral de la 
Tyra^B. La polarització del grup carbonil de l'enllac; peptidic a 
hidrolitzar vé facilitada per la interacció del seu átom d'oxigen amb el 
Zn̂ ** del centre actiu. Les interaccions arab la tirosina i l'átom de zenc 
redueixen el carácter d'enlla?; doble de l'enllag peptidic. Per altra 
banda, el Gluayo interacciona amb el grup amino del substrat dipeptídic 
a través d'una molécula d'aigua, i amb el grup carbonilic de l'enllac; a 
hidrolitzar en el cas deis substrats llargs, ja sigui a través d'una 
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FIGURA 1.14. Model de fixació del substrat glicil-L-tirosina al centre 
actiu de la carboxipeptidasa A. 

molécula d'aigua o directament sobre el carboni. 

La unió deis substrats indueix una serie de canvis conformacionals 
al centre actiu de 1'enzim com son el desplagaroent de 2 A que sofreixen 
el grup guanidini de l'arginina 145 i el grup carboxílic del glutámic 
270 (Lipscomb et al., 1968). Per la seva part, el grup fenol de la 
tirosina 248 es desplaga des de la superficie de 1'enzim fins a una 
distancia equivalent a la de l'enllag d'hidrógen amb respecte a l'enllag 
a hidrolitzar, efectuant un recorregut total de 12 A (Rees i Lipscomb, 
1981). La unió del grup carbonilic del substrat amb el Zn** desplaga 
una molécula d'aigua, i al menys quatre molécules mes d'aigua son 
desplagades de la cavitat no polar al ser ocupada per l'anell de la 
tirosina. També s'ha comprobat que els residus Tyri^s, Phez^» i 
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A r g t a A son probablement presents ais sub-llocs de fixació de substrats 
llargs. 

En el mecanisme de catálisi proposat per Lipscomb et al. (1968), 
establerts el paper fixador de l'arginina 145 i la funció de 1'átom de 
Zn'** cora a polaritzador del grup carbonil de l'enllag a hidrolitzar, es 
considera que el grup fenol de la tirosina 248 actúa com a donador de 
protons al grup NH i que el glutámic 270 efectúa un atac nucleofílic 
sobre el carboni del grup carbonil de l'enllag susceptible. Aquest atac 
podría teñir lloc mitjangant la formació d'un anhídrid intermedi entre 
el glutámic 270 i el substrat o bé mitjangant l'activació per part del 
residu ácid d'una molécula d'aigua que donaria un grup hidróxil. 

Aquest mecanisme de catálisi, fins ara plenament acceptat, ha estat 
contestat darrerament per experiments de mutagénesi dirigida sobre la 
posició 248 de la carboxipeptidasa A de rata (Gardell et al., 1985). La 
hipótesi que contemplava el paper donador de protons de la Tyra^a 
sembla va quedar corroborada per estudis de modificado química d'aquest 
residu que demostraven un decrement en 1'activitat peptidásica i un 
increment en 1'activitat esterásica (Riordan et al., 1967; Urdea i Legg, 
1979). Aixó estava d'acord amb la necessitat de la cessió d'un protó per 
a trencar enllagos peptidics i en 1'abséncia d'aquesta necessitat a la 
hidróli d'esters. No obstant, els experiments de Gardell i col., en els 
que la tirosina 248 ha estat substituida per una fenilalanina, demostren 
que la CPA-Phe 248 presenta uns valors de kc»* per a diversos substrats 
peptidics i esters prácticament idéntics ais obtinguts amb 1'enzima no 
modificada. En canvi, a la carboxipeptidasa A modificada els valors de 
Km i de Kt per a substrats peptidics i per a 1'inhibidor de 
carboxipeptidasa de patata augmenten 6 i 70 vegades, respectivament. 
Aixó és indicatiu que 1'hidróxil fenólic de la tirosina 248 no actúa com 
a donador de protons, pero si participa en la fixació de substrats. 

Si bé es coneix 1'estructura tridimensional de 1'enzim actiu, na 
hi ha informació d'aquesta mena referent a la forma proenzimática, i per 
tant a la interacció de la CPA amb el segment d'activació. Es coneix, 
pero, un sistema en certa manera relacionat, com és el complex format 
per la carboxipeptidasa A i 1'inhibidor aillat a partir de la patata. 
Aquest és un polipéptid de 39 residus que s'organitza estructuralment al 
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vol tant á'xm nucí i de ponts disulfur i que actüa com un inhibidor 
competitiu. Rees i Lipscomb Í1962Í van resoldre 1'estructura 
tridimensional del complex per difracció de raigs X i van deduir que els 
quatre residus C-terminals de 1'inhibidor s'uneixen a la butxaca del 
centre actiu de 1'enzim. També van poder definir quatre subsetis de 
fixació anomenats S'», S*, Sa i S», on hi participen certs residus 
implicats a la catálisi i fixació de substractes i d'altres residus 
propers. Cal recordar que les diferencies amb el segment d'activació no 
son només estructuráis, sino que a mes 1'inhibidor de patata no és 
Bspecífic de CPA i CPB, mentre que el segment és exclusivament especific 
de CPA (San Segundo et al., 1982). A la Figura 1.18 es pot veure el 
model proposat per Rees i Lipscomb per a-cpest complex. 

FISURA 1.18, Representació tridimensional del complex formafc per la 
carboxipeptidasa A i 1'inhibidor de patata (línia gruixudaK (Reproduit 
de Rees i Lipscomb, 19821 
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I.S.4- P R O C A R B O X I P E P T I D A S A A D E P Á N C R E A S D E B Q Ü I 
E S T R U C T U R A I P R O C E S D ' A C T I V A C I Ó 

Malgrat que el coneixement de 1'existencia d'un precursor per a la 
carboxipeptidasa A de páncreas de bou data de l'any 1935, la 
procarboxipeptidasa A va ser aillada per primera vegada per Keller i 
col. a l'any 1956 a partir de pols de páncreas. L'elevat pes molecular 
observat llavors peí zimágen (96.000 en comparada amb el de 34.000 
corresponent a l'enzima ja feia pensar en la possible presencia 
d'estructura quaternária. Efectivament, mes endavant es va comprobar que 
la procarboxipeptidasa A era present en dues formes a páncreas de bou¡ 
formant un complex ternari anomenat PCPA 6S (Brown et al., 1961? 
Yamasaki et al., 1963| Brown et al., 1963a) i formant un complex binari 
anomenat PCPA 5S (Brown et al., 1963b). Dins del complex ternari, 
l'anomenada subunitat I és la precursora immediata de la 
carboxipeptidasa A, la subunitat II és precursora d'una quimotripsina C, 
i la subunitat H I , present només al complex ternari, és un zimógen molt 
semblant al quimotripsinógen. Aquesta tercera subunitat ha estat 
definida com un zimógen no activable (Puigserver i Desnuelle, 1975; 
Puigserver, 1976; Wicker i Puigserver, 1981) i que podria estar 
relacionada amb el zimógen E, precursor de la proteinasa E, d'activitat 
complementaria a la de les quimotripsines (Kobayashi et al., 1981b). 

La procarboxipeptidasa A de páncreas de bou presenta dones una 
estructura d'antuvi forga complicada; només es coneixen complexes 
ternaris on hi participa aquest zimógen en especies remugadores 
(Kerfelec et al., 1985). L'estructura quaternária suposa un fre 
considerable a l'estudi de les característiques estructuráis i del 
procés d'activació del zimógen de la carboxipeptidasa A . La disgregado 
de les subunitats és, a mes, forga difícil, i no sempre és possible 
obtenir-les en estat natiu o sense modificacions irreversibles. Un altre 
factor de complicado el constitueix la llargada tant considerable del 
seu segment d'activació si el comparem amb els d'altres proteases 
pancreátiques digestives: aproximadament 100 residus, en comparació amb 
els 6 que té, per exemple,el de la tripsina. D'aqui en resulta immediata 
la sospita d'un possible paper fisiológic secundari per al segment 
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d'activació aillat, que no sigui el de ser simplensent degradat ais seus 
aiüinoácids constitutius. 

Han estat descrits procediments per a disgregar els complexos 
quaternaris formats per la procarboxipeptidasa A. Brown i col, <1963a) 
van utilitzar urea 5 M o un medi álcali a pH 10,5, pero en ambdés casos 
es va obtenir el zimógen desnaturalitzat irreversiblement. El 
procediment de succinil.lacio (Freisheim et al., 1967a) rendeix 
subunitats activables pero modifica irreversiblement els residus de 
lisina {Freisheim et al., 19é7b). Hés 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 roitjangant 
el tractament previ deis complexes amb anhldrid dimetilmaleic. Aquesta 
acil.lacio és reversible a pH neutre i rendeix subunitats en les que és 
possible estudiar el procés d'activació i la seva reassociació amb els 
altres zimógens. Per estudis d'aquesta mena es va poder deduir que la 
subunitat I, precursora de la carboxipeptidasa A, juga un paper central 
al zimógen, puix que sense la seva presencia no és possible la unió de 
les altres dues subunitats (Puigserver i Desnuelle, 1977), 

S'han proposat diverses hipótesis per explicar el mecanisme 
d'activació de la procarboxipeptidasa A. Brown i col. C1963a) van 
propasar un mecanisme per a la PCPA 6S i per a la 5S en dues etapes, 
segons el que la subunitat 11 és sempre la primera en ser activada i es 
produeix finalment una dissociació deis complexes quan la concentració 
de tripsina és molt elevada. No obstant, el fet que la carboxipeptidasa 
A pugui associar-se amb les altres dues subunitats (Behnke et al,, 1970) 
i que no s'hagi observat dissociació en una altra especie estudiada <San 
Segundo et al,, 1982) fa dubtar de la validesa de les euiteriors 
conclusions. Es interessant comentar acpjí que el fet que la 
carboxipeptidasa A pugui associar-se amb les altres subunitats exclou al 
segment d'activació com a regió de possible unió entre protómers. 

l*-en i Neurath (1972) van praposar un mecanisme d'activació del 
complex binari, que es troba esquematitzat a la Figura 1,19. Segons 
aquests autors, la subunitat 11 és la primera en ser activada, rendint 
una quimotripsina. La presencia de Ca** afavoreiK la dissociació de les 
subunitats. , L'addíció en aquest punt de tripsina o de quimotripsina 
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HiNLyS''- > v _ HjNLys 2)(j y (3--
Subunitat ¡ Sybwitat I! 

FI6URA I.l*?. Mecanisme d'activació per al complex binari de la 
procarboxipeptidasa A de páncreas de bou proposat per tiren i Neurath 
(1972). 

donará lloc a 1'aparició de carboxipeptidasa A en forma i ^ 
indistintament en el primer cas, i en forma majoritáriament CX en el 
segon. Veurem mes endavant que el coneixement de la seqüéncia previa a 
la Ala N-terminal de l'enzima fan difícil imaginar que l'activació en 
presencia únicament de quimotripsina no fos deguda a contaminacions 
triptiques en la preparació. 

També s'han fet estudis d'activació de les subunitat s ai Hades per 
diversos procedíments. Freisheira i col. (1967b) van observar per primera 
vegada que la subunitat I aillada s'activava mes rápidament que dins del 
complex d'on provenia. En aquest treball es criticava l'anterior 
hipótesi que definía la subunitat II com un participant obligatori al 
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mecanisme d'activació. Per la seva part, Puigserver i Desnuelle <1977) 
han demostrat que l'activació de la subunitat I era enlentida per 
1'estructura quaternária, mentre que en l'activació de la subunitat 11 
es produia 1'efecte invers. 

A 1'igual que succeeix amb altres zimógens, la procarboxipeptidasa 
A presenta una certa activitat intrínseca residual. Compleix en aquest 
aspecte un deis casos generáis, que suposa una preformació del centre 
catalític i una deformado del centre de fixació de substrats, donat que 
estudis cinétics han demostrat que els llocs de fixació de substrats 
peptidics no son iguals al zimógen i a 1'enzim CBazzone i Vallee, 1976>. 
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C A R B O X I P E P T I D f t S E S A I P R O C A R B O X I P E P T I D A S E S A 
D E P Á N C R E A S D E P O R C 

1 . 6 . 1 . C A R B O X I P E P T I D A S A A P O R C I N A 

La primera descripció del sistema de carboxipeptidases A de 
páncreas 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 electrofcrética, encara que no en propietats enzimátiques. Els 
autors anomenaven aqüestes tres formes com carboxipeptidases A i , A» i 
A». D'elles va ser possible aíllar i caracteritzar fins un cert punt les 
dues primeres. Folk (1963) va demostrar que la forma A a es deriva de la 
de la forma A» per tractament amb tripsina i mitjangant 1'alliberament 
al medi d'un dipéptid alanilarginina. Aixl mateix, 1"análisi deis 
residus N-terminals de les dues formes de carboxipeptidasa A va 
evidenciar que aquests eren Ala per a la forma ñ% i Ttir per a la forma 
A a . Kobayashi et al. (1978) van aíllar la forma ^ de l'enzim i en 
seqüenciaren la regió N-terrainal, observant que coincidía en aminoácid 
N-terminal amb 1'anomenada A a per Folk i Schirmer (1963). Finalment, el 
treball de Koide et al. (1981) va permetre acabar de definir la regió 
N-terminal en aillar aquests autors la forma anomenada ñy , que 
presentava una seqüéncia perfectament homologa amb la mateixa forma A 
de páncreas de bou. A la Figura 1.20 es pot veure la seqüéncia 
N-terrainal de carboxipeptidasa A de páncreas de porc on es recull les 
dades les publicacions esmentades fins aquí en aquest parágraf. Es 
comprova que les formes anomenades 1, 2 i 3 per Folk i Schirmer son 
equivalents a les formes a , ̂  i F definides en páncreas de bou, i 
que la homología observada entre ambdues zones N-terminals és molt 
important. 

Les propietats físico-quíroiques i enzimátiques de la 
carboxipeptidasa A de páncreas de porc son molt semblants a les 
descrites per a l'enzim equivalent en bou. El seu pes molecular és de 
34.800 (Folk i Schirmer, 1963) i conté un átom de Zn=* fortaraent fixat i 
un altre débilment fixat (Vilanova, 1986). Les resemblances amb 
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^ ^ (10) (20) 
CPft dt bcw Ali-fr|-S«r-TlyĤ sn-Thr-f*t-áin-TyrHili-T!r-Tyr-Hif-TfrĤ ^ 
CÍA de pore MiĤ g-Thr-Thr-íer-ThrHPhi-flin-TyrHiU-Thr-Tyr'4tts-Thr-̂  

(30) 
CPA di bou Phr̂ fetH>5}Hju-4.eu-ViI-ftli-fiin-Hii-Pro-6Iu-l«i 
cyA dt porc Pht-«8t-fts|J-IlH.8u-V»l-ftU-BIu-Hii-Pro-61n-Ltu 

FIGURA 1.20. Seqüéncies N-terminals de les carboxipeptidases A de 
páncreas de bou i de porc, amb indicado de les di-ferents -formes 
classificades segons aminoácid N-terminal. (Dades agafades de Folk 
(1963); Kobayashi et al., (1978) i Koide et al., (1981a). 

1'enzim de bou son també extensibles a les seves caracteristiques 
cinétiques peí que respecta a la hidrólisi de substrats artificiáis i a 
la seva especificitat per residus C-terminals aromátics o alifátics 
ramificats. 

1 . 6 . 2 . P R O C A R B O X I P E P T I D A S A A P O R C I N A 

En páncreas de porc s'ha trobat la procarboxipeptidasa A en dues 
formes! una monomérica i una altra en la que es troba forraant un complex 
binari amb el zimógen de la proteinasa E (Kobayashi et al., 1978). 
Aqüestes dues formes van ser caracteritzades primerament a partir de 
secreció pancreática i la seva existencia va ser confirmada mes tard al 
aíllar-les el nostre grup a partir de pols pancreátics (Martínez et al. 
1981). Els estudis sobre el pes molecular de les dues formes de 
procarboxipeptidasa A permetía observar discrepáncies entre les dades 
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obtingudes per electro-foresi en SDS i per gel-fiItració. La determinació 
de caeficients de sediraentació, coeficients de di-fusió i valums 
específics parcials va permetre calcular amb millor precisió les masses 
relativos i 1'asimetría i grau de solvatació de les dues formes 
proenziraátiques (Martínez et al., 1983). Es va comprovar que els valors 
així 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'análisi 
electrofcrética en presencia de SDS, del que es desprén que els valors 
mes baixos obtinguts en cromatografía en gel-filtració son deguts a una 
interacció amb la matriu cromatrográfica, sent l'assimetria deis 
zimógens massa baixa com per a justificar per ella sola les diferencies 
observades. 

La forma activa del monómer té un pes molecular aproximat de 
35,000, i per tant se li pot adjudicar al segment d'activació un pes 
molecular aproximat de 11.000. 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 zimógen és el precursor d'una 
proteinasa que no és una quimotripsina C com la subunitat II de páncreas 
de bou, sino que s'asserabla a la proteasa E, una serina-proteinasa 
relacionada amb 1'elastasa pancreática (Mallory i Travis, 1975). Els 
mateixos autors van caracteritzar mes tard 1'especificitat de la 
proteinasa E (Kobayashi et al,, 19aia) i comprovaren que l'enzim té una 
elevada selectivitat hidrolítica pels extrems carbonil de residus 
valina, serina, treonina i alanina, especificitat que és complementaria 
a la de les quimotripsínes, que hidrolitzen preferentment enllagos 
peptidics on el grup carbonil és aportat per aminoácids aromátics, 
leucina i metionina. A mes, la baixa capacitat de la proteinasa E per a 
digerir elastina fa pensar que pertany a la familia de les 
quimotripsínes mes que no a la de les elastases (Kobayashi et al,, 
1981a), 

Koide i Yoshizawa (1981b) cristal,litzaren i identificaren un 
complex binari de carboxipeptidasa A i elastasa-I a partir d'extractes 
activats de páncreas de porc. La seqüéncia 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 
oligofflériques encara no descrites per a la procarboxipeptidasa A en 
páncreas de porc. 

Fent un incís dins la definició deis zimógens trobats en porc i 
tornant al sistema bovi, aquesta revisió de Kobayashi et al. respecte a 
l'assignació de la proteinasa E a la familia de les quimotripsines 
estableix un nexe d'unió entre els diferents punts de vista mantinguts 
respecte a la naturalesa de la subunitat III en páncreas de bou. En 
efecte, Kobayashi i col. <1981b) trobaren que un precursor de la 
proteinasa E formava part en páncreas bovi d'un complex ternari amb la 
procarboxipeptidasa A i el quimotripsinógen C. Aquest pot molt bé ser el 
mateix complex conegut cora PCPA S6 (Brown et al., 1961) on, en opinió de 
Puigserver i Desnuelle (1975), la subunitat III és un zimógen no 
activable. Si es compara la seqüéncia deis 31 primers residus del 
zimógen E de porc (Kobayashi et al., (1978) amb la seqüéncia obtinguda 
per a la subunitat III de bou (Venot et al., 1986) es comprova que hi ha 

Zi^en E 
Subunitat III 

Ziaógen E 

(10) (20) 
X -SIrfirg-fVo-Ser-TyrHíffl-ÍVo-Ala-̂ aHlrgH/al-Val-íten-€ly-61u-AspWila-Val-f¥ 

Asn-61y-€lu-flsp-fil a-Val-fro-

m) 

Tyr-Ser-Trp fro Trp-filx-Val- X -ieu-61x-Tyr-
Subunitat III Tyr-Ser-Trp •Ser Trp-€ln-Val-Sr-L«rtln-Tyr-

FISURA 1.21. Comparació entre les seqüéncies del zimógen E de 
páncreas de porc (Kobayashi et al., 1978) i de la subunitat III de 
páncreas de bou (Venot et al., 1986). Es comprova que la homología és 
molt elevada consíderant 1'alineado proposada i que 1'única diferencia 
comprovada es dona a la Proa* del zimógen E (Ser a la sub. III). 
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una hofflolagia del 83*/. entre els residus 1-18 de la subunitat III i els 
residus 14-31 del zimógen E de porc (Figura 1.21). Aixó podría molt bé 
indicar dues cosess (i) es tracta del mateix tipus de proteina, donat 
que és difícil esperar una tant elevada resemblanga entre proteines 
diferents d'especies diferents i (ii) és possible que a la subunitat III . 
aillada per Puigserver i Desnuelle li manquin els primers 13-17 residus, 
possiblement a causa del procés d'obtenció. Al trobar-se entre aquests 
els dos residus f ortament hidrofóbics (numerado 16 i 17 al 
quimotripsinógen, possiblement 12 i 13 al zimógen E) importants per a 
l'estabilització de la butxaca de fixació de substrats (Sigler et al., 
1968), s'explicaria la manca d'activitat discutida per Puigserver 
(1975), així com la manca d 'activabilitat, en haver perdut la subunitat 
III la seva regió d' activado. 

