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I1I1.1. HPLC DE PROTEINES I PEPTIDS

La técnica de cromatografia liquida d’alta pressié (HPLC) ha estat
amplament utilitzada al 1llarg d‘aquest treball. Com es deia a la
Introduccid, aquesta Tesi té una important component metodologica que es
concreta en el desenvolupament de métodes generals de cromatografia de
HPLC. En aquest apartat es descriu alléd que fa referéncia a la separacid
analitica i preparativa de péptids i proteines.

" La técnica de HPLC s’ha convertit actualment, pel que respecta a
1'analisi i purificacid de péptids, gairebé en indispensable quan cal
afrontar el problema de la seva seqlienciacid 1 es disposa de poca
quantitat de mostra. Amb aguest objisctiu, s'ha treballat en l1a posta a
punt de métodes que donessin el maxim rendiment i eficdcia a 1la
separacid de péptids producte de diferents digestions enzimatiques de la
proteina que ens interessava seqienciar, el segment d'activacid de 1a

PCPA de pancreas de porc.

L’interés que ens aoferia el camp de les proteines era de caire més
general. Es pértia, per’ un cantd, d‘una informacid molt menys que
exhaustiva i contrastada sobre 1°aplicacid de la HPLC a aquestes
macromolécules. Per altra bands, estavem interessats . en  trobar
condicions que podessin ajudar a un poasterior estudi sistematic
d’aillament i caracteritzacié de les proteines amb qué treballa el
nostre grup: les procarboxipeptidases pancreatiques. Es va considerar
convenient fer un estudi ample de condicions cromatografiques iddnies
per a proteines patrd en general i per a 1legs procarboxipeptidases en
particular, posant especial 2mfasi en la dependéncia de la recuperacid

en diversos parametres cromatografics.

Un darrer objectiu concret fou la posta a punt d'un metode
d’aillament preparatiu del segment d’activacisd per HPLC, amb 1 °ohjectiu
de resoldre els problemes inherents a 1la seva obtencid per cromatografia
de bescanvi idnic a pressid atmosférica. Més tard, els métodes
preparatius es van estendre a 1‘aillament de fragments del segment

produits durant la progressid del procés d’activacie.
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III.1.1. ESTUDI DE CONDICIONS CROMATOGRAFIQUES PER
A PROTEINES

Durant el transcurs d‘aquest treball es va disposar només de
columnes de fase reversa per a la cromatografia de proteines. Aquest
suport cromatografic, molt ben estudiat en el cas de pegptids, no ho és
tant en el de les proteines; tot i aixd, s'ha de partir de certs

conceptes generals ben establerts.

Se sap (Rubinstein et al., 1979} que certes proteines com
quimotripsinégen i RNasa A es fiven irreversiblement a suports classics
per a péptids, com una columna de C-18, de 100 5 de didmetre de porus.
Aquestes evidéncies i altres permeteren establir gue el diametre de
porus adequat per a proteines és de 300 5 (Lewis &t al., 1980) i que és
convenient emprar cadenes hidrocarhonades més curtes que les C-18,
Estudis posteriors demostraren que la recuperacid 1 la resolucid de
proteines de pes molecular superior a 15.000 millora molt al canviar un
suport de 100 A per un altre de 300 A& (Wilson et al., 1982). En base a
aixd es va utilitzar només columnes de 300 A de diAmetre de porus.
D'elles, una era una C~3 (Ultrapore, Beckman) i dues eren (-4 {(Vydac
TR-P4, BSeparation Systems, 1 Nucleosil, Mackerey- HNagel). La nés
profusament emprada fou la Ultrapare de la casa Beckman, una columna de
10 cm de llargada. S°'ha comprovat (Pearson et al., 1982) que la llargada
de les columnes només té importancia quant a la capacitat de carrega,
perd no gquant a la resolucid; per exemple, una columna cinc vegades més
llarga que una altra de referéncia només era capag d‘intrementar la
resolucid de dues proteines patrd en un 13%4. L’aventatija de les columnes
curtes &s que les pressions de treball sén més baixes, el que perlionga

1a seva vida.

Els dissolvents organics més utilitrats amb  proteines sén
1’'acetonitril i 1'isopropanal. Aguest darrer no permet obtenir tant
hones resolucions com 1'acetonitril (Regnier, 1983), perd en canvi
resulta millor per eluir proteines amb elevada afinitat pel suport
hidrocarbonat com la ovoalbumina (Cohen et al., 1984). A la fase mdbil
s'utilitza majoritariament una petita proporcic de TFA que, a més de

permetre treballar en pH acid 1 comportar-se com un excel.lent
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solubilitzador de proteines, sembla ser que actda com un agent d’ion
pairing que s’‘acomplexa amb les proteines i modifica la seva interaccid
amb les columnes (Bennett et al., 1980)., La literatura conté també
pxemnples d'utilitzacid d'altres Acids com el fosforic, sol o anmb

trietilamina, formant fosfat de trietilamina.