Ambdues formes de procarboxipeptidasa A (monómer i complex binari) 
son capaces de fixar fortament un átom de Zn** i feblement un altre 
(Vilanova, 1981). La fixació d'aquest átom addicional de Zn** sembla 
afectar tant a 1'activitat residual de la proenzima com a la de 1'enzima 
activa. També s'ha descrit la presencia d'una patita proporció de sucres 
(hexoses i galactosamines) a les dues procarboxipeptidases A de páncreas 
de porc (Martínez et al., 1981), fet no observat per a cap altra forma 
fins ara estudiada. 

A i'igual que succeix amb altres complexes quaternaris on hi 
participen les procarboxipeptidases A, el complex binari aillat de 
páncreas de porc és difícilment dissociable en les seves subunitats 
formadores. Ni tant sois el procediment de dimetiImal.leilació que 
rendeix subunitats separades i nativas e páncreas de bou (Puigserver i 
Desnuelle, 1975) és aplicable a la form« binaria de porc (Vendrell, 
1981). Aixó ha dificultat la comparació entre les dues subunitats 
precursores de la carboxipeptidasa A en les dues formes proenzimátiques. 
Malgrat les dificultats, pero, va ser possible separar les dues 
subunitats del complex binari en estat natiu (Vendrell et al., 1982), 
comprovant-se per mapes peptidics obtinguts mitjangant tractament amb 
ácid iodosobenzoic i bromur de cianógen (San Segundo, 1982) i per 
análisi d'aminoácids (Martínez et al., 1981) i seqüenciació deis 7 
primers residus N-terminals (Kobayashi et al., 1978), que no hi havia 
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diferencies entre les dues PCPAs peí que respecta a aquests punts. 
A partir de les subunitats aillades es van fer estudis de 

reassQCiació tant del complex natural ca« de complexos artificiáis que 
van permetre observar diferencies en el procés d'activació de la foriRa 
«Qnowérica i del complex binari ÍVendrell et al., 1982 i aquesta Tesi). 
Estudis d'associació seguíts per electroforesi en gradients d'urea van 
permetre observar una larta interacció entre la carboxipeptidasa Ai la 
proproteinasa E i una interacció de grau inferior, per6 considerable, 
entre el segisent d'activació i la proproteinasa E Cveure Figura 1.22). 
Aquests resultats suggereiMen que, malgrat que la forta associació entre 
les dues subunitats és deguda a la interacció entre les seves regions 
enzimátiques actives, el segment d'activació de la procarboxipeptidasa A 
participa taasbé en la unió. Aquests interacció altera probableiiertt la 
conformació del segwent d'activació, la seva accessibilitat a la 
tripsina o aabdues coses, i podría afectar el procés d'activació tríptic 
íVilanova et al., 1985), 

a 

I 
O 

FISl^M 1*22. Comportaaent electrolorétic en gels de poliacrilamida en 
gradient d'urea de Ca) conplex artificial de proteinasa E i 
carboxipeptidasa A a relació equiaolar i (b) complex artificial entre el 
segínent d'activació de la PCPA i la proproteinasa E a relació equiatolar. 
Per detalis veure Vilanova i col. Í1985). 
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1 . 6 . 3 . S E Q H E N T D ' A C T I V A C I Ó D E L A P R O C A R B O X I P E P T I D A S A 
A P O R C I N A 

De la mateixa manera que succeeix en 1'especie bovina, el segment 
d'activació de la procarboxipeptidasa A de porc és un -fragroent 
polipeptídic de llargada considerable, estimada en uns 100 residus, 
corresponents a un pes molecular d'aproximadament 11.500, calculat a 
partir d'electroforesi en poliacrilamida-SDS i per diferencia entre el 
proenzim i la forma activa (San Segundo et al., 1982). Aquest valor no 
coincideix amb el de 6.800 obtingut per a la PCPA de páncreas de bou 
(Freisheim et al, 1967b), pero si acceptablement amb el valor de 10.865 
calculat per ais 94 residus corresponents al segment d'activació de la 
pracarboxipeptidasa A de páncreas de rata (Quinto et al., 1982). Aquesta 
darrera proenzim és 1'única de la que es coneix fins ara la seqüéncia, 
obtinguda a partir del corresponent alineament de bases del seu cDNA, 
que va perroetre a mes conéixer l'estructura primaria de la zona que 
codifica per al péptid senyal (la part pre- de la preprocarboxipeptidasa 
A ). A la Figura 1.23 es reprodueix la seqüéncia corresponent a la 
proteina de rata. 

El segraent d'activació s'uneix fortament a 1'enzim actiu i pot 
separar-se d'ella per cromatografía en DEAE-Sepharosa en presencia 
d'urea 7M (San Segundo et al., 1982). Mitjangant estudis d'inhibició 
fets amb les dues cadenes polipeptidiques alllades es dedueix que el 
segment d'activació es comporta com un potent inhibidor competitiu de la 
carboxipeptidasa A, amb una Ki de 4,5 nM (San Segundo et al., 1982), 
Aquests estudis d'inhibició van ser fets amb un péptid producte del 
tractament del zimógen amb baixes relacions de tripsina i a temps curts, 
el que, juntament amb el fet que presentes 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 raes llarga de l'enzim (la forma o: , 
anrfj reste N-terminal alanina), permeten pensar que el péptid aíllat 
conté la totalitat del segment d'activació i és el producte d'un únic 
trencament. 

L'análisi d'aminoácids del polipéptid indica que aquest és ric en 
residus hidrofóbics i acidice, i que no conté cisteínes. Es de remarcar 
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FIGURA 1.23. Seqüéncia de nucleétids i corresponent seqüéncia 
d'aminoácids de la preprocarboxipeptidasa A de páncreas de rata segons 
Quinto et al. <1982>. La regió corresponent al péptid d'activació 
s'indica enquadrada. 
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també la -forta interacció que es dona entre el segment i 1'enzim 
actiu: un digerit trlptic de procarboxipeptidasa A no pot ser separat 
en els seus coraponents ni per cromatografía en gel filtrado en Biogel 
P-100 ni per cromatografía de bescanvi iónic en DEAE-Sepharosa, 
índicacions de que el segraent es troba fortament unit a 1'enzim i 
coelueíx amb ell (San Segundo et al., 1982). 

Estudis de ressonáncia magnética nuclear <RMN) de protó fets amb el 
segment d'activació aíllat indiquen que aquest adopta una estructura 
globular terrooestable (Aviles et al., 1982). En aquest mateix treball, 
estudis de dícroísme circular indiquen que el segment aíllat posseeix un 
contingut d'entre el 57 i el 65'/. en £i;-hélíx i entre el 8 i el 24"/. en 
estructura ^ , Aquests resultats suggereixen en conjunt que el segment 
d'activació constitueix un domini estructural plegat dins el proenzim. 
Aquesta consideració va poder ser comprovada posteriorment en observar 
per estudis de calorimetría (López et al., 1984) la presencia de tres 
dominis estructuráis en el zimógen i de només dos en 1'enzim. 

Estudis fets posteriorment també amb RMN de protó van permetre 
reafirmar les anteriors consideracions, aportant a la vegada altres 
dades! (i) la presencia de posicions espectrals diferents per a les 
histidines presents al segment i 1'aparició de ring-current-shifts a 
ressonáncies corresponents a grups metil abonen la consideració del 
segraent com a proteína globular en estat aillat; íii) una, com a mínim, 
de les tirosínes de la molécula es troba al seu interior; (íii) el 
bescanvi de protons deis grups NH- i deis protons C2- de les histidines 
és lent, indicatiu d'un fort plegament; (iv) el segment és molt 
resistent a la desnatural ització per urea, tal i com succeia amb la 
desnaturalització térmica (Aviles et al., 1984). En conjunt les 
característiques espectrals eren semblants a les observades en altres 
proteines petites i sense ponts disulfur i perraetien deduir que, ultra 
posseir una conformació globular compacte, el segment d'actívació 
presenta un grau elevat de moviraent de cadena lateral durant la 
desnaturalització. 
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I , 7 - O B J E C T I U S D ' A Q U E S T A T E S I 

En la Introdúcelo s'ha discutit ja préviament que un deis 
avantatges de treballar amb el sistema de les procarboKipeptidases A de 
páncreas de porc rau en que en aquesta especie el zimógen es troba 
parcialment en -forma monomérica. Aquest -fet permet la seva 
caracterització estructural i cinética i 1'estudi deis aconteixements 
que teñen lloc durant l'activació, sense la di-ficultat a-fegida que 
suposa la seva existencia en associacians quaternáries amb altres 
zimógens, cora és el cas del sistema mes estudiat fins ara, el de 
páncreas de bou. 

Els treballs que fins el moment de comentar aquesta Tesi s'havien 
dut a terme en el nostre grup havien permés l'aillament i 
caracterització estructural i funcional de les dues formes de 
procarboxipeptidasa A. Quedaven, pero, alguns aspectes a resoldre, que 
van constituir els nostres objectius incials, com son 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 
ai 11ades de páncreas de porc, i el de 1'efecte de la proproteinasa E 
sobre les carácterístiqües funcionáis i sobre el procés d'activació de 
la procarboxipeptidasa A. 

A la vegada que es treballava sobre les formes proenzimátiques es 
va iniciar l'estudi de 1'estructura i propietats del segment d'activació 
de la procarboxipeptidasa A, amb la finalitat última d'esbrinar la 
manera en que té lloc la conversió del zimógen en enzim actiu. L'interés 
d'aquest estudi rau en el fet que es coneixía molt poc sobre 
1'estructura i acció biológica del segment d'activació de 
procarboxipeptidases i prácticament res sobre el procés d'activació 
proteolítica d'aquests proenzims. Aquesta manca d'informació contrasta 
amb el profund coneixement que es té sobre altres proproteinases, tais 
com les serina-proproteinases pancreátiques. Ara bé, la realització deis 
estudis proposats sobre el segment d'activació, requería 1'adopció d'una 
serie de nous métodes analítics, molts d'ells basats en cromatografía 
liquida d'alta pressió. La baixa quantitat de material de qué normalment 
podíem disposar fou un factor que va influir en el desenvolupament 
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d'aquests métodes, sent en tot cas, patent, la necessitat que podessin 
oferir una elevada sensibilitat. 

Aquests temes generáis es poden concretar en els següents 
objectius: 

* Estudi de les condicions idónies per a 1'análisi i aillament deis 
péptids i proteines objecte d'aquest estudi, procarboxipeptidases i 
-fragments d'activació, mitjangant la técnica de cromatografía líquida 
d'alta pressió en fase reversa. Dedúcelo de condicions generáis per al 
treball amb péptids i proteines. 

* Posta a punt d'un raétode d'análisi d'aminoácids sensible, rápid i 
repetitiu, que permetés aprofitar la mateixa tecnología cromatográfica 
emprada en la separació de péptids i proteines. 

» Profunditsació en 1'estudi de la identitat entre les dues formes 
protomériquBS de procarboxipeptidasa A aillades de páncreas porcí: la 
que es presenta en forma monomérica i la que ho fa unida a un altre 
zimógen formant un complex binari. 

* Determinació de 1'estructura primaria del segment d'activació aillat a 
partir de la forma monomérica, com a pas indispensable per a 1'estudi 
de les seves caracteristiques conformacionals, i funcionáis i del seu 
carácter inhibidor. 

* Estudi del procés d'activació de la forma monomérica a diferents 
nivells que permetés propasar una hipótesi general de partida; 
comparació amb el procés d'activació que presenta el complex binari. 
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I I . 1 . ftJLLftMENT D E L E S P R O C f t R B O X I P E P T I D A S E S A 
P O R C I N E S I D E L S E G M E N T D ' A C T I V A C I Ó 

En aquest apartat es descriurá el seguit de métades emprats per a 
1'aillament de les dues -formes de procarboxipeptidasa A de páncreas de 
porc i del seu segment d'activació, fent només esment deis métodes 
preparatius generáis en els que s'utilitsa cromatografies en columna a 
pressió atmosférica. Les variants d'obtenció analítica i preparativa 
(sobretot del segment en aquest darrer cas) de proteines per 
cromatografía líquida d'alta pressió es descriuran a 1'apartat 
corresponent. Malgrat que les metodologies aquí explicades s'han anat 
dasenvolupant al llarg d'aquesta tesi, no constitueixen cap deis 
objectius de la mateixa, per la qual cosa només se'n fará esment en 
aquest apartat de Materials i Métodes. 

11.1.1. A I L L A M E N T , A P A R T I R D E P O L S D E P Á N C R E A S , D E 
L E S D U E S F O R M E S D E P R O C A R B O X I P E P T I D A S A A 

S'ha utilitsat el métode de Vilanova et al. Í1985) que constitueix 
a la vegada una millora deis métodes préviament publicats de Folk & 
Schirmer «1965), Kobayashi et al (1978) i Martínez et al (1981). Aquest 
métode perraet l'obtenció deis dos zimógens en un temps de cinc dies, en 
coraparació amb les dues setmanes normalment necessáries cas de procedir 
a 1'aillament de les proteines pels altres métades, i redueix de manera 
important el nombre de cromatografles a desenvolupar. Aqüestes 
caracteristiques, juntament amb el fet que al llarg del procés es 
treballi sempre a 4'C i en presencia d'inhibidor de tripsina de soja, 
fan que el rendiment i les condicions de seguretat emprades siguin les 
mes adients, A la Figura II.1 es raostra un esquema del procés general de 
purificado. 

En síntesi, les etapes principáis del procés son les següents: 
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OBTENCIÓ DE POLS DE PÁNCREAS 

Aproximadament IS páncreas de porc, congelats iromediataínent després 
d'ésser extrets de 1'animal, son posteriorment descongélate en 2 L 
d'acetona a 4*C. Mentre es descongelen, s'eliaiita la major part possible 
de greix amb 1 'ajut d'unes tissores. A continuado es procedeix a la 
primera homogenització, seguida de filtrat a través de gases. Es torna a 
resuspendre l'homogenat en 2 L d'acetona -freda, s'homogenitza i es 
•filtra sobre paper Whatman n" 1 en un embut Buchner connectat al buit» 
Aquesta darrera operado es repeteix: a) resuspenent en 2 L d'acetona, 
b) en 2 L d'una barreja acetonaíéter 1:1 i c) en 2 L d'éter, Finalment, 
la pols de páncreas així dessecada i desengrassada es col.loca en un 
dessecador connectat al buit durant tota la nit, conservant-se 
posteriarment en presencia de gei tJe sílice a 4*C. La pols de páncreas 
pot conservar-se durant mesos en aqüestes condicions. 

EXTRACTE ADUÓS I P R E C I P I T f t C I O FRACCIONADA 

Se suspén 100 g de pols de páncreas en 1 L d'aigua destil.lada a 
4'C que conté inhibidor de tripsina de saja a 5 mg/lOO mi i es manté la 
barreja en agitado intermitent durant 1 hora, .Aquest procés permet 
l'extracció de les proteines solubles en aigua, entre les que es troba 
les procarboxipeptidases A , les quimotripsines i la tripsina.' La 
suspensió se centrifuga a 5000 rpm durant 30 min i el sobrenedant es 
filtra a través de gases» 

A continuado es procideix a la primera precipitació amb 
(NH^ÍaSO.» al 21%, afegint la sal lentament al mateix temps que es va 
ajustant el pH a 7,0. En aquest pas s'elimina algunes proteines que no 
precipiten a aquesta concentració de sulfat amónic. Es delxa reposar el 
precípitat durant l h a 4*C i a continuado se centrifuga a 7000 rpm 
durant 30 min, redissolent finalment el precipitat en un volum 
d'aproximadament 500 mi de tampó Tris-HCl 40mM <pH 8,0) que conté 
inhibidor de tripsina de soja a una concentració de 10 mg/100 mi. La 
dissolució proteica es dialitza durant tota la nit en front de 20 L del 
mateix tampó a 4''C, 
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POS DE PANCBEAS DESSECñTS I DESeSBASSATS 

EXTRACCCIO A6U0SA, a 4*C 
(STI a 5 ag/IOO al) 

5000 rpa, W « n 

t(NH«),S04 al 21Z 
pH7,0 

7000 rpi, S> •in 

ftedissolució en Tris-HCl ^Osñ pH 8,0 
(STI a 10 ag/lOO id) 

Diálisi en el sateix taipó 

CROHATOS ÎA EN OEAE-SEP̂ ROSA A pH 8,0 

Aiilases, tripsina, 
quíBotripsinágen A... 

FrKció que conté les prcsarboxipepticíases ft 
•KfiUJaSQ» al 43X; cenlrifugaciój 

redissolució en Tris-acetat iOnii (pH 5,7) 
(STI a 10 eg/lOO ri) 

CRSNATOGRÍ#IA EN DB£-£PHAR[m A pH 5,7 

carboxipeptidasa A, 
carboxip^tidasa 6, 
proca-boxipeptidasa B 
qfuiiotripsindgens B i C 

Procarbaxipeptidaia A I (coaplex binari) ProcarboKipeptidasa A II (lonoiaérica) 

FISURA II. 1. Esquema del procés d'ai'llament de les dues formes de 
procarboxipeptidasa A de páncreas de porc. 
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CROMATOeRAFIA EN DEAE-SEPHAROSA A pH 8,0 
Diverses proves amb diferents resines de bescanvi iónic van 

evidenciar que el millor suport per a la separació de proteines 
pancreátiques el constitueix la DEAE-Sepharosa CL-6B (Pharmacia Fine 
Chemicals), En la primera de les cromatografies que aquí es comenta, la 
mostra préviament dialitzada és entrada a una columna de DEAE-Sepharosa 
(3,5 X 50 cm) equilibrada amb el mateix tampó de diálisi. La 
cromatografía es desenvolupa mitjangant un gradient entre O i 0,45M de 
NaCl en el mateix tampó. El flux emprat és de 100 ml/h, recollint-se 
fraccions de 10 mi. A la Figura II.2 es pot veure un exemple del perfil 
d'absorbáncies i activitats d'una cromatografía a pH 8,0. Les fraccions 
on es detecta presencia d'activitat carboxipeptidasa A s'ajunten i es 
precipiten amb (NH*)aSO* al 43% i a continuació, després d'una 
centrifugado a 7000 rpm durant 30 rain, el precipitat es redissol i 
dialitza durant tota la nit en front de tampó Tris-acetat 40mM (pH 5,7) 
que conté inhibidor de tripsina de soja a 10 mg/lOOro rol. 

CROMATOGRAFÍA EN DEAE-SEPHAROSA A pH 5,7 

La fracció resultant de 1'anterior cromatografía conté, a mes de 
les dues formes de procarboxipeptidasa A , una certa quantitat de 
carboxipeptidasa A i de quimotripsinógen. Segons Gratecós et al. (1969), 
a páncreas de porc es troba els quimotripsinógens A, B i C. D'entre 
ells, la forma A, catiónica, s'eluiex possiblement al rentat inicial de 
la primera columna. Donat que el comportament deis altres dos 
quimitripsinógens sembla ser semblant des d'un punt de vista 
cromatografic (Gratecós et al, 1969), sembla raonable pensar que tant la 
forma B coro la C contaminen les procarboxipeptidases A en aquest punt 
del procés. 

Per assolir la separació de les dues formes de procarboxipeptidasa 
A es cromatografía el producte de la darrera diálisi en una columna de 
les matBixes caracteristiques de 1'anterior, equilibrada amb tampó 
Tris-acetat 40mM, NaCl 0,lf1 (pH 5,7). L'elució de les diverses fraccions 
es duu a terme mitjangant un gradient entre 0,1 i 0,35M NaCl en el 
mateix tampó. A la Figura II.3 es pot observar el perfil tipie de la 
segona cromatografía en DEAE-Sepharosa. Les fraccions que van apareixent 
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en augmentar la forga iónica son: la procarboxipeptidasa A monomérica, 
el complex binari de la procarboxipeptidasa A amb la proproteasa E, la 
procarboxipeptidasa B i un quimotripsinógen. La bona separació deis dos 
primers pies és -fortament depenent del pH del tampó d'elució, -fins al 
punt que un augment d'una o dues décimes en el pH pot malmetre la 
separació entre les dues procarboxipeptidases A. 

Les diverses -fraccions així aillades es precipiten amb sulfat 
amónic al 437. i es conserven en aquest estat a 4''C. 

II.1.2. S E P A R A C I Ó D E L S D O S P R O T O M E R S F O R M A D O R S D E L 
C O M P L E X B I N A R I 

L'aillament deis dos monómers que constitueixen el complex binari 
de la procarboxipeptidasa A de páncreas 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 presencia d'SDS després d'incubar la mostra a lOO'C en 
presencia del mateix detergent. Freisheim et al. (1967a) i Puigserver et 
al. (1972) utilitzaren respectivament anhídrid succínic i dissociació 
alcalina per a l'aillament de les subunitats del complex ternari present 
a páncreas bovl, pero també aquí és present el problema de no 
recuperado de subunitats natives. En canvi, l'acil.lacló del complex 
ternari de páncreas boví amb anhídrid 2,3-dimetilmaleic seguida per 
cromatografía de gel-filtració (Puigserver i Desnuelle, 1975) permet 
l'obtenció deis protómers en condicions natives. Malgrat aixó, quan vam 
provar aquest darrer métode amb el complex binari de la 
procarboxipeptidasa A de páncreas de porc vam observar que el rendíment 
del procés era molt baix i insuficient per les nostres necessitats. Per 
aqüestes raons vam desenvolupar un nou métode basat en cromatografía en 
DEAE-Sepharosa en presencia d'urea 7M que va perraetre l'aillament 
preparatiu de les subunitats amb elevat rendiment i bona recuperado de 
la seva activitat intrínseca i potencial. 

La cromatografía del complex binari dissociat es va portar a terme 
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CQíft£X lINfiRÍ EE Ifi fW)C»ffiOÍIflPTIi3ASA « 
dissolt en fosfat sMlc 20aH, «rea Tñ tpH &,5) 

diálisi 01 el «ateix taipó 

•atfiist t ^ 6 , CHÍ,:^ NaCl 

Wllist en laupé fosfat sMic 20tíf, 
urea 2H (pH 5,0) 

Siálisi B) taapó losfat sbálc IMi 
(pH 5,0) 

loioaériu 

Biálisi en taapó fosfat sódic 
urea m tpH 6,5) 

Diáiisi en ta^ó fosfat sddic 2(MI, 
M í a 0,OiaH <pH 6,5) 

PrecipitaciÉ aiis W ^ ) ^ . al 43X 
taservad^ a 4*C 

F I 6 U ^ H . 4 , Esquema del procés d'aíllament de les dues subunitats 
formadores del complex binari de la procarboxipeptidasa A de páncreas de 
porc. 
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10 20 30 ¿O 50 

F r a c c i d n** 

FIGURA II.S- Aíllament de les subunitats procarboxipeptidasa A i 
proproteinasa E a partir del complex binari natural, L'inserit mostra 
l'análisi electroforática de les fraccions: <i) complex binari; <2) 
fracció b; (3) fracció a. 
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segons el métode de Vendrell et al. (1982) en una columna de 
DEAE-Sepharosa (1 K 50 cm) equilibrada amb 20fflM fos-fat sódic, urea 7M 
(pH 6,5). Seguint aquest métode, del que es pot veure un esquema a la 
Figura 11.4, el compleit binari s'entra a la columna en el mateix tampó 
d'equilibrat després de dialitzar-lo en aqüestes condicions durant tota 
una nit. Les subunitats s'elueixen mitjangant un gradient des de O fins 
a 0,35M en NaCl en el tampó d'equilibrat (100 + 100 mi). El flux de la 
columna es manté a 20 ml/h i es recull fraccions de 2 mi. Una vegada 
ajuntades les fraccions que contenen la mateixa subunitat, es procedeix 
a la seva diálisi. En el cas de la proproteinasa E, la primera diálisi 
és en front de 20mM fosfat sódic, urea 2M (pH 5,0), seguida d'una 
diálisi amb el mateix tampó sense urea. En el cas de la 
procarboxipeptidasa A, el tampó emprat és 20mM fosfat sódic (pH 6,5), 
que conté ZnCla a una concentració 0,OImM mentre que es manté el 
mateix procedíment per a treure la urea per passos. A la Figura II.5 es 
pot veure el perfil cromatografic de la separació deis protómers. 

Una vegada aillats, els zimógens es conserven en solució a 4'C, cas 
d'haver d'utilitzar-los immmediatament, o bé precipitats en sulfat 
amónic al 43%. Es interessant remarcar que en tots els passos cal 
utilitzar urea preparada recentment i purificada amb carbó actiu i 
resina mixta de bescanvi iónic (Bio-Rad AG 50l-Xa(D)). 

II.1.3. AILLAMENT DEL SEGMENT D'ACTIVACIÓ PER 
cromatografía DE BESCANVI IÓNIC EN UREA 7M 

Després d'efectuar una proteólisi limitada arab tripsina sobre la 
procarboxipeptidasa A monomérica en determinades condicions, és possible 
generar carboxipeptidasa A i el seu segment d'activació en estat 
homogeni (San Segundo, 1982). La separació d'ambdues especies resulta, 
pero, difícil, donada la forta interacció que presenten entre elles (San 
Segundo et al., 1982). Així, per exemple, no s'obté cap mena de 
separació quan la barraja és sotmesa a cromatografía de gel filtració en 
Biogel P-100 ni quan la cromatografía es fa en DEAE-Sepharosa amb 
gradient de NaCl. Cal cromatografiar la mostra en DEAE-Sepharosa en 
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25*C 

4'C 

PROCARBOXIPEPTIDftSA A HONOMERICA 
a 4 ig/al en fosfat sódic 20ÍÍH (pH S,8) 

ACTI\^IO ANB TRIPSINA 
msáb 40/1 ip/p), 15 lin 

DIFP fins a Itft, inciiíació IS ún 

• Pas a través linicoluana 
benzaaidina-S^arosa 

• STI fins a relació STI/tripsina 10/1 (p/p) 
incubació 15 lin 

• urea sólida íins a 7H 

CROmrOGRAFIA EN DEAE-SEPHAROSA 
fosiat 40fflH, urea 7M, ZnCla 0,01«H (pH 5,8) 

0-70rtlHaCl 

Oiálisi en front de fosfat sódic 20an, ZnCl̂  0,OÍBH (pH 7,5) 

carboxipeptidasa A 

•{NH.)29Q. al 43X 

SEQCNT D'ACTIVACIÓ 

Concentració en coluanetes 
de DttE-íepha-osa 

NaCl IH 

Diálisi en front d'aigua destil.lada 

Liofilització 

FIGURA II.6. Esquema del procés d'obtenció del segment d'activació de 
la procarboxipeptidasa A per cromatografía de bescanvi iónic en 
presencia d'urea. 
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F r a c c i o ' n" 
80 

FIGURA II.7. Separació cromatográfica en DEAE-Sepharosa de 
carboKipeptidasa A i el seu péptid d'activació generat per proteólisi 
limitada amb tripsina, L'inserit mostra l'electroforesi de les fraccions 
en gels de poliacrilamida-SDS juntament amb patrons (c) i la 
procarboxipeptidasa A original (d). 
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presencia d'urea 7M per obtenir segment d'activació Iliure de la 
presencia de carboxipeptidasa A (San Segundo et al., 1982). 

El métode emprat és básicament 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 sódic 
20mM, ZnCla 0,01mM (pH 5,8) a una concentració de 4 mg/ml i se li 
afegeix tripsina dissolta en HCl ImM, CaClz ImM a una relació proteina/ 
tripsina de 40/1 (p/p). La incubado es manté durant 15 min a 25*0 i a 
continuació s'inhibeix 1'acció de la tripsina per addició de 
diisopropilfluorofosfat Imli i incubado durant 15 min. Seguidament es 
passa la barreja per una minicolumna de benzamidina-Sepharosa 
(Pharmacia) de/2 x 0,5 cm. La possible tripsina residual s'acaba 
d'inhibir per addició d'inhibidor de tripsina de soja puri-ficat 
(Vilanova, 1987) a una relació inhibidor/tripsina 10/1 (p/p) i incubado 
durant 15 min mes. Finalment, s'a-fegeix urea sólida a la mostra de 
digerit fins arribar a una concentració de 7M, s'ajusta el pH a 5,8 i es 
comproba que la conductivitat sigui inferior a 1,8 mS. 

El digerit es cromatografía en una columna de DEAE-Sepharosa (1,5 x 
50 cm) equilibrada amb fosfat sódic 40mM, urea 7M, ZnCla 0,01mM (pH 
5,8), a 4'C. L'elució de la carboxipeptidasa ft i el segment d'activació 
es fa per aplicació d'un gradient de O a 70mM en NaCl en el mateix tampó 
d'equilibrat. Les f raed ons proteiques aixi ai Hades es dialitsen amb 
tampó fosfat sódic 20mM, ZnCla (pH 7,5) i a continuació les fraccions 
que contenen carboxipeptidasa A es precipiten amb (NH*)2S0* al 437., 
mentre que les que contenen segment d'activació es concentren en petites 
columnes de DEAE-Sepharosa (per addició de NaCl IM) i es dialitzen 
finalment en un medi d'aigua destil.lada a pH aproximat de 8,0. Totes 
les diálisis es fan a 4''C; és necessari utilitzar sacs de diálisi 
acetil.lats al dialitzar mostres de segment d'activació aillat 
(Vilanova, 1987). Finalment, el segment d'activació es conserva 
liofilitzat i a - 2 0 ' C. A la Figura II.7 es pot veure un perfil 
cromatográfic tipie d'obtenció de segment d'activació. 

- 81 -



Haterials i Hétodes 

I I . 2 - M E T O D E S E S P E C T R O S C O P I O S 

II.2.1. E S P E C T R O S C O P I A D ' A B S O R C I O A L ' U L T R A V I O L A T 

II.2.i.a. DETERMINACití DE LA CONCENTRACIÓ DE PROTEINES 

La concentració de les di-ferents especies proteiques utilitzades es 
va determinar mitjangant mesura de 1'absorbáncia de les seves 
dissolucions, íent servir els coeficients d'absorció citats a 
continuació (Taula II.1). Aquests coeficients foren obtinguts en cada 
cas a partir de la determinació quantitativa del contingut en aminoácids 
d'una mostra de proteína d'absorbáncia coneguda, hidrolitzada a IIO'C 
durant tres temps diferents i sotmesa després a análisi d'aminoácids. 

TAULA II.1. 
COEFICIENTS D'ABSORCIÓ EMPRATS PER A MESURAR LA C0NCENTRACI(3 
DE LES DIFERENTS PROTEiNES 

Proteina Coeficient d'absorció 
a i'1% 

Referencia 

Procarboxipeptidasa A I E'»,«o.,c- = 19,9 Martínez et al., 1903 

Pracarboxipeptidasa A II E'^^a^.^^, = 16,3 Martínez et al., 1983 

Carboxipeptidasa A E ' * 2 r a . í e - = 19,6 Folk & Schirmer, 1963 

Proproteinasa E E-'*,»o.,„ = 24,5 Mallory & Travis,1975 

Segment d'activació E'*?»o.ie« = 14,8 Vilanova et al., 1985 

- 82 -



flaterials i Hétodes 

II.2.l.b. MESURA D'ACTIVITATS ENZIMATIQUES 

Totes les mesures d'activitats ensimátiques han estat fetes per 
espectrofotometria d'absorció a 1'ultraviolat, mitjangant el seguiment 
de la variado d'absorció que es produeix quan un substrat artificial és 
hidrolitzat per 1'enzim corresponent. Normalment s'ha utilitzat cubetes 
de quarz de Icm de pas óptic 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 peptidásica de la carboxipeptidasa A descrit per 
Folk & Schirmer (1963), no fent en cap moment mesures d'activitat 
esterásica. 

El substrat utilitzat en aquest métode és el N-benzoil-glicil-L-
fenilalanina (BGP) (Sigma), i les condicions per a una mesura estándard 
son les següents: 

Concentració de substrat: ImM 
Tampó utilitzat! Tris-HCl 25mM, NaCl 0,5M (pH 7,5) 
Longitud d'ona: 254 nm (augment de l'absorció) 
Temperatura: 25*C 
Assaigi a una cubeta de 1 cm de pas óptic que conté 1,5 mi de HPA 

se 11 afegeix 10-20 pl de dissolució enzimática que 
contenen aprox. 10-20 pg de proteina, observant la variado 
d'absorció durant 2-3 rain. 

Encara que, en principi, 1'estabilitat de la dissolució aqüosa del 
substrat BGP és de 24 hores a temperatura ambient, és convenient 
comprovar la seva concentració real mitjangant una hidrólisi total a 
1'acabar la serie de mesures. 

CALCUL DE L'ACTIVITAT ESPECÍFICA DE LA CARBOXIPEPTIDASA A 

Per a poder comparar experiments fets en dies diferents o bé amb 
fflostres obtingudes de diferentes preparacions, és necessari teñir un 
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métode de normalització de les mesures d'activitat enzimática. Aquest 
métode consisteix en expressar les variacions d'atisorció a 254 nm en 
activitats especifiques, és a dir, per mg d'enzim i per mi de 
dissolució, per la qual cosa resulta imprescindible conéixer la 
concentrado de la dissolució d'enzim 

Segons Folk i Schirmer (1963), cal utilitzar un valor de 
1'increment de 1'absorció a 254 nm de 0,36 U.D.O./mM peí substrat B6P 
pur al 100%, a ImM. 

Es fa servir el cálcul següents 

Activitat especifica » A?g^ »«/mtn 
0,36 X og d'enzim / mi de solució de substrat 

D'aquesta manera l'activitat especifica queda expressada en: 

' U.D.Q. /m , és a dir: 
U.D.O./mmol/L x mg / mi 

umol de substrat hidrolitzat / «in / «g d'enzim. 

MESURA DE L'ACTIVITAT CARBOXIPEPTIDASA B 

S'ha utilitzat el métode de Folk et al. (1960) emprant el substrat 
N-benzoil-glicil-L- arginina (B6A) (Sigma), i les següents condicions 
experimentáis! 

Concentració de substrat: ImM 
Tampó! Tris-Hcl 25mM, NaCl 0,1M (pH 7,5) 
Longitud d'ona: 254 nm (augment de 1'absorció) 
Temperaturas 25''C 
Assaigs 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 (1955) modificat. Com 
a substrat s'empra N-aceti1-tirosina etil ester (ATEE) (Sigma), que és 
trencat per l'enllag ester per 1'acció de la quimotripsina. Les 
condicions de 1'assaig son les següents: 

Concentració de substrat: ImM 
Tampó: Tris-Hcl 25mM (pH 8,0) 
Longitud d'ona: 237 nm (disminució de 1'absorció) 
Temperatura: 25*C 
Assaig; de la mateixa manera que el corresponent a la 

carboxipeptidasa A 

MESURA DE L'ACTIVITAT TRIPSINA 

S'ha utilitzat el métode d'Schwert i Takenaka (1955) modificat. Com 
a substrat es fa servir N-benzoil-L-arginina etil ester (BAEE) (Cambrian 
Chemicals), que sofreix hidrólisi per 1'enllag ester per 1'acció de la 
tripsina. Les condicions de mesura de l'activitat son les següents: 

Concentració de substrat: 0,25mM 
Tampó: fosfat potasio 67mM (pH 7,6) 
Longitud d'ona: 253 nm (augment d'absorció) 
Temperatura: 25'C 
Assaig: de la mateixa manera que el corresponent a la 

carboxipeptidasa A 

MESURA DE L'ACTIVITAT PROTEINASA E 

Ais inicis del treball es va provar diversos métodes i substrats 
per a la determinació de l'activitat proteinasa E. Entre ells cal citar: 
N-acetil-L-alanilalanilalanina metil ester (Gertler i Hoffmann, 1970), 
un substrat que requereix 1'utilització d'un pH-stat per a seguir la 
seva hidrólisi; N-carbobenzoxi-L-alanina-p-nitrofenilester (Geneste i 
Bender, 1969); N-ter-butiloxicarbonil-L-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 hidrólisi d'aquest substrat per 1'acció de la 
proteinasa E, que provoca 1'alliberament del grup p-nitroanilida, permet 
el seu seguiment espectrofotométric a la longitud d'ona de 410nm. 
Aqüestes son les condicions per a una mesura estándard de l'activitat: 

Concentració de substrat: ImM 
Tampó: Tris-HCl 0,2 M (pH 8,0) 
Longitud d'ona: 410 nm (augment de l'absorció) 
Temperatura: 25"C 
Assaig: de la mateixa manera que el corresponent a la 

carboxipeptidasa A. 

I I . 2 . 2 . E S P E C T R O S C O P I A D E R E S S O N Á N C I A M A G N É T I C A 
N U C L E A R 

L'espectroscópia de RMN, menys comúnament utilitzada que la de 
1'ultraviolat, es basa en l'absorció d'una quantitat discreta d'energia 
pels nucí is deis átoms amb moment nuclear d'spin diferent de O, quan son 
sotmesos a 1'acció d'un camp magnétic extern i adopten un moment 
magnétic orientat. En absorbír energía, a la banda de les radio-
Ireqüéncies, els nuclis varíen 1'orientació del seu moment magnétic, el 
que vol dir que es produeixen transicions entre nivells energétics. 

L'espectróBietre de RMN está composat a nivell general pels mateixos 
elements que configuren un espectrómetre de, per exemple, llum 
ultraviolada: font de radiació, fotomultiplicador, detector i sistema de 
decodifícació i lectura de la senyal. Consta, a mes, i com a 
característica important i diferenciadora, d'un roagnet encarregat de 
generar un camp magnétic elevat i uniforme. De la intensitat del camp 
magnétic en depén la magnitud de la diferencia entre nivells energétics 
i, per tant, la resaludó final de 1'espectres a major camp, major 
resolució. 
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En aquest treball hem obtingut espectres de RMN de protó. Al 
contenír les proteines un nombre elevadíssim de protons, per potent que 
sigui el magnet de 1'espectrómetro, sempre hi haurá problemes de 
resolució, i per tant els estudis que aquí es presenten es limiten a una 
serie de ressonáncies ben caracteritzades que pertanyen a grups que es 
diferencien clarament de la resta. 

S'ha treballat amb un aparell Brucker WH270, equipat amb detecció 
de quadratura i accessori de control de temperatura. El magnet 
superconductor amb qué va equipat 1'aparell produeix un camp magnétic de 
6,4 Teslas, equivalent a una freqüéncia de ressonáncia de 270 MHz per 
protó. L'aplicació de transformados de Fourier va permetre convertir els 
espectres obtinguts en el domini temporal a espectres expressats en el 
domini de les freqüéncies. Normalment es va acumular 2.000 escombrats 
successius, utilitzant un pols de 90" durant 12 ps, precedit d'un pols 
de desacoblament a la freqüéncia d'aparició de 1'aigua de 0,3 ^s a fí de 
reduir la 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'acumulado deis FID (free induction decays). Es va incrementar la 
resolució mitjangant diferencia de convolució (Campbell et al., 1973). 
Es va referir els desplagaments químics a la ressonáncia deis *H del DSS 
(ácid 2,2-dimetil-2-silápentá-l-5ulfónic), observada en experiments 
paral.lels i a la del clorur de tetrametilamoni (ImM) afegit a la mostra 
(desplagament qulmic del TMA; d.q. del DSS + 3,17 ppm). 

Les mostres de segment es van dissoldre en ^HzO 99,87.. En alguns 
casos es va eliminar contaminants orgánics de les mostres de segment per 
precipitació isoeléctrica a pH 4,7 i posterior redissolució en aigua 
deuterada. El manteniment del segment dissolt en aigua deuterada a 3-5 
mg/ml i a pH 8,5 durant 15 minuts a temperatura ambient permeté eliminar 
la major part de les ressonáncies deis protons de -NH, que compliquen la 
lectura de 1'espectre. Les variacions de pH, entre 5,7 i 13,0, es feren 
per addició de Naü=H o =*HC1, i aquel1 es mesura directament dins del tub 
de RMN amb un electrodo de 3ram de diámetre. Les lectures de pH es van 
prendre directament, sense fer correccions per la presencia de ^^HaO.Tots 
els espectres van ser enregistrats a 25*C. 
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1 1 - 3 . D I G E S T I O N S E N Z I M Á T I Q U E S I T R E N C A M E N T S Q U I M I C S 

Es descriu en aquest apartat els métodes seguits per a la 
fragmentado enzimática o química tant de proteines senceres com de 
péptids mes curts, com per exemple el segment d'activació. En cada cas 
s'especificará, pero, sobre quina o quines mostres s'ha aplicat el 
protocol corresponent. 

1 1 . 3 . 1 . R E D U C C I O I C A R B O X I M E T I L . L A C I O D E P R O T E I N E S 

Com a pas previ a qualsevol tipus de digestió enzimática d'una 
proteina que presenta una forta estructura globular i conté ponts 
disulfur, és necessari portar a terme una reducció i carboximetil.lacio 
de la mateixa. També cal aplicar el procés de carboximetil.lacio quan es 
tracta d'obtenir la seqüéncia N-terminal d'una proteína sencera, tal i 
com es veurá a 1'apartat corresponent. 

En el nostre cas només es va aplicar aquest procedíment a la 
procarboxipeptidasa A en ser aquesta l'única proteina utilitzada que 
presenta una complexa estructura globular amb un pont disulfur. 

Tractament de la mostra: 

Es dialitza la proteina (o bé es dissol, cas d'estar liofilitzada) 
a una concentració aproximada de 5 mg/ml en tampó Tris-HCl 0,5M (pH 8,5) 
i se li afegeix clorur de guanidini sólíd fins a una concentració 6M, 
mantenint el mateix pH per addició de NaOH 0,1M. A continuació es manté 
la mostra sota corrent de nitrógen durant 2-3 min., se li afegeix 
ditiotreitol fins a una concentrado de 2mM, i es torna a tractar amb 
corrent de nitrógen. La mostra així tractada amb agent reductor s'incuba 
1 hora a Z7'C o bé 4 hores a T ambient. 

Després de la incubado en condicions reductores s'alquila la 
mostra mitjangant 1'addició d'ácid iodeacétic, dissolt en el mateix 
tampó que la mostra, fins a una concentració final de lOmM (relació 
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molar de 5:1 amb respecte al ditiotreitol). Seguidament s'incuba la 
mostra a temperatura ambient durant 30 rain, i en la foscor. 

Finalment, la mostra es dialitza de manera exhaustiva en front de 
NH^OH al 0,2"/. i es liofilitza. Cal afegir que aquest agent dialitzant és 
adequat per a mostres acidiques <cora és el cas de les 
procarboxipeptidases A), En el cas de raostres básiques és millor 
dialitzar en -front d'ácid acétic al 57. (Glazer, 1975). 

I I - 3 . 2 - D I G E S T I D A M B T R I P S I N A 

La tripsina catalitza la hidrólisi deis enllagos peptidics peí 
cantó carbóxil de lisines i arginines i és una de les proteinases raes 
utilitzades per obtenir péptids de llargada intermedia <5-20 residus) a 
partir de péptids de major nombre de residus o de proteines 
desnaturalitzades. Els péptids triptics son -forga adequats per 
seqüenciació manual donada la seva llargada i solubilitat i solen servir 
per establir solapaments entre seqüéncies de péptids mes llargs. La 
tripsina presenta una molt elevada especificitat pels residus lisina i 
arginina pero, malgrat aixó, algunes preparacions comerciáis venen 
contaroinades amb quimotripsina, peí 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 digestió triptica de péptids i proteines s'ha seguit 
métodes estándards (Alien, 1982). Sempre que s'ha volgut obtenir 
digestions exhaustivos arab tripsina que donessin lloc a barreges de 
péptids limit tipies 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 purificado per 
cromatografía liquida (apartat 11.4.3). El tractament amb tripsina s'ha 
aplicat sobre procarboxipeptidasa A II, procarboxipeptidasa A I 
monomérica, carboxipeptidasa A i segraent d'activació. 
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Condicions de la digestios 

Hedi de digestió: bicarbonat sódic 0,1M (pH 8,0), o bé 
N-Etil-mor-folina 0,2M (pH 8,2) 

Tripsina dissolta en HCl ImM, CaCla ImM 
Concentració de la mostra: 1-2 mg/ml 
Temperatura d'incubado: 37'C 
Protocols la proteina, dissolta en el tampó de digestió a ia 

concentració adequada es col.loca en un bany o estufa a 
J7'Cm A continuació s'afegeix tripsina fins a una relació 
proteina/tripsina 50/1 (p/p) i es manté la mostra en 
incubació durant 2 hores? al final d'aquest temps es 
torna a repetir 1'addició de tripsina i s'incuba durant 2 
hores mes. La relació final és per tant 25/1 (p/p), 
Finalment la mostra es liofilitza. Cas de voler-la entrar 
directament a 1'HPLC, se li afegeix TFA fins al 0,1% i 
s'injecta després de centrifugar-la en una centrifuga 
Eppendorf durant 5 min. 

I I . 3 . 3 . D I G E S T I Ó A M B P R O T E I N A S A V - 8 D E S t a p h y l o c o e c u s 

Aur4sus 

S'ha descrit a la proteinasa V-8 de Stsphylococcus Aureus com una 
endopeptidasa especifica pels enllagos peptidics que involucren un 
residu de glutámic (Houmard i Drapeau, 1972). Es per aquesta rao que 
també se la coneix com glutáraic-endoproteinasa. Presenta també, pero, 
una lleugera afinitat per altres tipus d'enllagos com aquells en els que 
hi participen residus glutamina, aspártic i asparagina. Aquesta afinitat 
secundaria resulta incrementada per ais residus aspártic en presencia de 
tampó fosfat (Houmard i Drapeau, 1972). 

El tractament amb glutámic endoproteínasa es va aplicar a nivell 
analític sobre procarboxipeptidasa A i carboxipeptidasa A; a nivell 
preparatiu només es va aplicar sobre el segment d'activació. 

Es va fer diverses proves per a trobar les condicions idónies de 
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digestió. Es va fer digestians a pH 8,0 i 4,0, en presencia o abséncia 
d'agents dissociants <SDS i urea) i es va comprovar 1'efectivitat de 
diversas medis de digestió i el rendiment de diferents relacions 
proteina/V-B. Les condicions considerades finalment com a mes adequades 
no difereixen gaire de les proposades per Drapeau (1977): 

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

Concentració de la mostra: 2 mg/ml 
Temperatura d'incubació: 37''C 
Protocol: a la proteína, atemperada a 37''C, se 11 afegeix 

proteinasa V-8 fins a una relació proteina/V-8 de 50/1 
<p/p) i s'incuba durant 10 hores a 37*C; a continuado es 
repeteix l'addició de proteinasa V-8 i s'incufaa durant 10 
hores mes. La relació final és, per tant, 25/1 (p/p). 
Finalment, s'addiciona TFA fins al 0,5%, se centrifuga la 
mostra durant 5 min. en una centrífuga Eppendorf i 
s'injecta directament a 1'HPLC. 

1 1 . 3 . 4 - D I B E S T I O A M B P E P S I N A 

Els enllagos peptldics hidrolitsats amb preferencia per la pepsina 
son aquells formats per dos residus hidrofóbics adjacents, 
particularment fenilalanines, i també aquells en els que hi participen 
leucines i aromátics, pero també és capag d'hidrolitzar un ampie 
espectre d'enllagos peptldics (glutámics, pels dos cantons, etc.) 
(Fruton, 1974). El fet que la pepsina sigui activa a pH ácid fa que es 
pugui treballar maltes vegades amb proteina desplegada, sense que calgui 
desnaturalitzar-la préviament. 

El tractament amb pepsina s'ha aplicat només sobre el segment 
d'activació, seguint el protocol següent (Alien, 1982): 

Medi de digestió: ácid fórrale al 5%, HCl ImM 
Concentrado de la mostra: 2 mg/ml 
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Temperatura d'incubació: 25'*C 
Relació proteína/pepsina: 100/1 <p/p) 
Protocol: a la mostra atemperada a 25'C, i dissolta en el medi de 

digestió, se li afegeix pepsina dissolta en les mateixes 
condicions fins a una relació 100/1 <p/p). Es manté la 
incubado durant 2 hores i al capdavall d'aquest temps se 
li afegeix TFA fins al 0,1%. Finalment se centrifuga en 
una centrífuga Eppendorf durant 5 min. i s'injecta la 
mostra directament a 1'HPLC. 

I I . 3 . 5 . T R E N C A M E N T S Q U I M I C S 

Els trencaments químics aquí esmentats s'han aplicat només sobre el 
segment d'activació aillat. 

TRENCAMENT AMB BROMUR DE CIANQ6EN 

El tractament de proteines amb bromur de cianógen en condicions 
acides (Bross i Witkop, 1961) produeix un trencament peí cantó 
C-terminal deis residus metionina. Aquests queden convertits en una 
barreja d* homoserina i horaoserina-lactona C-terminals (Ambler, 1965). 
En aquest treball la reacció s'ha portat a terme sota les condicions 
següents: 

Medi de reacció: ácid fórmic al 70% 
Concentració de la proteina: 5 mg/ml 
Relació molar CNBr/proteína: 100/1 
Temperatura! ambient 
Temps de reacció: 20-24 hores, en la foscor 
Protocol! a la mostra, dissolta en fórmic al 70%, se li afegeix 

bromur de cianógen (Merck) en forma sólida fins a la 
relació molar CNBr/proteina 100/1. Després de mantenir la 
incubado durant 20-24 hores en la foscor i a temperatura 
ambient, s'afegeix 10 volums d'aigua destil.lada i es 
liofilitza. Finalment es repeteix la liofilització per 
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eliminar les restes de reactiu. 

ALTRES PROCEDÍMENTS DE TRENCAMENT G U Í M I C 

Es -fa esment a continuació els altres procediments de trencament 
quimic aplicats sobre el segment d'activació aíllat, juntament amb les 
referéncies corresponents: 

- CNBr + D M S O (trencament per triptófans) (Huang et al., 1983) 
- ácid a-iodosobenzoic (trencament per triptó-fans i tirosines) 

(Mahoney i Hermodson, 1979; Johnson i Stockmal, 1980) 
- BNPS-skatol (trencament per triptófans) (Fontana, 1972) 
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II-4. CROMATOGRAFÍA LIQUIDA D'ALTA PRESSIÓ 

En aquest apartat es descriurá l'equipament i les metodologies 
emprades en cromatogra-fia liquida d'alta pressió, que ha estat una 
técnica amplament utilitzada al llarg de tot aquest treball. Aqui es 
descriurá les técniques aplicades a la cromatografía analítica i 
preparativa de péptids i proteines, mentre que es deixa per un apartat 
individual el desenvolupament de la técnica d'análisi d'aminoácids per 
HPLC. 

II.4.1. EQÜIPAMENT. CONSIDERACIONS GENERALS 

S'ha utilitzat un equip de cromatografía líquida d'alta pressió de 
Waters Assoc., que consta de les parts següents: 

2 bombes d'alta pressió model ¿OOOA 
Controlador de flux i gradients model 680 
InJBctor manual model U6K 
Injector automátic model WISP 710 
Detector puntual model 440 equipat amb: 

lámpara de Zinc amb filtre de 214 nm 
lámpara de Mercuri amb filtres de 254, 280 i 436nm 

Detector de longitud d'ona variable <M450) equipat amb: 
lámpara de Deuteri (absorció a l'UV) 
lámpara de Tungsté (absorció al VIS) 

Unitat de registre i integrado model Data Module M730 
Aparell de termostatització de columnes amb control de temperatura. 

A la Figura II.8 s'hi dibuixa un esquema de l'equipament préviament 
descrit. 
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II.4.1.a. TRACTAMENT DELS DISSOLVENTS 

AIGUA I DISSOLUCIONS TAMPO 

Cal que 1'aigua utilitzada en cramatografia líquida d'alta pressió 
sigui de la millar qualitat possibles ha d'estar Iliure de partícules, 
desionitzada, i és molt important que estigui Iliure de materials 
orgánics, puix que aquests poden ínteraccionar amb les columnes de fase 
reversa (les mes utilitzades, tant en aquest treball com en general), on 
hi queden retinguts, podent produir pies falsos i contaminants a les 
cromatagrafles quan es produeix la seva elució. 

Es va partir sempre d'aigua préviament tractada amb un sistema de 
desianització Milli-R (Millipore); aquesta aigua desionitzada es va 
passar posteriorment a través d'un cartutx Norganic (Millipore) que reté 
el material orgánic, i d'un filtre Durapore (Millipore) de 0,22 /um de 
diámetre de porus. Abans de ser utilitzades com a solvents, totes les 
solucions aquoses van ser degasificades durant 15 rain en una trampa de 
buit. 

Les dissolucions tampó aquoses es van preparar sempre amb aigua 
préviament tractada de la manera descrita abans i van ser posteriorment 
refiltrades a través d'un filtre Durapore. A continuado es van 
degasificar durant 10 min., es va ajustar el pH, i es va tornar a 
degasificar durant 10 min mes. 

No convé conservar gaire dies les solucions aquoses peí perill que 
es pugui produir creixement bacteria. Es per aixó recoroenable preparar 
només els volums necessaris per les cromatografles immediatament 
previstes. 

DISSOLVENTS ORGÁNICS 

Tots els solvents orgánics comerciáis van ser filtrats abans de la 
seva utilització per filtres Durapore de 0,22 ^m. En aquest cas, la 
degasificació previa a la cromatografía fou només de 6-8 min. per evitar 
excessives evaporacions. 
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II.4.1.b. C O N D I C I O N S D ' E N T R A D A D E M O S T R E S 

Les mostres a injectar en un aparell d'HPLC han de reunir dues 
condicions importants; estar completament netes i Iliures de particuies 
contaminants i estar dissoltes en un solvent el mes semblant possible a 
aquell arab que s'iniciará el gradient, i si pot ser, en un volum petit. 
Amb respecte a la primera condició és su-ficient amb -filtrar-Íes a través 
d'un filtre de 0,22 jum, i peí que fa a la segona el raes indicat és 
partir de mostres liofilitsades, que son dissoltes a continuació amb el 
solvent d'inici de gradient en un volum que sol estar compres entre 10 i 
50 ¡ul, 

Malhauradament, en el treball quotidiá d'un quimic de proteines, 
les mostres de que sol disposar per injectar, tant a nivell analític com 
preparatiu, a un aparell d'HPLC solen ser de volum reduit. Aíkó fa 
difícil, i a vegades impossible, la seva filtració per eliminar 
particuies que podrien raalmetre les conduccions del sistema i els émbols 
de les bombes impulsores. En aquest cas el problema es resol parcialment 
sotmetent la mostra a centrifugado durant 5 minuts en una centrífuga 
Eppendorf i traspassant a continuació el sobrenedant a un altre tub net 
per evitar arrossegar precipitat amb la xeringa d'injecció. 

Si bé els volums entrats a 1'HPLC solen ser petits, es pot injectar 
a vegades volums mes grans, depenent de les necessitats: hom es pot 
trabar, per exemple, amb que una mostra exigeix ser entrada 
immediatament després d' aplicar-li un tractament determinat, corrent si 
no és fa així el risc de perdre-la per degradació o agregació i essent 
per tant impossible procedir a la seva liofilització; o pot ser que la 
mateixa liofilització modifiquí la mostra irreversiblement. En aquests 
casos, abans que procedir a una contraproduent reducció 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 automátic admeten, respectivament, uns volums máxims 
d'injecció de 2 mi i 200 ̂ 1 . 
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11.4,2- H P L C D E P É P T I D S 

Fins a mitjans o -fináis de la década deis 70, moment de la 
introducció a un nivell relativament massiu de la técnica d' HPLC, el 
fraccionament de barreges de péptids curts i de llargada mitja (menys de 
30-40 residus) era una feina primordialment empírica, que implicava 
l'adopció de técniques forga variades, i amb poders de ressolució i 
capacitats de recuperado que sovint estaven molt lluny del desitjable. 
Aixó es traduía en la necessitat de -fer servir quantitats de material de 
partida a vegades inabastables i en la dedicació de molt de temps al 
desenvolupament de les diverses técniques. 

Abans de ia seva aplicació al camp concret de la química de 
proteines, la técnica de 1'HPLC ja havia demostrat ser una técnica 
potent i versátil per a la separació d'una amplia gamma de materials 
biológics (veure Hawk, 1978, per una revisió del tema). Va ser a fináis 
de la década passada quan van aparéixer les primeres referéncies sobre 
la utilitat de l'HPLC en la separació de péptids en el curs de la 
determinació d'estructures proteiques (Hughes i Wilson, 1982). Com a 
exemple, en un treball publicat en aquell temps (Fullmer i Wasserraan, 
1979), s'aconseguia separar en una única cromatografía des d'un péptid 
petit i hidrofílic de 4 residus fins a un altre llarg i hidrofóbic 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 instrumentació com en la tecnología 
de fabricació de farciments de columnes. El mateix aven? de la técnica 
ha anat seleccionant els materials emprats! 

SUPDRTS CR0MAT06RAFICS I SOLVENTS 

El tipus de cromatografía mes utilitzat en general i que está 
donant els millors resultats arab péptids és la cromatografía en fase 
reversa. La fase reversa permet útil itzar una amplia gamma de solvents i 
separar una amplia gamma de soluts. A mes, la fase reversa arriba amb 
forga facilitat a l'equilibrí, les condicions cromatográfiques son 
suficientment estables i permet, cas de ser necessari, la injecció 
directa de mostree biológiques. 

98 -



Kateriali i fSétodes 

El fflaterial d'erapaquetament de la fase reversa per a péptids sol 
estar format per un suport de sílica de mida de porus d ' a p r o K i m a d a m e n t 

100 A, que porta unidas covalentroent cadenes hidroearbonades normalment 
d'entre 8 i 18 átoms de carfaoni; la mida de les particules sol ser de 5 
o 10 jum. Variacions en la mida del porus, de la partícula i en la 
densitat i llargada de les cadenes hidroearbonades determinaran 
diferents especificitats o aplicacions, 

Al dissoldre's la sílica a pH superior a 5 (en el cas deis suports 
de fase reversa, els diversos tractaments que reben els permet, paró, 
ser estables fins a pH 8,0), és preferible treballar a pH baix. Un deis 
priraers solvents per a separar péptids per fase reversa va ser l'ácid 
fosfóric diluit (Hancock et al., 1978). Alguns problemes en la 
solubilització de cert tipus de péptids va fer canviar les preferéncies 
cap ais ácids orgánics perfluorinats, partícularment cap a l'ácid 
trifluoroacétic (Dunlap et al., 1978; Mahoney i Hermodson, 1980), puix 
que aquest resulta ser un molt bon solvent de péptids, completamemnt 
volátil i utilitzabie a longituds d'ona tant baixes com 214 nm. 

TAULA II.2 
PROPIETATS FÍSIQUES DELS SOLVENTS MES UTILITZATS EN LA 
CROMATOGRAFÍA EN FASE REVERSA DE PEPTIDS I PROTEÍNES 
(reproduit de Hughes i Wilson, 1982) 

LVCutoff Boiling Viscosity Diriearic Solvent 
Sojvem íntn) Point (T) t- Consunt«(20°C) Strength* 

Acctomirile i90 82 0.S4 0.65 37.5 S.l 
Eihanol 203 78 1.08 0.88 24.6 3.6 
>(ethanol 210 65 054 0.95 32.7 3.0 
1-Propanol 240 97 1.9 0.82 20.3 
2. Propanol 210 82 1.9 0.82 20.3 4.2 
ISridíne 305 115 0.88 0.71 12.4 
Acetic acid 118 l.I Large 6.2 
Fórmic adá 101 Urge 58.5 
Water lOO 0.89 Vtry large 80 0.0 
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Els solvents orgánics que han de provocar 1'elució deis péptids han 
de permetre la seva bona solubilització, han de ser miscibles en aigua i 
transparents a l'UV. D'entre els mes utilitzats en la cromatografía de 
péptids en fase reversa, 1'ordre en quant a forga o poder d'elució és el 
següent: 

1-propanol > 2-propanal > tetrahidrofurá ~ dioxá > etanol > acetonitril > isetanol 

A la taula II.2 es troben les propietats fisiques d'alguns deis 
solvents mes utilitzats en fase reversa. 

T R A C T A M E N T PREVI D E L E S M O S T R E S A C R O M A T O G R A F l A R . S O L V E N T S 

Els péptids inJBCtats en dissolució aqüosa a una columna d'HPLC 
queden retinguts al cap de columna fins que la concentració de solvent 
orgánic arriba a ser la característica de 1'elució de cada un en 
particular. Normalment, les mostres s'injecten dissoltes en un petit 
volum de dissolvent inicial. No sempre, pero, es disposa d'una barreja 
de péptids soluble en aqüestes condicions. Es pot optar per utilitzar un 
ácid orgánic com el fórmic (al 1-5%) (Gerber et al., 1979), pero es 
corre el perill de teñir interferéncies en la interacció deis péptids 
mes petits i hidrofílics amb la columna. En aquests casas, els millors 
sol.lubilitzadors, inerts peí que respecta a l'afinitat deis péptids per 
la columna, son la urea 7-8 H i en alguns casos el clorur guanidini 6 M. 
No obstant, amb aquests darrers compastas també cal recordar la 
possibil itat que alguns péptids que hi siguin solubles poden no ser-ho 
en cap concentrado de solvent orgánic emprat a la cromatografía, el que 
pot provocar precipitacions al cap de columna. 

C R O M A T O G R A F Í E S A N A L Í T I Q U E S I P R E P A R A T I V E S 

El fet de seguir les 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 deis seus 
fragments. Aixó permet poder dedicar part de la mostra a posar a punt 
les millors condicions cromatografiques per una mostra donada. Quan 
aqüestes son conegudes, n'hi ha prou amb aplicar-Íes a la mostra 
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preparativa, amb la precaució de no ultrapassar certs limits de 
sol.lubilitat. 

II.4.2.a. TIPUS DE COLUMNES UTILITZADES 

El fraccionament de barreges de péptids s'ha fet sempre amb 
columnes de fase reversa. Concretament s'ha utilitzat les columnes 
llistades a continuació, de les que s'indica entre paréntesi les mides 
externes, la mida de partícula i el diámetre de por. També s'indica per 
quin tipus de cromatografía han estat utilitzades 

^-Bondapak C-18 (300 x 4 mm, iO ̂ m, 100 A> .Utilitzada tant per 
cromatográfíes analítiques com preparatives. (Waters Assoc.) 

Vydac TP-RP C-4 (250 x 8 mm, 5 /xm, 100 A). Semipreparativa 
i preparativa. (Separation Systems). 

Ultrapore C—3 (75 x 4,6 mm, 10 ̂ m, 300 A). Analítica i preparativa 
(Beckman). 

Nucleosil 300-5 C-4 (250 x 4 mm, 5 ̂ am, 250 A). Analítica i 
semipreparativa (Mackerey-Nagel). 

Sempre que es va treballar amb péptids es va protegír el sistema 
arab una pre-colurana 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 (Herck) en els altres tres casos. 

II.4.2.b. MAPES PEPTIDICS PER HPLC 

Les cromatográfíes de péptids s'han fet sempre a pH ácid en 
presencia d'ácid triflúoroacétic. Els solvente emprats gairebé 
exclusivament han estats 

solvent As HaO + TFA 0,057. 
solvent B: acetonitril al 807. + TFA 0,045% 

(1'acetonitril era de Cario Erba o de Merck) 
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En algunes cramatografles analitiques s'ha utilitzat 2-propanol o 
metanol. Tot i així, en prácticament tots els casos s'ha vist que 
1'acetonitril donava igual o millar ressolució. La rao d'utilitzar una 
concentrado de TFA lleugerament mes baixa en el solvent B que en el A 
és la de compensar en part la pujada de la linea base deguda a 1'augment 
de solvent orgánic a mida que avan?a el gradient. 

S'ha fet servir gradients adequats per a cada tipus de separació 
particular, i així s'indicará a cada cas; no obstant, en general, 
l'augment de solvent orgánic per minut ha estat sempre entre el 1% i el 
0,025%, i el flux ha estat gairebé sempre de 1 ml/min. 

La detecció deis péptids s'ha fet per seguiment de l'absorció a 
l'UV amb una lámpara de Zn i filtre de 214 nm. Els limits d'absorbácia 
del detector s'han variat segons la cárrega de mostra entre 0,05 i 2,0 
u.d.o. 

En el cas de les cromatografies preparatives, les mostres, una 
vegada col.lectades, van ser degasificades per a evaporar la major part 
de salvent orgánic i a continuado liofilitzades. 

II.4-2 . C . PURIFICACIO DE PEPTIDS NO H0M06ENIS 

Quan es treballa amb barreges molt complexos, és molt habitual 
trobar-se amb solapament de pies, el que dona lloc a l'obtenció de 
mostres contaminades. Els solapaments mencionats sovint no poden sr 
evitats, per lent que sigui el gradient aplicat. Aquest comportament 
cromatografic té una fácil explicació si es considera el concepte de 
factor de capacitat. Aquest es defineix com: 

F a c t o r d e c a p a c i t a t s k = Ct , - - T O ) / T O 

on TR. - temps de retenció d'un pie determinat i 
to = temps de retenció d'un pie 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 la vegada, la resolució es d e f i n e i K com: 

Resolució = k/(k + 1 ) 

Representant la resolució com a funció del -factor de capacitat 
(Figura 11.9) es pot veure que per damunt d'un factor de 10 la resolució 
augmenta molt a poc a poc. 

La tria de solvents i la velocitat del gradient amb qué aquiests son 
passats per la columna teñen influencia sobre el factor de capacitat. No 
obstant, com hem vist, a partir d'un cert punt les millores aconseguides 
en resolució son mlnimes. Quan no pot millorar-se la resolució en una 

4 6 8 
Factor de capacitat 

10 

FIGURA 11,9- Relació entre resolució i factor de capacitat o 
retenció en HPLC 

cromatografía cal procedir a la recromatografia per poder obtenir 
péptids no contaminats: 

- 103 -



Haterials i Hétodes 

20 
Temps (min) 

40 

FIGURA 11.10. Exemple de l'aplicació de la recromatografia en la 
purificació de péptids. El péptid laarcat (*) al cramatograma (a) va ser 
repassat per la mateixa columna (b) -fent servir un gradient mes suau que 
comengava a una concentració de solvent B lleugeramnent inferior a la de 
la seva elució en el primer cas. 
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En el nostre cas, els péptids contaminats es van col.lectar i 
lio-filitsar. A continuació s'aplicaren a la mateixa columna en la que 
havien estat cromatogra-fiats en un petit volum de solució d'inici de 
gradient. Es va iniciar el gradient aplicat per la repurificació a una 
concentració de solvent orgánic inferior en un 5-7% a la que corresponia 
a 1'elució del péptid; 1'augment de solvent orgánic es va fer molt mes 
lent que en la cromatografía preparativa, arribant, si calia, a una 
ganancia de solvent B de 0,01%/min. A la Figura 11.10 es pot veure un 
exemple de purificació d'un péptid per recromatografia en la mateixa 
columna. 

I I . 4 . 3 . H P L C D E P R O T E F N E S 

La técnica de cromatografía líquida d'alta pressió ha estat, com ja 
s'ha dit, ampiament aplicada al camp de la separació de péptids producte 
del trencament de proteines o bé de péptids naturals bialógicament 
inactius, aixi com a la separació de molts altres compostas biológics de 
pes molecular relativament petit. En canvi, aquesta técnica no sol donar 
tan bons resultats en l'aillament de proteines en condicions natives. De 
fet, fins ara na es pot dir que, per exemple en cromatografía en fase 
reversa, s'hagi obtingut amb proteines separacions de la qualitat i 
recuperació de les que s'obtenen amb péptids. 

Els problemes amb qué hora es traba en la cromatografía de proteines 
no son, potser, raes que la magnificació deis que ja hi ha en la 
cromatografía de péptids: un recubriment defectuós o parcial del suport 
de sílice pot donar problemes d'absorció, malmetent les separacions i 
recuperacions, encara que el mateix suport hagi donat abans magnifics 
rendíments a la separació de patrons de menor pes molecular; la cárrega 
de cadena hidrocarbonada tant elevada ais suports de fase reversa fa que 
la quantitat de solvent orgánic necessari per l'elució sigui 
considerable, sobretot quan la proteina és molt hidrofóbica (Regnier, 
1983). Aquests problemes de partida en poden ocasionar altres derivats 
d'ell, com per exemple, la desnaturalització, agregació o pérdua 
d'activitat que es poden produir a causa de l'elevada proporció de 
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solvent orgánic necessária per l'elució de determinades proteines. 

La manca d'un suport óptiro per la separació de proteines per HPLC 
ha fet que aquesta técnica s'hagi diversificat forga en aquest aspectei 
s'utilitza a 1'actualitat columnes d'exclusió molecular, de bescanvi 
iónic, de fase reversa i d'interacció hidrofóbica. Les dues primerea 
classes de columnes son el resultat de la modificació deis suports 
clássics respectius per a fer~los compatibles amb sistemes d'alta 
pressió. No obstant, la tecnología té encara un bon camp a recorrer 

abans de poder oferir separacions, rendiroents i capacitats de cárrega 
rentables a 1'hora de separar proteines per aquests métodes. 

TAULA II.3 
EXEMPLES DE PROTEÍNES CROMATOGRÁFlADES PER HPLC DE FASE 
REVERSA(reproduit de Hughes i Wilson, 1982) 

Moíeciíiar 
Weightl» 10"') 

Approxímate 
Behmnet' Proííin 

Moiecular 

vn f ighi 1« Hr') Rtffrtnct" 
Epjdermal gmwth 60 n.a. 10 Hum̂ t) pUccFtul 21.1 n.a. 10 
factor 

B «8« paiícreatíC «.5 81 14 22.6 na­ 10 
tíypstn inhifaitór" 25.9 na. 10 

Melallothionein 6.S 90 7 .̂polipítprorem 1 280 88 5 
Paj-alhyroíd hortnoiW! 95 n.«. 10 31.0 n.a. 10 
HUuines n.3-14.0 n.a. 2 81 14 
Cywchroroe c 11.7 94 9 SSO 0 14 

n.a. 10 M.7 19 14 
>80 li 38.0 55 t 
46 14 420 67 14 

Paríaibumin 11.7 m 14 43.0 n,a. Itt 
12,0 80 1 57 14 

Ribcnucle«« 13.7 n.a. 10 3-Ph<rtpímj(Kceraie 47.0 ,38 10 . 
50-100 12 

("LactAlbumitt 13.7 n.a. 10 .Mbumin 
íymyme 14.3 n.a. 10 {:hkkcn B5.0 100 14 
Hemoglobis shaíti» 15-U 100 S H unían «8.0 82 9 

K.a. V) n.a. 10 
70-100 11 99 H 

Cslmaáuüs 16,7 80-90 8 69.0 na. 10 
Myogiobíft 17.2 n.a. 10 930 s 

98 14 9 
Apolipoprotein AB 174 8S S T> rminase 128,0 86 9 
Trcponin C 17,8 80-90 8 
Int*fferon 20-« 50-100 4 
Growth hormón» 22.0 n.a. 10 
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No obstant els problemas esmentats, hi ha avui dia una considerable 
quantitat d'informació sobre separació de proteínas per HPLC en la 
variant mes emprada, la de -fase reversa: s'ha aplicat a camps i 
materials tant distints com el fraccionament d'histones (Surley et al», 
1983), 1'aillament de proteines cereals íBietz, 1983), la purificació 
d'interferó de leucócits humans (Rubenstein et al., 1979), la separació 
de cadenes normáis i cadenes mutants d'hemoglobina humana (Petrides et 
al., 1980) o la separació de tripsina de la quimotripsina que la 
contamina a les preparacions comerciáis (Titani et al,, 1982). A la 
taula II.3 se'n pot veure una relació mes extensa. 

En aquest treball només s'ha utilitzat columnes de fase reversa 
quan es tractava de treballar amb proteínas. Les consideracions sobre 
suports cromatografies i solvents son les mateixes que per ais péptids, 
amb una puntualització important: el diámetre de porus influeix 
cansíderablement la resolució de molécules grans, Aquest fet, enunciat 
en primer lloc per Lewis et al. (1980) i reconegut des de llavors 
(Marren i Bidlingmeyer, 1985) fa que la mida mínima de porus 
aconsellable sigui de 300 A quan el material a cromatografiar son 
proteines. 

II.4.3.a. TIPUS DE COLUMNES UTILITZADES 

En els treballs d'aquesta Tesi la separació de proteines per HPLC 
de fase reversa s'ha fet amb tres tipus de columnes: 

Ul trapore C-3 (75 x 4,6 mm, 10 ̂ m, 300 A) (Beckman) 

Vydac TR-P4 C-4 (250 x 8 mm, 5 ̂ m, 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 analltics com 
preparatius. En tots els casos, la pre-columna utilitzada era de 23 x 
4,3 «m i farcida amb suport pel.licular Perisorb C-2 de Merck. 
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II.4.3.b. SEPARACIÓ ANALÍTICA DE PROTEINES 

La finalitat darrera de posar a punt métodes de separació analítica 
de proteines era la de disposar d'un sistema que permetés 1'análisi 
rápida d'extractes aquosos de pols de páncreas, a fi de detectar i 
analitzar la presencia de procarboxipeptidases. Per aixó 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 lierck. Aquesta columna dona excel.lents 
resultats amb barreges de proteines patró, com es pot veure a la Figura 
11.11. 

L'interés d'aquest estudi radicava en escollir els millors sistemes 
solvents en quant a la seva capacitat de separació i a la vegada en 
escollir les condicions en qué la recuperado fos millor; per aixó es 
van dur a terme els següents estudis: 

ASSAIG DE DIFERENTS CONDICIONS CROMATOGRAFIQUES 

La variació de solvents orgánics, pH de la cromatografía i 
solucions tampó utilitzades, va donar lloc a l'assaig de les méseles 
binarles de solvents descritos a continuado: 

- H2O + TFA 0,1*/. / acetonitril 807. + TFA 0,17. 

- H2O + TFA 0,17. / isopropanol 607. + TFA 0,17. 

- fosfat de trietilamina 25mM (pH 6,5) / idem en acetonitril 

- fosfat de trietilamina 0,25M <pH 2,5) / idem en 
acetonitril 807. <Claiken i Hough, 1980) 

- piperazina lOmM / piperazina lOmM, acetonitril 607. 
(pH 6,5 ajustat amb TFA) 

- piperazina lOmM / piperazina lOmM, isopropanol 507. 
<pH 6,5 ajustat amb TFA) 
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10 20 
T e m p s (min) 

FIGURA 11.11. Separada de proteines patró enb columna Ultrapore C-3 
(BeckmanK Solvent Aj TFA 0,1%; solvent B; acetonitril + TFA 0,1%. Es 
van aplicar 40^g de RNasaA, 3 0 ^ de CA i 15 ftq de Liz i Cyt C. 
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ESTIMACIO DE LA RECUPERACIÓ SEGONS EL TEMPS DE 
RESIDENCIA I LA QUANTITAT DE MOSTRA ENTRADA 

En p r o v B S prévies es va observar que les procarbaüipeptidases i 
carbosipeptidases porcines no es recuperaven en un 100% al 
cromatográfiar-1es en columnes de fase reversa. Per a comprovar la 
relació que podes existir entre recuperació i temps de residencia a la 
columna es va procedir a aplicar la mateixa mostra eluint-la amb 
diferents gradiente, de manera que s'adelantés o endarreris el seu temps 
d'elució. En aquest cas, la quantitat de mostra entrada es mantenía 
constant. 

Centrariament, quan es tractava de veure la relació entre 
recuperado i quantitat de mostra entrada es mantenía constant el 
gradient aplicat per eluir la mostra, mentre que es variava la quantitat 
inJBctada. 

II.4.3.C. AiLLAMENT PREPARATIU DE SEGMENT D'ACTIVACIÓ 

Es va probar de posar a punt el métode d'aillament del segment 
d'activació per HPLC per evitar en part la desnaturalització a qué el 
segment és sotmés en la columna d'urea i per millorar el baix rendiment 
de recuperació. Les condicions d'activació prévies a la separació 
.cromatográfica per HPLC van ser les mateixes que en el cas de la 
separació per bescanvi iónic en presencia d'urea (veure apartat II.1.3.) 
El procediment d'activació i posterior cromatografía adoptat és el 
següent: 

Es parteix de procarboxipeptidasa A monomérica dialitzada en front 
de fosfat sódic 40 mM, ZnCla 0,01 mM (pH 5,8), a una concentració de 5 
mg/ml i s'incuba durant 15 min a 25'C amb tripsina a una relació 40/1 
(p/p). Al final de la incubació s'afegeix TFA fins a una concentració 
final de 0,25% (per donar un pH entre 1,7 i 1,8), s'elimina els agregats 
de carboxipeptidasa A (provocats peí baix pH utilitzat) per 
centrifugado en una centrifuga Eppendorf (13.000 rpm) durant 5 min i 
s'aplica el sobrenedant a una columna Ultrapore C-3 de fase reversa. 
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L'elució deis components de la barreja de reacciá, s'efectua mitjangant 
l'aplicació del gradient següent: 

Temps <min) 7. Solvent A % Solvent B 
O 98 2 
5 98 2 
35 49 51 
38 O 100 

Solvent A: TFA 0,05?<7.5 solvent B: acetonitril 80% + TFA 0,045%. 
Entre els minuts 5 i 35 s'aplica la corba n" 5 del controlador de 
gradients del sistema. 

Cal teñir en compte que 1'obtenció de segment per HPLC té uns 
límits quantitatius, puix que a partir de certa cárrega de material 
inicial la columna pot quedar colapsada, arruinant la separació. Hem 
observat que el limit de seguretat per obtenir bones separacions en les 
columnes esmentades está en 2 mg de procarboxipeptidasa A per injecció. 
Una cárrega de 2 mg permet obtenir aproximadament entre 200 i 250 ¡ug de 
segment. 

El segment aillat es dialitza durant tota la nit en -front d'aigua 
ajustada a pH 8,5 amb NH-»OH, finalment es liofilitza, conservant-lo a 

II.4.3.d. PURIFICACIO DE TRIPSINA COMERCIAL 

Préviament a la cromatografía per columna ̂ -Bondapak C-18 de fase 
reversa, va ser necessari en alguns cassos retractar la tripsina amb 
TPCK segons el protocol següent ( Carpenter et al.,1967)s 

Es dissol tripsina a 3 mg/ml en CaCla 1 mM i s'ajusta a pH 7,0 amb 
sosa diluida; a continuado s'afegeix TPCK d'una dissolució a 10 mg/ml 
en etanol al 100%, gota a gota, fins arribar a una relació tripsina/TPCK 
30/1 <p/p). L'addició de l'inhibidor es fa amb agitado intermitent i a 
temperatura ambient. Es deixa en agitado intermitent durant 6 hores, 
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10 

Temps (min ) 

F I S U R A 11.12. Purificado de tripsina comercial per HPLC. Columnas 
^-Bondapak C-18 (Waters). Solvent As TFA 0,05%j solvent B: acetonitril 
807. + TFA 0,0457.. 
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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 addició de HCl 1 M i a continuació es 
dialitza en front d' aigua acidificada (pH 3,0) durant 24 hores a 4°C. 
Finalment es iiofilitza. 

Després del tractament amb TPCK, i per purificar la tripsina per 
HPLC, es va seguir el métode de Titani et al. (1982) amb Ueugeres 
modificacions de gradient: 

La tripsina es dissol a 2 mg/ml en TFA 0,057, i s'aplica a una 
columna ^-Bondapak C-18 (Waters), eluint-la mitjangant el següent 
gradient entre acetonitril 80% i aigua, ambdós contenint TFA al 0,05%: 

Temps (min) 7. Solvent A % Solvent B 
O 65 35 
26 26 74 
29 O 100 

Solvent As TFA 0,05%; solvent Bs acetonitril 80% + TFA 0,045%. 
Finalment, la tripsina retractada amb TPCK i purificada per HPLC es 

congela i Iiofilitza. A la Figura 11.12 es pot veure el perfil 
cromatograf ic de purificado de tripsina. El rendiment d'aquest procés 
és del 34% respecte de la quantitat de tripsina comercial de partida 
abans de tractar-la arab TPCK. 

II-4-4- APENDIXs REGENERACIO DE COLUMNES DE HPLC 
DETERIORADES 

Després d'uns quants mesas d'operació continuada, una columna 
d'HPLC perd gran part de la seva eficiencia original i ha de ser 
canviada per una de nova o bé tornada a omplir amb material nou, Els 
factors mes habituáis que porten a aquesta situado a les columnas 
basades en suports de silica (e.g,, fase reversa, les liniques 
utilitzades en aquest treball) son la contarainació del cap de columna o 
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20 30 
Temps (min ) 

FIGURA 11.13. (a) separació cromatografica de dabsi1-aminoácids en 
una columna deteriorada C-18 de fase reversa i (b) en la mateixa columna 
després de reerapaquetar el cap original i invertir el sentit del flux. 
Per condicions de 1'análisi, veure Chang et al. <1982). 
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bé la formació de biiits a 1'entrada de la mateixa. En primera instancia, 
aquests problemas es 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 
freqüentment, A mis, no és aconsellable practicar-lo quan el buit o sana 
contaminada teñen una profunditat superior a l cm íRunsen, 1981). La 
possibilitat de girar el sentit del flux a la columna sol estar 
desaconsellada pels subrainistradors. Malgat aixó, hem observat que 
aquesta és una bona alternativa a considerar per columnes de fase 
reversa. 

El procediment que hem desenvolupat a partir de la nostra 
experiencia en la regenerado de columnes deteriorades és el següents 
s'obre la columna i s'ellmina la contaminació que pugui haver-hi en el 
cap amb l'ajut d'una petita espátula, S'omple el buit format arab una 
suspsnsió en acetonitril S0% de suport pel.licular Corasil/C18 per 
columnes d'octadecilsilá o de Perisarb/C2 per columnes de trimetilsilá. 
ft continuació es renta la columna en el sentit original del flux 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 pogut produir. Es renta i es torna 
a omplír fins que no sigui necessária l'addició de mes material, tes 
dues o tres primeres vegades que es practiqui aquesta operado es podrá 
fer cromatográfÍes en el mateix sentit original del flux, pero mes 
endavant será necessari girar-lo. Per assegurar la durada deis procéseos 
restauradors, es recoaiana afegir material suplementari sempre peí matéis? 
extrem de la columna, 

A la Figura 11,13 es pot comprovar el comportament d'una mateixa 
columna de C-i8 abans i després d'haver empaquetat l'entrada original 
arab Corasí1/C18 i haver girat el flux. Aquí es presenta una análisi 
d'aminoácids en una columna LiChrosorb RPI8, pero s'ha obtingut el 
mateix tipus de resposta amb una columna Ultrapore RPSC amb mostres de 
barreges de péptids. 

Les columnes regenerades poden utilitzar-se durant un nombre 
d'injeccions similar al de les columnes noves. A mes, aquest métode 
estalvia la necessitat d'utilitzar instrumentado especial com sn altres 
métodes ta«bé enitosos de regenerado de columnes Cftvery i Light, 1985). 
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1 1 . 5 - M A P E S P E P T I D I C S E N C A P A P R I M A 

La metodología de mapes peptidics en capa prima ha estat aplicada a 
diversos estudis realitzats en aquesta Tesi, com poden ser el seguiment 
de l'activació de la procarboxipeptidasa A , la compareció de fragmente 
peptidics per a comprovar identítats entre els dos zimógens naturals, la 
identificació de residus especifics, i d'altres. Par aquesta rao s'ha 
posat a punt tant la técnica de cromatografía monodimensional com la de 
mapes peptidics bidimensionals en els que la segona dimensió correspon a 
una electroforesi, basant-nos en el métode d'Stephens <1978). En un cas 
particular, el de la identificació 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. 

I I . 5 . 1 . C R O M A T O G R A F Í A M O N O D I M E N S I O N A L 

Abans de trabar les condicions idónies per a la cromatografía deis 
nostres péptids es va fer una serie de proves amb barreges diverses i a 
diverses proparcions deis solvents cloroform, etanol, metanol i hidróxid 
amónic. Finalment, la barreja que proporciona una millor separació va 
ser (s'indica relació de volums): 

Cloroform: etanol: metanols hidróxid amónic (2:1:1:1) 

Procediment: es dissol la mostra a aplicar, préviament 
liofilitzada, en un volum petit (5-15 /xl) d'hidróxid amónic 0,1 M i 
s'aplica en un extrem de la placa a 1,5 cm del caire exterior. 
L'aplicació es realitza en diverses addicions successives, molt petites, 
assecant la taca amb corrent d'aíre fred entre cada addíció. A 
continuació s'intradueix la placa en una cambra cromatográfica que conté 
50 mi de la barreja de solvents, amb 1'extrem mes praper a la mostra 
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reposant sobre la base, i es delxa desenvolupar la cromatografía durant 
aproximadament 2 hores 45 min ífins a 1 cm de la part superior). La 
placa s'asseca amb aire fred en una campana extractora i a continuado 
es col.loca 20 min en una estufa a Zl'C i 20 min en una altra estufa a 
105''C. Finalment es deixa atemperar la placa a temperatura ambient, es 
revela amb la tinelo desitjada i es marca el perímetro deis péptids 
detectats amb un llapis tou. 

I I . 5 . 2 . M A P E S P E P T I D I C S B I D I M E N S I O N A L S 

En els mapes bidimensionals s'ha comengat sempre amb la 
cromatografía com a primera dimensió. Aquesta es duu a terme de la 
mateixa manera descrita a l'apartat anterior, amb 1'excepció que no es 
fa el pas per i'estufa a 105''C. 

Després de la primera dimensió, la placa de sílica gel s'arrossa 
amb un spray amb la barreja d'eluents d'electroforesi: 

Piridina: acid acétici aigua (20: 20: 9¿0) (pH 4,7) 

La placa húmida, suficientment pero 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 eluerit 
d'electroforesi es fan dos ponts entre els extrems de la placa de sílica 
i les dues cubetes, connectades cada una a un deis dos pols eléctrics. 
Es connecta la font alimentadora a 200 V durant 15 min i a continuado a 
1000 V durant l hora. Finalment, la placa s'asseca amb aire fred en una 
campana d'extracció i a continuado en una estufa a 37*C durant 20 min i 
en una altra a 105''C durant 20 min mes. Una vegada atemperada a 
temperatura ambient, es revelen els péptids amb la tinelo desitjada i es 
marquen els seus perímetros amb un llapis tou. 
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I I . S . 3 - T I N C I Ó A M B F L U O R E S C A M I N A 

La tinció amb -fluorescamina, que reaciona amb grups amino, serveix 
per a la detecció de tata mena de péptids i es la que es fa servir 
generalment quan es tracta de visualitsar un mapa peptidic complet. 

Es dissol fluorescamina al 0,025% en un volum d'uns 10 mis 
d'acetona completament anhidra. S'arrossa la placa amb la meitat 
d'aquesta solució, s'asseca amb aire fred, i s'acaba d'arrossar amb la 
resta. A continuació, i per donar mes intensitat a la tinció, s'arrossa 
lleugerament la placa amb trietilamina al 5% en acetona. 

La visualització deis péptids tenyits es fa sota la llum 
ultraviolada, on donen una coloració groga brillant. Les fotografíes 
sobre pel.licula en blanc i negre de les plaques aixi tenyides cal 
fer-les en presencia d'un filtre groe o taronja per tal d'obtenir millar 
contrast amb el fons blavós que presenten. 

II.5.4. TINCIONS DE RESIDUS ESPECIFICS 

DETECCIÓ DE RESIDUS TRIPTOFAN 

Es va utilitzar la tinció d'Erlich citada per Needleman (1970), Els 
derivats d'indol reaccionen amb el p-dimetílamínobenzaldehid donant una 
coloració púrpura. El triptófan, com a derivat de l'indol substituit en 
posició 3 només reacciona en medi fortament ácid. El procediment és el 
següent: 

Es prepara una disolueió a 1'1% de p-dimetilaminobenzaldehid en una 
barreja acetona-HCl concentrat 9:1 ív/v). S'arrossa la placa i es 
desenvolupa el color a temperatura ambient. 

DETECCIÓ DE RESIDUS HISTIDINA 

Es va utilitzar la tinció de Pauli 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, 1953). Amb aquesta tinció la histidina 
apareix com taques grogues amb virola vermella. 

Cal preparar les dissolucions següents: 
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a « Acid sulfanílie al 9% (p/v) en HCl al 97. <v/v) 
b # NaNOa al 5% (p/v) 
e » NaOH al 20"/. (p/v) 
d « NaaCOs al 10% (p/v) 

Es segueix el següent protocol per a la tinció: 

A 2 volums de dissolució (a) fresca se li afegeix 1 volum de 
dissolució (b)» Imroediatafflent després de barrejar-les, s'afegeix 1 volum 
de dissolucid (c). S'arrossa el cromatograma, s'asseca a 1'aire i es 
torna a arrossar amb dissolució (d), deixant desenvolupar el color a T 
ambient. 

DETECCIO DE RESIDUS TIROSINA 

Es va utilitzar la tinció amb a-nitroso- /5 -naftol (Needleman, 
1970): 

S'arrosa el cromatograma amb dissolució de ar-nitroso- ¡i -naftol al 
0,17. (p/v) en etanol al 957.. Després d'assecar amb aire calent, es torna 
a arrossar amb ácid nitric al 10% i s'escalfa a lOO'C durant 3 minuts. 
La tirosina dona taques malva amb aquesta tinció. 
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II.ANAi-ISI D'AMINOÁCIDS PER DERIVATITZACIÓ AMB 
CLORUR DE DABSIL - HPLC 

Es descriu en aquest apartat les metodologies posadas en práctica 
durant el desenvolupament d'un métode d'analisi d'aminoácids per HPLC. 

El métode tradicional per l'análisi d'aminoácids (Moore i Stein, 
1963) utilitza columnes de bescanvi iénic i elució isocrática per passos 
amb tres o mes tampons i posterior detecció post-columna amb ninhidrina. 
Donada la necessitat de portar a terme aqüestes análisis en prácticament 
tots els laboratoris de química de proteines, es va desenvolupar la 
tecnología d'aparells especificament dissenyats per a tal finalitats sis 
autoanalitzadors d'aminoácids. Posteriorment van anar sortint 
modificacions del métode original coro les que utilitzaven derivatització 
post-columna amb o-ftalaldehid (OPA) (Benson i Haré, 1975) o 
fluorescaroina (Stein et al,, 1973). 

Les millares en la tecnología de fabricació deis materials de 
farciment de les columnes va permetre adequar la técnica a la 
cromatografía d'alta pressió, amb el que ja no resultava imprescindible 
el disposar d'un aparell dedicat exciusivaroent a 1'análisi d'aminoácids. 
En primer lloc es va intentar adaptar els métodes anteriors a les noves 
columnes, fent elucions isocrátiques (Hughes et al., 1982) i mes tard en 
gradient (Hughes i Wilson, 1982), pero hom va adoptar aviat columnes de 
fase reversa amb derivatització tant post- com pre-columna. 

Les derivatitzacions pre-columna han estat la darrera millora 
introduída en l'análisi d'aminoácids, juntament amb l'automatització 
deis sistemes. Per a tal fi s'ha utilitzat diversos reactius tais com 
OPA (Jones et al., 1981| Cooper et al,, 1984), clorur de dansil (Tapuhi 
etal,, 1981), fenilisotiocianat (PITO ÍHeinrikson i Meredith, 1984), 
dimetilaminoazobenzéisotiocianat DABITC (Yang i Wakil, 1984) i clorur de 
dimetilaminoazobenzésulfonil (DABS-Cl) ÍChang et al., 1981) 

Tots els métodes descrits presenten avantatges i inconvenients. 
Aixi per exemple, els métodes isocrátics necessiten tres o cinc tampons 
diferents; hi ha impossifailitat de detectar la prolina i manca 
d'estabilitat deis aminoácids derivatitzats quan es treballa amb OPA; o 
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bé certs problemes de manipulado i d'horaogeneitat de la derivatització 
quan es treballa amb els altres reactius, etc. El sistema ideal sería 
aquell que permetés avaluar quantitativament tots els aminoácids, que 
danés una resposta homogénia quant a la seva derivatització i que a mes 
permetés fer análisis en un temps mlnim i a sensibilitat de 1'ordre de 
picomols. No existeix un tal sistema peí moment. 

Al nostre labaratori es va adoptar el métode de Chang et al., 
(1981) de derivatització d'aminoácids amb clorur de dabsil. Aquest 
sistema tot i donant bons resultats va presentar problemes de 
reproduibilitat i homogeneitat que vara intentar resoldre optimitzant les 
condicions de la reacció i de 1'emmagatzament deis derivats. Al mateix 
temps, es va estendre el métode de dabsilació a 1'análisi deis 
aminoácids ácid-lábils, és a dir, glutamina, asparagina i triptófan, i 
es va dissenyar sistemes cromatográ-fics que permeten escurgar el temps 
d'análisi substancialment. També es va utilitzar naus suports 
cromatograf ics que donen una millor resaludó i es va dissenyar 
gradients extesas que permeten 1'análisi de barreges molt complexas 
d'aminoácids naturals i modificats. 

11. 6 . 1. M A T E R I AL.S I I N S T R U M E N T A C I O 

El clorur de dabsil utilitzat era de la casa Fluka i es va 
recristallitzar en acetona abans del seu ús (Chang et al,, 1981). Amb 
aquesta finalitat es dissalía el reactiu (entre 50 i 100 mg) en acetona 
(Merck) a 57''C i a 10 mg/ml. S'eliminava el material insoluble filtrant 
la dissolució per un embut de placa filtrant, i es deixava el filtrat a 
-20''C durant tota la nit. El di a següent es recollien els cr i stalls 
precipitats per centrifugado, procedint posteriorment al seu assecat. 
L'acetonitril de grau HPLC era de Cario Erba o de Merck. L'estándard 
d'aminoácids i el HCL 6 M van ser subministrats per Pierce. L'ácid 
metansulfónic, la lisozima, aminoácids Iliures naturals i modificats, 
poliaminoácids, DAPA (ácid 2,3-diaminDpropiónic) i DABA (ácid 2,4-
diaminobutiric) eren de Sigma. L'ácid p-toluensulfónic era de Merck i es 
va mantenir al buit sobre peliets d'hidróxid sódic tota una nit abans 
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del seu ús. El BTI (bis(trifluoroacetoxi)iodo bensé) era d'Aldrich. La 
resta de productes emprats eren de qualitat analítica. 

La instrumentació utilitzada per l'análisi d'aminoácids per HPLC ja 
va ser descrita a 1'apartat II.4.1. Per la injecció de les mostres es va 
utilitzar normalment 1'injector automátic WISP 710; el detector 440 es 
va fixar a 436 nm; la columna es va mantenir sempre a SO'C; les 
conduccions cromatográ-fiques tenlen un diámetre intern de 0,005 polsades 
i mesuraven 85 cm de injector a columna i 60 cm de columna a detectar; 
es va utilitzar una cel.la detectora de 10 fjl (Taper Cell, Waters Asoc.) 
i es van col.locar dues válvules Rheodyne 7060 ais extrems de la 
columna. 

II.6.2. TRACTAHENT QUIMIC DE L E S MOSTRES 

Alguns deis aminoácids modi-ficats emprats no van poder ser 
adquirits camercialment i es van haver de preparar per tractament quimic 
ai laboratori. Es distingirá entre obtenció de derivats d'aminoácids i 
modificació de Bln i Asn per permetre la seva posterior análisi. 

II.6.2.a. DERIVATS D'AMINOÁCIDS PROTEiNOBENICS 

La barreja d'homoserina i homoserína lactona es va obtenir per 
tractament de clorhidrat de metíonina amb bromur de cianógen en ácid 
fórmic al 70"/. i posterior liofilització (Needleman, 1970). Es va obtenir 
homoserína pura per tractament de la barreja amb acetat de piridina a 
105'C durant 1 hora (Needleman, 1970). Es va obtenir la 
carboximetilcisteina i la carboximetilhistidina a partir deis 
clorhidrats de cisteína i histidina (Crestfield et al., 1964). 

II.6.2.fa. TRACTAMENT AMB BTI 

Aplicat a aquelles mostres en les que es volía 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 5 M, TFA 0,17. i afegir-li a continuació 1 volum de 
BTI a 36 mg/ml en dimeti 1-formamida. Després d'una incubació 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 la fase aguosa. 

1 1 . 6 . 3 - H I D R Ó L I S I A C I D A D E P E P T I D S I P R O T E I N E S 

Les proteines i péptids es van hidrolitzar amb HCl 6 M (Pierce), o 
bé amb ácid p-toluensulfónic 3 M (Liu i Chang, 1971) o amb ácid 
metansulfónic 4 M (Simpson et al., 1976), en presencia de triptamina al 
0,27. en els dos darrers casos. 

El procediment seguit és el següent: es 1iofi 1itza aproximadament 1 
nmol de proteina o de péptid en un tub de borosilicat de 0,4 x 6 cm, se 
li afegeix 25 ¡til de dissolució d'ácid i es tanca el tub a la flama 
després de fer el buit durant 1 minut. Després de mantenir el tub a 
IIO'C durant 22, 48 o 72 hores, s'obre el tub a la flama i es liofilitza 
en el cas del tractament amb HCl o bé s'ajusta a pH 9,0 mitjangant una 
acurada addició d'hidróxid sódic 3 M en el cas deis ácids sulfónics. En 
aquests casos cal assajar paralel.lament 1 'ajust a pH 9,0 amb una mostra 
de major volum d'ácid per tal d'assegurar una correcta addició d'álcali 
a les mostres en ácid 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 jul de bicarbonat sódic 0,15 M en el cas de la hidrólisi amb HCl o 
bé addicionar a la mostra neutralitzada 50 ̂ 1 de bicarbonat sódic 0,30 M 
en els altres dos casos, per tal de teñir sempre una dissolució 
d'aminoácids Iliures en 100 ̂ 1 de bicarbonat sódic 0,15 M. 
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II.6.4. T R I A D E L E S C O N D I C I O N S D E D A B S I L A C I O 

Com ja s'ha dit a la introdúcelo 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 reacció de derivatització es portava a terme. 

Es va partir de les condicions descrites en el procediment 
estándard (Chang et al., 1981; Chang et al., 1982; Chang et al., 1983) i 
es. va assajar diferents reactius i condicions per aquest ordre: 

a # Acids emprats a la hidrólisi a IIO'C. Es va fer hidrólisis amb 
ácid clorhídric, p-toluensulfónic i metansulfónic. 

b # pH de la reacció de derivatització. Es va fer assajos a pH 
e,S, 9,0 i 9,5. 

c # Salució amortidora i dissolvent orgánic emprats. Com a 
solucions amortidores es va assajar bicarbonat sódic, fosfat de 
trietilamina i N-etilmorfolina. Com a dissolvents orgánics, es 
va provar 1'eficiencia de dioxá i acetona. 

d i Concentració de clorur de dabsil. Es va assajar concentracions 
fináis a la barreja de reacció entre 1,5 i 9,0 mM. 

e » Percentatge de dissolvent orgánic. Es va comprovar el 
rendiment de la derivatització a uns percentatges d'acetona que 
vari aven entre el 25 i el 807.. 

1 1 . 6 . 5 . P R O C E D I M E N T D E D A B S I L A C I O E S T Á N D A R D 

La derivatització 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 continuació: a 100 fxl d'una dissolució 0,15 
M en bicarbonat sódic (pH 9,0) que conté la mostra de proteína 
hidrolitzada o bé 10 nmols d'un estándard d'aminoácids, se li afegeix 
100 jUl d'una dissolució de clorur de dansil 15 mM en acetona. El tub 
s'incuba, ben tapat, a 70'C durant 15 min, agitant de tant en tant i 
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controlant que na hi hagi evaporació d'acetona. A continuació, la mostra 
es dilueiK a 500 /al amb una barreja d'etanol i fosfat sódic 40 mM (pH 
6,5) (1:1, v/v). Per finalitzar, la barreja de derivatització es 
centrifuga a 13.000 g durant 5 min i s'aplica una alíqüota del 
sobrenedant a la columna d'HPLC, emmagatzemant la resta a -20''C. 

I I . 6 . 6 . S E P A R A C I Ó C R O M A T O B R A F I C A DEL.S D A B S I L - A A 

Cara s'ha dit ja al comengament d'aquest apartat, es va adaptar el 
métode de Chang et al. (1981) tant per la derivatització com per la 
cromatográfia deis aminoácids, Hi va haver, pero, modificacions, que van 
incloure també les columnes emprades. Els autors anomenats utiiitzaven 
una columna Zarbax ODS (Dupont) o bé una columna LiChrosorb RP-IS 
(Merck). En el nostre cas vara mantenir aquesta darrera columna en els-
primers estadis d'aquest treball i vam canviar mes endavant a una 
columna Novapak de Waters. Les especificacions de les columnes eren: 

LiChrosorb RP-18 (Merck) partícules irregulars de 5 ^m, 
4,5 X 250 mm. 

Novapak C-IS (Waters) partícules esfériques de 4 ^m, 
4,5 X 150 mm. 

La darrera columna dona millar ressolució i per tant permet 
escurgar el temps de les análisis. En tots els cassos es va protegir les 
columnes amb una pre-colurana (0,6 x 2,5 cm) farcida amb suport 
pel.licular Corasil C-18 (Waters). 

Es va utilitzar els dissolvents i programes cromatográfics citats a 
Chang et al. (1982) amb la columna LiChrosorb. En canvi, va ser 
necessari canviar les condicions per ajustar-Íes a la columna Novapak. 
Les dissolucions utilitzades farens 

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

Dissolució B: acetonitril + DMFA al 47. 
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En tots els casos es va mantenir el -flux a 1 ml/min. Els gradients 
emprats variaven segons les aplicacions desitjades, és a dir, segons que 
es volés fer una separació rápida rutinaria o es volés resoldre la 
composició d'una barreja mes complexa d'aminoácids. Els tres gradients 
utilitzats forens 

Gradient 1: separació rutinaria en 25 min deis 20 aminoácids 
proteinogénics 

Temps (min) % solvent A % solvent B 
0 9 9 
B* 77 23 
16 63 37 
17 54 46 
20 51 49 
21 40 60 

(*í el pas entre els minuts O i 8 va ser fet mitjagsnt la carba 
hiperbólica n* S del controlador de gradients 11680, 

Bradient 2í també per a la separació deis 20 aminoácids 
proteinogénics, pero eñ els casos de proteínas amb composició molt 
descompensada i a on convé separar clarament els components majoritaris 
deis minoritaris (separació deis ccmponents en 32 min) 

Temps (ffliní % solvent ft % solvent B 
O 91 9 
24 60 40 
25 54 46 
31 45 55 
33 40 60 

gradient 3í per a la separació d'un major nombre de derívats, com 
pot ser el cas de proteínas amb modificacions post-translacionals o 
artificiáis (separació deis components en 75 min) 
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Temps <min) % solvent A % solvent B 
O 93 7 
5 93 7 

32 81 19 
42 76 24 
55 66 34 
56 62 38 
78 47 53 
80 40 60 

I I . 6 . 7 . P R O G R A M A D E C A L C U L D ' A N Á L I S I S D ' A M I N O Á C I D S 
I L O C A L I T Z A C i d D E S E Q Ü É N C I E S 

La quantificació de les análisis d'aminoácids és un procés molt 
laboríos, puix que cal anar trobant les relacions del valor <d'área o 
algada) corresponent a cada residu amb el valor del patró corresponent i 
multiplicar-Íes per la quantitat de patró intraduida a 1'analitzador. El 
procés augmenta en laboriositat si es vol treballar amb la mitja 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 analitzada o coeficient d'eKtinció. Per altra 
banda, a vegades hom es troba en la necessitat de localitzar una 
composició determinada en una seqüéncia coneguda o en una seqüéncia 
homologa. Per tota aquesta serie de raons, i perqué la quantitatizació 
obtinguda a partir del registrador-integrador del nostre equip d'HPLC no 
era prou satisfactoria, vam dissenyar un programa d'ordinadar en 
llenguatge BASIC que ofereix les següents prestacions: 

Cálcul del percentatge de cada AA a partir de la comparació 
amb un patró 
amb dos, tres o quatre patrons 
amb la mitja de tots ells o d'alguns 
en particular 
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Cálcul de la campasició d'un péptid o d'un proteina en números 
sencers o decimals a partir d'una llargada préviament estimada. 

Cálcul de la composició a partir del pes molecular. 
Cálcul de la quantitat de mostra entrada en pes si no es conei;-; el 

pes molecular de la proteína, i en pes i mols si es conein. 
Cálcul del coe-ficíent d'extinció sí es coneix 1'absorbáncia de la 

mostra original abans de ser lio-filitzada i hidrolitzada. 
Localització del punt de máxima coincidencia de la composició 

préviament calculada amb una seqüéncia coneguda, que pot ser 
aquella de la que procedeix el péptid o bé una d'homologa. 
Cal, per procedir a aquesta localització, introduír com a 
dada una llargada estimada subjectivament per al péptid en 
qüestió. 
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I I . 7 . S E Q U E N C I A C I O D E P E P T I D S I P R O T E I N E S 

Malgrat certes prospectives catastro-fistes que preveien tants «nals 
auguris ccjra, textualment el "decline and fall of protein chemistry" 

(Malcalm, 1978), la seqüenciació de proteines és una técnica que, lluny 
de desaparéixer, continúa essent avui en dia una eina -fonamental i a 
vegades única per a conéixer 1'estructura primaria de les proteines. 
Aixl coffl és cert que els avenaos en la tecnología de seqüenciació del 
DNA Cmillor encara si es tracta d'un cDNA) permeten la rápida obtenció 
de seqüéncies proteiques i que aquesta técnica ha suposat una millora 
importantíssima en aquest camp, no ho és menys que la nova técnica no 
pot suplir 1'análisi rápida de péptids o regions proteiques petites, ni 
donar compte de la situació deis ponts disuHur, del punt d'anclatge 
deis grups prastétics, de la presencia d'aminoácids modificats, etc. En 
una paraula, no pot donar compte de les modificacions post-
traduccionals, definítives en molts casos peí que respecta a la 
funcionalitat de les proteines. De fet, en un futur immedíat hom 
contemplará la complementació de les técniques de seqüenciació d'ácids 
nucleics, de seqüenciació de proteines i de cristalografía de raigs X, 
dirigida al coneixement no només de l'estructura primaria d'una 
proteina, sino del seu procés complert de maduració. 

Dins del terreny concret de la determinació de seqüéncies 
d'aminoácids a péptids i proteines, la técnica mes important de les fins 
ara utilitzades és el métode de degradació amb fenilisotiocianat 
introduit i desenvolupat per Edman (Edman, 1950; Edman i Begg, 1967). 

I I - 7 - i . L A DEGRADACIÓ D'EDMAN 

La degradació d'Edman és un procés ciclic peí que es van eliminant, 
de un en un i en forma de feniltiohidantoines (PTH), els aminoácids de 
l'extrem N-terminal del péptid a analítzar mitjangant un procés que 
comenga amb l'acoblament del reactiu fenilisotiocianat <PITC) i acaba 
amb una hidrólisi acida de l'enllag peptidic N-terminal. Aquesta 
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degradado d'Edman s'ha utilitzat segons el métode substractiu, peí que 
s'analitza la composició del péptid escurgat, el métode Edman-dansil on 
on s'analitza el nou N-terminal per análisi á'end-group i sobretot 
segons el métode directe, en el que s'identifiquen les feniltiohidan-
toines <PTH) alliberades per diferents métodes cromatografics o per 
análisi d'aminoácids després d'una hidrólisi. 

Al llarg del temps han anat sortint alternatives al PITC com 
reactiu d'acoblament, la majoría d'elles basados en altres 
isotiocianats. Entre aqüestes, la que contempla 1'lis del 
4-N,N-Dimetilaminoazoben2é-4'-isotiocianat (DABITC) és la que posseeix 
millors caracteristiques (Chang et al., 1976; Chang, 1981). També s'ha 
utilitzat "«S-PITC (Bridgen, 1976) i altres reactius diferents deis 
isotiocianats com l'ácid tioacetiltioglicólic (Takagi i Doolittle, 
1975). No obstant, el PITC segueix essent amb molt el reactiu mes 
emprat. 

Q U Í M I C A DE LA DEBRADAClÓ D'EDMAN 

Cadascún deis cicles de la degradado d'Edman compren tres passos: 
l'acoblament del residu N-terminal amb el PITC, el trencament del seu 
enllag peptídic en medi ácid i la conversió de la tiazolinona formada a 
un derivat mes estable (feniltiohidantoina, PTH) que pot ser identificat 
cromatograficament. Per una revisió de les condicions i les alternatives 
de cada un deis passos de la reacció veure Edman i Henschen (1975). A la 
Figura 11.14 es pot veure un esquema deis tres passos de la reacció. 

La reacció d'acoblament té lloc en condicions alcalinos, dones és 
necessari el grup amino en forma nucleófila. Aquesta reacció rendeix el 
foniltiocarbamil-péptid (PTC-péptid). Es de gran importancia el 
posterior rentat de 1'excés de reactiu i deis productes laterals 
mitjangant aplicado de buit i extracció orgánica. Després de 
1'extracció, el péptid acoblat s'asseca abans de procedir a 1'etapa de 
trencament. La reacció de trencament té lloc en medi ácid i en 
condicions anhidros, després de la qual s'elimina l'ácid al buit i 
s'extreu 1'anilinotiazolinona de l'aminoácid segregat (ATZ-aa) amb 
solvent orgánic. Finalment s'asseca 1'ATZ-aa sota nitrógen i es 
converteix en PTH, un derivat mes estable (veure apartat 11.7.3). 
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Es de gran importancia posar roolta atenció a la puresa deis 
reactius si es pretén assolir rendiments del 90-99% en el procés de 
degradació d'Edman. Els controls de qualitat han d'incloure a mes deis 
reactius i solvente, els gasos emprats i el mateix suport fisic deis 
aparellsj el sistema de buit, conduccions, recipiente i copa del 
seqüenciador. 

I I . 7 . 2 . S E G U E N C I A C I O A U T O M Á T I C A 

L'esquema degradatiu d'Edman pot utilitzar-se tant en -fase liquida 
com en fase sólida o en fase gasosa, és a dir, amb el péptid o proteina 
en dissolució o units covalentment a un suport insoluble, o amb la 
determinació ú'ions de seqüéncia per espectrometría de masses. En els 
dos primers cassos s'han desenvolupat metodologies manuals i també 
metodologies automátiques. En el cas de la seqüenciació en fase liquida, 
els seqüenciadors automátics s'han basat en el model originalment 
proposat per Edman i Begg (1967). 

El sistema de degradació automática permet obviar certs problemes 
associats amb el métode de seqüenciació manual coro poden ser la 
dificultat de mantenir en alguns passos una atmosfera exenta d'exigen i 
de contaminacians, que limiten la llargada de la seqüéncia a analitzar, 
i permet albora augmentar el nombre de cicles de degradació que poden 
fer-se en un dia de treball. La seqüenciació manual tampoc funciona bé 
amb proteines grans per problemes d'insolubilitat. Malgrat aixó, i amb 
l'afegit que el seqüenciador automátic permet treballar amb quantitats 
de mostra menors i está mes protegit contra contaminadons externes, 
aquest no és sempre el millor métode a triar: en el cas de péptids 
petits es pot donar en el métode automátic un rentat del péptid sencer 
al ser aquest soluble en els dissolvents d'extracció. A mes, el métode 
manual, tot i essent mes lent, permet treballar amb váries mostres a la 
vegada, amb el que la seva lentitud queda relativitzada. Tot aixó fa que 
en alguns casos sigui aconsellable fer seqüenciació manual. 

Normalment, en el seqüenciador automátic teñen lloc les dues 
primeres reaccions del cicle degradatiu d'Edman: l'acoblament i el 
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trencament. En aquest treball s'ha utilitzat un seqüenciador Beckman 
model 890D, i 1'esquema operatiu és el següent: 

ACOBLAMENT 

El péptid o la proteina s'introdueixen en un dissolvent adequat i 
volátil en la "copa" del seqüenciador, dispositiu que gira sobre el seu 
eix i que permet d'aquesta manera que la mostra quedi dipositada sobre 
les seves parets formant una pel.lícula fina. Quan es tracta de péptids 
se sol afegir una certa quantitat de Polibré (Aldrich), un reactiu 
estábililtzador del film, per evitar el possible rentat del péptid en 
passos posteriors. A continuació s'introdueix una dissolució de PITC i 
el tampó d'acoblament (Quadrol, Wyandotte Chemicals Corp.) normalment a 
concentració 1 M per a proteines i 0,1 M per a péptids. Després de la 
reacció d'acoblament s'elimina 1'excés de reactiu i els dissolvents al 
buit i s'extreu el Quadrol i els productes laterals per extracció 
orgánica. Es en aquesta fase on es corre perill d'arrossegar els péptids 
petits a causa de 1'ús de dissolvents relativament polars i on es 
justifica 1'addició previa del Polibré. Al mateix temps, la utilització 
d'una concentració de Quadrol 0,1 M fa que siguin necessáries menys 
extraccions i que aqüestes siguin menys exhaustives, reduint el perill 
de rentat de péptids o de petites quantitats de proteines. 

TRENCAMENT 

Després de la citada extracció orgánica es torna a assecar el film 
de mostra i s'introdueix ácid heptafluorobutiric anhidre. Al final de la 
reacció de trencament s'elimina l'ácid al buit i s'extreu 
1'anilinotiazolinona formada, que és recoUida i assecada en un 
col.lector. 

En un parágraf anterior es deia que en els seqüenciadors automátics 
normalment es duen a terme únicament les dues primeres reaccions del 
cicle degradatiu, fent-se a fora la conversió i la identificació. No 
obstant, i tenint en compte que el producte intermedi ATZ-AA és poc 
estable, s'ha volgut desenvolupar métodes que minimitzéssin el periode 
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d'inestabilitat del compost i per a tal fi s'ha dissenyat unitats de 
conversió on-line directament acoblades a 1'interior del seqüenciador 
entre la sortida de la copa i el col.lector (Wittman-Liebold et al., 
1976). En altres cassos s'ha dissenyat fins i tot un sistema que permet 
la identificació automática deis PTH per acoblament d'un HPLC al 
seqüenciador. 

I I . 7 - 3 - C O N V E R S I Ó A T Z - P T H 

Les anilinotiasolinones assacades i mantingudes sota atmosfera de 
nitrógen s'escalfen a 80°C durant 12 min amb 200 fil de HCl l M que conté 
ditiotreitol (DTT) a 0,3 mg/ml. A continuació s'BKtreu els PTH dues 
vegades amb 700 ̂ 1 d'acetat d'etil. La fase orgánica s'asseca i es 
dissol en un volum de metanol que oscil.la entre 25 i 100 ̂ 1. Es fa el 
mateix amb la fase aqüosa, on només hi resten His i Arg, essent els 
demés restes aminoácids arrossegats peí solvent orgánic. 

I I . 7 . 4 . I D E N T I F I C A C I O D E P T H ' s 

En els primers estadis d'aquest treball es va fer servir el métode 
de cromatografía de capa prima i análisi d'aminoácids complementar! 
després d'una back hydrolysis (retrohidrólisi). Mes tard, en l'análisi 
de péptids producte de trencaments enzimátics es va adoptar 
exclusivament el métode d'identificació per HPLC. 

II.7-4.a. IDENTIFICACIO PER CAPA PRIMA I RETROHIDRÓLISI 

La cromatografía en capa prima en plaques de sílica-gel es va dur a 
terme en un primer sistema de dissolvents n-heptá/ácid 
propióníc/l,2-dicloroetá (140:40:100 v/v) i en un segon sistema de 
cloroform/metanol (261:39 v/v) segons un métode préviament descrit 
(Jeppsson i Sjoquist, 1967). La regeneració deis corresponents 

- 134 -



aminoácids a partir de les feniltiohidantoines es va fer per hidrólisi 
en HCl 6 M, 0,1'/. SnCla a 150*C durant 4 h; a continuació es va 
procedir a fer análisi d'aminoácids convencional en un autoanalitzador 
Beckman model 121-M. 

II.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 x 150 mm i partícules de 4 ûm 
(Waters) fent servir el programa de gradient i els sistemes de 
dissolvents préviament descrits per Barber et al. (1986): 

Temps (min) '/. solvent A 7. salvent B 

O 100 O 
1,0 100 O 
4,5* 60 40 
7,5 60 40 
9,0 40 60 
10.0 40 60 
10.1 100 O 

(*) el pas entre els minuts 1,0 i 4,5 es va fer mitjangant la corba 
hiperbólica n* 4 del controlador M680. Flux: 1 ml/min; temps total entre 
injecció i injecció: 18 min. 

Dissolvent A: acetat sódic 35 mM en acetonitril 15 7., pH ajustat a 
5,0 amb acétic. 

Dissolvent B: isopropanol al 60 7.. 

El volum de la mostra injectada oscil.lava entre 5 i 25 ;ul. La 
quantitat de patrons injectada era de 200 pmol. A la Figura 11.15 es pot 
veure una separació cromatografica del pool d'aminoácids patró. 
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FIGURA 11.15- Separació cromatográf i ca d'un pool de PTH-aminoácids 
patró en columna Novapak C-18 (Waters). Les condicions de la separació 
están descrites al text. 

I I . 7 . S . S E Q Ü E N C I A C I Ó M A N U A L 

Alguns deis péptids triptics del segment d'activació van ser 
seqüenciats manualment seguint el métode del DABITC posat a punt per 
Genescá (1985) i que es basava en els anteriorment descrits de Chang 
(1981), Alien (1981) i Wittman-Liebold i Kimura (1984). En la metodología 
aquí emprada s'utiiitsa doble acoblament amb DABITC i PITC. L'Bxtracció de 
l'excés de reactiu es fa amb heptá/etilacetat i el trencament ácid es fa 
amb ácid trifluoracétic anhidre. L'extracció de 1'aminoácid N-terminal 
separat del péptid es fa amb butil-acetat i el residu sec de la fase 
orgánica que conté el DATZ es transforma en DABTH per tractament amb ácid 
trifluoracétic al 50%. L'análisi d'aquests darrers compostos es fa en 
plaques de poliamida i en dos sistemes solvents diferents: (a) ácid acétic 
al 33% i (b) tolué/n-hexá/ácid acétic (2,5;1:1). 
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I I . 8 . T E C N I Q U E S E L E C T R O F O R E T I Q U E S 

I I . 8 . 1 . M A T E R I A L S 

L'acrilamida utilitzada a les electro-foresis d'urea-SDS era de la 
casa Fluka (4 x crist.). També era de la casa Fluka el SDS. Ais altres 
tipus d'electro-foresi es va utilitzar acrilamida de la casa Kodak 
purificada amb carbó actiu i desionitzada. 

La bisacrilamida <N,N'-metilen-bisacrilamida), el Tris (tris-
hidro!timetilaminometá) i la urea eren de Bio-Rad. 

La glicina, el TEMED <N,N,N,N',N'-tetrametilendiamina) i el 
persulfat amónic eren de Merck. 

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

I I . 8 . 2 . E L E C T R O F O R E S I D I S C O N T I N U A E N S D S 

L'electroforesi discontinua en presencia de SDS és un métode pensat 
per analitzar méseles complexes de proteines (Laemfflli, 1970). El seu 
suport fisic és una malla formada per fibres d'acrilamida entrecreuades 
amb bisacrilamida que polimeritzen en dissolució en presencia de 
radicáis Iliures. Els radicáis Iliures son aportats peí persulfat amónic 
i Bstabilitzats peí TEMED. La densitat de la malla vé condicionada tant 
per la concentració deis monómers com per la relació acrilamida/ 
bisacrilamida. La funció del SDS és la de destruir 1'estructura 
tridimensional de la proteina, embolcallant-la en una roicel.la formada 
peí detergent, que desnaturalitza les proteines gairebé per complet. Al 
ser el SDS un detergent aniónic, apantalla les cárregues de la proteina, 
no permetent que tinguin influencia a la cárrega total de la micel.la, 
on la proporció deis seus components és d'aproximadament 1,4 g d'SDS per 
g de proteina. Per aqüestes raons, el desplagament de les proteines en 
un gel d'SDS es dona únicament en rao deis seus pesos moleculars. 

Aquest sistema consta de dos gels: un de superior o concentrador i 
un d'inferior o separador. La funció del primer deis gels és la de fer 
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avanzar les proteínas de manera homogénia fins que troben la barrera del 
gel separador, AÍKÓ s'aconsegueiK per mor de dos efectes complementariSÍ 
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 el seu pH de 6,8, on la glicina presenta un ionitzacié no 
total, fa que les proteínas avansin entre dos frents iónics per un 
procés d'isotacoforesi, provocant un augment local de la diferencia de 
potencial i fent que el desplagament en aquesta regió sigui rápid, el 
que contibueiK a compactar la zona on es troben les proteines. En el gel 
separador, al comengament del qual les proteines están totes agrupades 
en una banda molt fina, el desplagament ja és diferencial degut a la 
major densitat de la malla de poliacrilamida i al pH de 8,8 del gel i 
8,4 del tampó d'elactrafcresi en el que la glicina ja está completament 
ionitzada i es comporta com un ió rápid, 

S'ha seguit el métode estándard d'electroforesi vertical en placa, 
partint de les dissolucionsí 

As acri lamida al 307. 
bisacrilamida al 0,8% 

Bí Tris 1,5 M, SDS 0,4%, pH 8,8 ajustat amb HCl 
C: Tris 0,46 «, SDS 0,4%, pH 6,8 amb HCl 

S'han fet dos tipus d'electroforesis, lineáis i amb gradient de 
poliacrilamida. Els volums necessaris de les tres dissolucions per 
elaborar el gel separador ais dos casos van sers 

8el lineal al 13% de poliacrilamidas 

Dissolució As 20 mi 
Dissolució Bí 10 mi 
Aigua í 10 mi 

Com a poTimeritzadors es va afegir 500 ̂ 1 de persulfat amónic al 
107. i 30 /íl de TEHED. 

Eel en gradient del 12% al 17% de poliacrilamida: 
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12% 17% 
Dissolució A: 10,0 mi 14,4 mi 
Dissolució B: 6,3 mi 6,3 mi 
Aigua : 8,8 mi 1,8 mi 
Glicerol i O mi 2,5 mi 

Com a polimeritsadors es va afegir a cada dissolució 150 fil de 
persulfat al 10% 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 plástic, i a la part inferior amb un volum de 15 
mi de la mateixa dissolució d'acrilamida ai 15% o al 17% segons els 
casos. En el cas del gel lineal, aquest s'aboca directament, mentre que 
en el cas del gel en gradient es parteix de les dues dissolucians 
col.locades en un sistema de vasos comunicants amb agitació, buidant 
entre mig de les plaques a partir de la sortida connectada al vas que 
conté la dissolució mes concentrada. El gel separador ha d'omplir 
aproximadament 3/4 de 1'espai entre plaques. A continuació es diposita 
un petit volum d'aigua o bé de n-butanol o isopropanol al damunt del gel 
abans que aquest polimeritzi, el que permet assegurar 1'obtenció 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 següent barreja: 

Dissolució A: 3 mi 
Dissolució C: 5 mi 
Aigua : 12 mi 

Aquest gel es polimeritza amb 500 ̂ 1 de persulfat amónic al 10% i 
20 |Ul de TEMED. A continuació s'aboca al damunt del gel separador ja 
polimeritzat una vegada eliminada l'aigua o el dissolvent del damunt i 
s'inserta la pinta formadora de fautxaques, deixant-la a una distancia 
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d'entre i i 2 cm del gel separador. Una vegada polinteritzat <uns 10 o 20 
minuts) es retira la pinta i s'adapta el conjunt de plaqties i gel a un 
aparell tal com el descrit per Ames (1974). 

La dissolució de cubetes i eléctrodes es prepara just abans de fer 
correr 1'electroforesi, amb la següent composició; 

25 mñ Tris 
200 mM Glicina 
0,1 7. SDS 

Acuesta dissolució dona directament pH 8,4. 

Finalment, es netegen les butxaques i es dipositen les mostres 
barrejades a relació Isí amb el tampó d'aplicació, de composició: 

60 mM Tris | pH 6,8 amb HCl 
4 7. SDS 
10 7. Glicerol 
5 7. 2-fflBrcaptoetanal 

0,01 7. blau de bromofenol 

Abans de la seva aplicado , les mostres han de ser incubados en la 
mateixa dissolució durant 1 minut a iOO'C. 

L'electroforesi es fa correr, amb refrigerado, durant 3-4 h a 200 
V, fent servir blau de bromofenol de referencia de front electroforétic 
en una o diverses butxaques. 

X Z . 8 . 3 . E L E C T R O F O R E S I E N U R E A - S D S 

L'electroforesi discontinua de SDS segons el métode tradicional de 
Laemmli permet l'análisi de méseles de proteines de pesos moleculars 
molt variats, sempre que la densitat de la malla del gel, determinada 
peí percentatge d'acrilamida, estigui ajustada al marge de pesos 
moleculars que hom vol analitzar. La linealitat de la relació 
desplagament electroforétic-logaritme del pes molecular (Weber i Osborn, 
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1969) es perd parcialment quan es tracta d'analitzar proteines de pesos 
moleculars petits, mes o raenys per sota de 10.000-12.000. Hom creu que 
aquest fenómen és degut a que els complexes SDS-proteína existents en 
aquest marge de pesos moleculars teñen una mida in-ferior a la mida 
micel.lar mitja (Kyte i Rodríguez, 1983). En relació directa amb aquest 
fenómen,.en les regions del gel on es troben les bandes corresponents a 
proteínes de pes molecular baix, la resolució és molt deficient. 

Aquests fets han propiciat el desenvolupament de modificacions del 
métode tradicional que permetéssin 1'análisi de proteines petites i 
péptids grans. S'ha vist que 1'addició d'urea al medí electroforétic fa 
recuperar ais péptids 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 utilítza una concentració 
d'acrilamida del 12,57. en presencia d'urea 7M i SDS. 

En aquest sistema el gel separador té la següent composició 
(s'indica al costat la quantitat necessária per fer 50 mi, corresponents 
a 15 mi de gel de tancat i 35 mi de gel separador): 

12,5 % acrilamida 6,25 g 
0,7 7. bísacrílamida 0,33 g 
0,45 M Tris 2,72 g 

7 M urea 21,02 g 
0,1 7. SDS 0,05 g 
10 7. sacarosa 5 g 

El gel s'elabora segons aquest procediment; es dissol 1'acrilamida, 
la bisacrilamida, la urea i la sacarosa en aigua Mili-R al bany maria 
amb agitació i en presencia de resina mixta desionítzadora AG 501-X8 (D) 
(Bio-Rad). Es deíxa 30 min en aquesta situació i a continuació es filtra 
per llana de vidre, afegint-hi després el Tris i el SDS. S'ajusta el pH 
a 9,1 amb HCl, s'enrasa a 50 mi i finalment es filtra a través d'un 
filtre Millipore de 0,45 ¡um. El gel es polimeritza amb l'addíció de 60 
jul de persulfat amónic al 107. i 14 ̂ 1 de TEMED (per 35 mi). Es col.loca 
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una capa d'aigua ai dassunt per assegurar un front uniforme i es • deiíía 
poliffleritsant tota la nit. 

El gel concentrador, la manipulado del qual és la mateixa que en 
1'apartat II.8.2, té la següent composició Is'indica la quantitat per 15 

5 t tcrilamida 0,75 g 
0,13 % bisacrilamida lf,5 mg 
66 »M Tris 0,12 g 
0,1 X Sm 15 »g 

El pH s'ajusta a 6,8 amb ICl i es polimeritxa mb 140 ^1 de 
persulfat amónic al 10 t i 14 ̂ l de TEMED. 

La dissolució de cubetes és la mateixa que en 1'apartat 11.8.2", 
reentre que el tampó d'aplicació emprat és más concentrat per permetre 
aplicar voluans mes petits a les butxaquess 

90 mñ Trisi ajustat a pH 6,8 amb HCl 
6 X SOS 
15 7, sacarosa 
7 % 2-raercaptoetanol 

0,1 y. blau de bromofenol 

L*elBctroforesi es fa correr, mb refrigeracid, a 120 V durant tota 
la nit. 
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II.S.4. E L E C T R O F O R E S I E N U R E A 7 M 

Com s'ha dit ja abans, la presencia de SDS permet que el 
desplagament electroforétic de les proteines en un gel d'acrilamida 
obeeixi només al seu pes molecular. En abséncia d'aquest detergent, el 
•factor pes molecular perdrá importancia amb respecte al factor cárrega, 
abans anul.lat. L'electroforesi en urea 7M (Creighton, 197?) a pH 8,6 
permet diferenciar entre formes proteiques de diferent cárrega. Aqüestes 
electroforesis a vegades no duen gel concentrador i es parteix d'una 
única dissolució polimeritzant, de composició; 

9,5 % acrilamida 
0,087 % bisacrilamida 

7 M urea 

Abans d'elaborar el gel cal afegir-li la barreja TBE (Tris-bóric-
EDTA) a les següents concentradons Cs'expressa la quantitat necessária 
per fer 65 mi, 15 deis quals corresponen al gel de tancat): 

45 fflM Tris 0,345 g 
25 mM ácid bóric 0,1 g 

0,78 mM EDTA 19 mg 

Aquesta barreja dona un pH de 8,6. Les quantitats de catalitzadors 
son, per 50 mi de gel, 200 ^1 de persulfat amónic al 10 7. i 40 ^1 de 
TEMED. El gel, amb la pinta formadora de butxaques, es deixa 
polimeritzant tot el dia i s'entra a la cámara freda a 4°C unes dues 
hores abans de connectar-la. El tampó de cubetes és de la mateixa 
composició en Tris, bóric i EDTA que el gel, també a pH 8,6. Les mostres 
s'apliquen, una vegada les butxaques netes, en el medi en qué estiguin 
disoltes, preferíblement de forga iónica baixa o aigua, amb addició 
d'urea fins a 7M. 

L'electroforesi es fa correr a 80 V i 4'*C durant tota la nit, fent 
servir cora a referencia una petita quantitat de blau de bromofenol que 
es pot addicionar a alguna de les mostres. 
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I I . 8 - 5 . E L E C T R O F O R E S I E N G R A D I E N T D ' U R E A T R A N S V E R S A L 

El desplagament electroforétic de proteines per un gradient 
transversal d'urea pot donar lloc a transicions entre formes de 
diferent mobilitat producte de canvis conformacionals o del 
desplegament de la proteina a certes concentracions d'urea. A mes, 
especies proteiques que es desplacen conjuntament en abséncia d'agent 
desnaturalitzant poden presentar mobilitats diferents en aquesta mena de 
gels, degut precisament al comportaroent diferencial en front de dit 
agent. L'electroforesi en gradiente d'urea és en segons quins casos un 
instrument val id per estudiar si existeix interacció <afinitat) entre 
especies diferents. 

Al nostre laboratori hem vingut utilitsant el métode de Creighton 
(1979) modificat de manera que es disposés ais extrems del gel d'una 
banda de la mateixa concentració en urea que la zona adjacent. 

/ 

/ 

"/ 
/ 

/ 

/ 
/ 

/ 

/ 

b 

mostra 

I 

gel de t a n c a t 

I 1 I I I 
OM, gradient 9|M 

I I 

FI6URA 11,16. Esquema del muntatge d'un gel en gradient d'urea 
transversal entre O i 9 M. (a) procés d'elaborado, (b) situació final. 
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La disposició de les diferents sones de concentració d'urea en el 
gel es mostren a la Figura 11,16 

Les dissolucions a O i 9 M d'urea contenen; 

13 % acrilamida 
0,087 7. bisacrilamida 
45 mM Tris 
25 mil bóric 

0,78 mn EDTA 

13 % acrilamida 
0,087 7. bisacrilamida 

9 M urea 
45 mM Tris 
25 mM bóric 

0,78 mM EDTA 

Es prepara dissolucions stock sense Tris, bóric ni EDTA, i aquests 
components s'afegeiKen abans de fer el gel, ajustant en cada cas el pH a 
8,6 amb HCl. 

Els volums i quantitats de catalitzadors per a cada una de les 
sones son: 

Gel de tancat : 20 mi de solució 9M + 35 fú TEMED + 90 ̂ 1 
persulfat amónic íp.a.) 

Zona d'urea 9 Ms 10 mi solució 9M + 17 ¡ul TEMED + 42 ̂ 1 p.a. 
Gradient s 15 mi solució OM + 25 ̂ 1 TEMED + 63 jul p.a. 

+ 

15 mi solució 9M + 25 ¡ul TEMED + 63 /il p.a. 
Zona d'urea O Mí 25 mi solució OM + 45 ¡ul TEMED + 115 ̂ l p.a. 

El tampó de cubetes és el mateix que en el cas de 1'electroforesi 
de TBE sense gradient d'urea: 

45 mM Tris 
25 mM ácid bóric 

0,78 mM EDTA 
Dona un pH de 8,6 directament 

La mostra, que conté urea 7M, s'aplica a la butxaca formada a la 
part superior del gel i l'electrof oresi es corre a 4''C durant tota la 
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nit a 80 V, prenent com a referencia una petita quantitat de blau de 
bromofenol que s'addiciona a la mostra. 

I I . 8 . 6 . T I N C I Ó D E L S G E L S 

Els gels es van tenyir amb Coomassie Blue (Bio-Rad), colorant 
específic de proteines. La dissolució de colorant es prepara segons la 
següent recepta; 

Coomassie Blue al 0,157. en etanol 30 7., ácid acétic al 10%. 

Una vegada preparada, aquesta dissolució s'ha de filtar amb paper. 
La tinció s'efectúa durant tota una nit a temperatura ambient o bé 
durant 4 h a ZJ'C, La destinció s'efectúa mitjangant reiterats rentats 
del gel en; 

Etanol 25 %, ácid acétic 10% 

durant dos o raes dies. Una vegada destenyits els gels es poden conservar 
en la mateixa dissolució de destinció o bé en bosses de plástic 
segellades. Les fotografíes del gel destenyit es van fer bé amb una 
máquina Polaroid amb negatiu de 6 x 9 cm, exposant durant 3-4 seg amb 
una obertura f/11, o bé amb un negatiu convencional de 35 mm. 

En alguns casos, per a comprovar 1'existencia o no de bandes no 
detectades amb Coomassie Blue, es va procedir a la posterior tinció del 
gel arab plata segons el procediment de Wray et al. (1981) 
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S E G U I M E N T D E L P R O C E S D'ACTIVftCIO T R I P T I C D E 
L E S P R O C A R B O X I P E P T I D A S E S A 

El seguiment del procés d'activació de les proearboxipeptidases A 
després d'una proteólisi Ilimitada per acció de la tripsina va fer-se 
per diversos métodes: mitjangant la mesura de la generació d'activitat 
carboxipeptidasa A al llarg del temps, mitjangant l'análisi 
electroforática de les especies de carboxipeptidasa A i de segment 
d'activació generades també al llarg del temps, i mitjangant 
cromatografía líquida d'alta pressió. 

L'activació es va seguir a mes en diversas condicions, tal com es 
descriu a continuació. 

I I . 9 - 1 . C O N D I C I O N S D ' A C T I V A C I Ó 

En tots els casos que es descriu s'han mantingut constants les 
següents condicions: 

Concentració de PCPA II: 1,0 mg/ml 

Concentració de PCPA I ; 1,58 mg/ml 

(aixó equival a teñir en cada cas una concentració de subunitat PCPA de 
1 mg/ml) 

Temperatura d'incubació: 25'C 

Sempre que es valia seguir un procés d'activació, les mostres de 
PCPA es dialitzaven la nit abans en front del mateix tampó en que es 
duría a terme l'activació, ajustant 1'endemá la concentració de cada una 
ais valors abans especificats. 
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4/1 
40/1 

En aquests cassos es mantenien constants les condicions: 

Activado en medi Tris-HCl 50 mM, ZnCla 10~* M, amb 
tripsina bovina-TPCK. 

- 148 -

II.9-1.a. TAMPONS UTILITZATS 

S'ha seguit el procés d'activació en dos tampons di-ferents: 

Tris-HCl 50 mM, ZnCla 10"* M, pH 7,5 
Fosfat sódic 20 mM, ZnCla 10"* M, pH 6,5 

En aquests casos es mantenien constants les condicions: 

Tripsina bovina-TPCK, a relació 4/1 (PCPA/tripsina> 

II.9. i.b. TIPUS DE TfíIPSINA UTILITZATS 

S'ha assajat 1'eficiencia de tripsina bovina i de tripsina de porc, 
ambdues tractades amb TPCK. En aquests casos es mantenien constante les 
condicions: 

Activació en medi Tris-HCl 50 mM, ZnCla 10-* M, pH 7,5. 
Relació 4/1 CPCPA/tripsina) 

II.9.l.c. RELACIONS PROTEÍNA/TRIPSINA 

Es va seguir l'activació de les procarboxipeptidases A a dues 
relacions proteina/tripsina: 
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En tots els cassos la tripsina es dissolia en HCl 1 mM, CaCla ImM, 
a concentracions que oscil.laven, segons les relacions a emprar, entre 2 
i 10 mg/ml. 

I I . 9 . 2 . S E G U I M E N T D E L A G E N E R A C I O D ' A C T I V I T A T C P A 

Considerant com a temps inicial aquell en qué es posa la tripsina 
en contacte amb les mostres de PCPA, es van agafar per duplicat 
alíquotes de 20^1 de la mostra en incubació (en un bany a 25'C) ais 
temps següents: 

1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h. 

Amb aqüestes alíquotes es procedía a la determinació de la seva 
aictivitat carboxipeptidasa A segons el métode descrit a l'apartat 
II.2.2. 

I I . 9 . 3 . S E G U I M E N T D E L ' A C T I V A C I Ó P E R E L E C T R O F O R E S I 

L'aparició de diferents especies tant de carboxipeptidasa A com de 
segment d'activació al llarg del temps es va seguir mitjangant tres 
tipus d'electroforesi: en urea-SDS, en urea 7M i en gradient d'urea 
transversal. Es van agafar mostres per electroforesi ais mateixos temps 
que es van fer mesures d'activitats (apartat 11.9.2). 

E L E C T R O F O R E S I D I S C O N T I N U A D ' U R E A - S D S 

L'atur de la reacció d'activació es va fer de la manera següent: es 
van agafar 80 «̂1 de la barreja en activació i s'hi va afegir 1,5 ftl de 
PMSF 100 mM, 8 ^l de STI a 5 mg/ml (activacions 4/1) o a 0,5 mg/ml 
(activacions 40/1) i 44 ^1 de tampó d'aplicació de mostres per 
electroforesi en urea-SDS. A continuació les mostres van ser escalfados 
durant 1 min a lOO'C i es conservaren congelados fins el moment do la 
seva análisi. 
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L'análisi electroforétic es va fer per aplicació de 40 ̂ 1 de cada 
una de les mostres a un gel d'urea-SDS al 12,5 %. Després de fer correr 
1'electroforesi durant tota la nit a 120 V, el gel es va tenyir amb 
Coomassie Blue. 

ELECTROFORESI EN UREA 7 M 

A alíquotes de 80 ̂ 1 de la barreja en activació s'els hi va 
afegir 1,S fil de PMSF 100 mM i 8 ¡«1 de STI a 25 mg/ml Cactivacions 4/1) 
o a 2,5 mg/ml <activacions 40/1). Les mostres es mantingueren a 
temperatura ambient durant l min i a continuació es congelaren fins el 
moment de la seva aplicació. Immediatament abans d'aquesta s'els hi va 
afegir urea sólida fins a 7 M i i ¡ul d'una dissolució de blau de 
bromofenol concentrada, 

L'análisi electroforática es va fer per aplicació de 45 ¡ul de cada 
una de les mostres a un gel d'urea 7 M amb acrilamida al f,5 7, i pH 8,6, 
L'electroforesi es va fer correr tota la nit a 90 V i el gel es va 
tenyir amb Coomassie Blue. 

E L E C T R O F O R E S I E N G R A D I E N T D ' U R E A T R A N S V E R S A L 

Es va afegir lOtd de PMSF i 6,ti de STI a 5 mg/ml a 600 1 de 
barreja d'activació a relació 40/1. Després de mantenir les mostres . 1 
rain a temperatura ambient, els hi fou addícionada una quantitat d'urea 
suficient com per donar una concentració de 7M, i una petita quantitat 
de blau de bromofenol. Es va aplicar tota la mostra a l 'única butxaca 
del gel, repartint-la de manera constant per tota la seva llargada. 
L'electroforesi es va fer correr tota la nit a 90 V i el gel es va 
tenyir amb Coomassie Blue. 
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I I . 9 . 4 . S E G U I M E N T D E L ' A C T I V A C I Ó P E R H P L C 

Amb 1'objecte d'estudiar quantitativament la generació de -fragments 
procedents del segment d'activació després de la seva segregado de 
1'enzim actiu i albora d'aíllar-los a nivell preparatiu, es va procedir 
al seguiment del procés d'activació de la procarboxipeptidasa A 
monomérica per HPLC. A diferencia deis altres casos, apiicats a totes 
les condicions de medi, tipus de tripsina i relacions proteína/tripsina, 
en aquest cas es va fer el seguiment només en les condicions següents; 

Tampó! Tris-HCl 50 mM, ZnCla 10"* M, pH 7,5 
Tripsina bovina-TPCK, relació 40/1 

A una alíquota de 60 o 600,01 de PCPA II activada amb tripsina 
(segons es tractos d'una cromatografía analítica o preparativa) se li va 
afegir TFA fins a una concentrado del 0,25 7.. La mostra es va 
centrifugar en una centrífuga Eppendorf durant 5 min i a continuació es 
va aplicar a una columna |U-Bandapak C18 o a una columna Nucleosil C4. 
L'elució deis diferents components de la barreja es va fer mitjangant 
l'aplicació de gradients d'acetonitril en un medi que contenía TFA al 
0,05 %. En les cromatografíes preparativas, les mostres es van 
col.lectar a má, liofilitzant-se posteriorment en fraccions dedicades a 
la seva anAlisi electrofcrética, a 1'análisi seqüencial del seu 
N-terminal o a 1'análisi del seu poder inhibidor de la CPA. 

I I . 9 . 5 . E S T U D I S D ' I N H I B I C I Ó D E L E S C A R B O X I P E P T I D A S E S A 

Aquests estudis es van dur a terme amb els fragments d'activació 
aillats per HPLC (veure apartat anterior). Es va agafar diverses 
aliquotes deis fragments eluits de la columna, que corresponien a les 
quantitats necessáries per donar relacions molars fragment/CPA entre O i 
10, amb la quantitat de CPA constant, i es van liofilitzar en tubs 
Eppendorf. A continuació s'afegi la mateixa quantitat 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 barrajar tota la mostra amb dissolució de substrat de 
mesura d'activitat peptidásica de la CPA, i es va mesurar aquesta de la 
manera descrita a 1'apartat 11.2.1.b. Per determinar la concentració 
deis fragmente eluits de la columna de HPLC es va considerar, com a 
primera aproximado, que el coeficient d'extinció de cada un d'ells era 
igual que el del segment sencer, donat que, probablement, els aminoácids 
aroraátics son presents en cada una de les formes estudiades. La 
concentrado de CPA a la barreja final de reacció fou sempre de 50nH. 
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