En aduest treball s’'ha comprovat la utilitat dels sistemes descrits

i ‘5'ha estés 1l 'estudi a geparacions cromatografiques a pH intermedi amb

- diversos sistemes  amortidors. Cadascin dels  apartats descrits

s’'ehcapgala amb la composicid de la solucid inicial seguida de 1la
corresponent a la solucié d’elucid.

ITI.1.1.a. H=20 + TFA 0,14 / ACETONITRIL 80%Z + TFA 0,1%

El sistema acetonitril-TFA és el més universalment emprat en
cromatografia en fase reversa. Aplicat a proteines patrd va donar
resultats satisfactoris per ribonucleasa A, citocrom €, lisozima i
carbonic anhidrasa, i una recuperacio baixa per ovoalbumina. A la Figura
IIi.i,(a) gs presenta un cromatograma de proteines patrd entre les que
s’'inclou 1 ‘ovoalbumina. Es pot comprovar que la senyal deguda a aquesta
darrera és ¥0rga meés baixa que les demés, malgrat que la quantitat
aplicada és superior. Regnier (1983) ja comentava que la aveoalbumina era
Ia proteina més dificil de recuperar quantitativament d’'una columna de
fase reversa. Per la seva banda, Cohen et al. (1984} observaven que
l'igopropanal era un millor eluent de proteines hidrofobiques que
1’acetonitril, ja que en aquest darrer cas el temps de retencid i leg
pérdues de proteina per adsorcid baixaven considerablement. Agquestes
evidéncies van induir-nos a“pcsar 1’atencid sobre la relacidd entre el

temps de retencié i la recuperacid, com veuren més endavant.

Malhauradament, no va ser possible observar cap mena de recuperacid
per la PCPA en aquest sistema cromatografic (Figura II1.1 (c)). La PCPA
uneix a la seva qualitat de proteina acidica (i per tant poc carregada a
pH baix) el fet de ser forga voluminosa. Les dues caracteristiques,
hidrofobicitat i voluminositat, han de ser les causants de la seva

interaccid irreversible amb la matriu cromatografica, al menys amb els

- 157 -



Resultats i Discussio

01 CytC . -50
ﬂ

a
l Liz
RNasa A -]
Ovo
Uk—o

O

oy STI G'Sf/// 1°0m
| G

= =
UPS

l
n
o

Ol
/ PCPA

O‘s | l I
0 10 20 30
Temps (min)

S

S ]
c S
‘~L —

FIGURA I1I.1. Comportament cromatografic de diverses proteines en el
sistema Ha0 + TFA 0,1% (solvent A) / acetonitril + TFA 0,1%
(solvent B). HQuantitats injectades: (a) 45 ugs de RNasan, Cyt C 1 Lizj
15 ugs de CA; 75 ugs de Ovo. (b) 100 ugs de PCPA II activada 2 min amb
tripsina a relacid PCPA/tripsina 40/1 (p/p) i amb 1 activacid parada amb
STl a relacid 10/1 amb respecte a la tripsina. {(c) mateixa quantitat de

PCPA que a (b)), sense activar. Columna: Ultrapore C-3 (Beckman). Flux: 1

ml/min.
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gradients que nosaltres hem aplicat.

La injeccid d‘'una mostra de PCPA activada que contenia per tant
CPA, segment d’activacié, tripsina i STI, va donar com a resultat
1’elucit de totes les proteines excepte la CPA (Figura III.1 (b)). El
segment d’activacié es mostrava, doncs, susceptible de ser aillat
mitjanganf aquest procediment al ser la seva recuperacid acceptable i
bona la seva resolucid d’'altres contaminants habituals, tals com
tripsina i STI. La CPA presentava el mateix tipus de comportament ja

observat per a la PCPA.

Resumint, doncs, el sistema acetonitril - TFA pot ser considerat
util per a una bona part de proteines, mentre que per altra banda
presenta, tambeé amb les columnes emprades en aquest estudi, greus

deficiencies pel que respecta a 1’elucid de proteines grans i

hidrofdfigues.

IIlI.1.1.b. H=0 + TFA 0,17 / ISOPROPANOL + TFA O,1%

El sistema isopropanol - TFA va donar, en linies generals,
resultats semblants als de 1°’acetonitril en quant a tipus de proteines
recuperades i forca inferiors en guant a resolucid. En efecte, si be les
proteines patrd es recuperaven igqual o en major grau que en el cas
énteriur, la resolucid baixava clarament, obtenint-se pics amples i
asimétrics, Agquest fenomen ja ha estat descrit com probablement degut a

1’elevada viscositat d’aquest dissolvent.

També en aquest sistema la unio de la PCPA a la columna va
mostrar-se com irreversible, evidenciant que la interaccid amb la matriu

a pH baix era prou forta com per no ser influida per un solvent de tant

elevada hidrofobicitat com 1'isopropanol.
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II1I.1.1.c. TEAP 0,25 o 0,1 M, pH 2,5 / idem en ACETONITRIL
TEAP 25 mM, pH 6,5 o 6,9 / idem en ACETONITRIL

TEAP es refereix en aguest encapgalament a fosfat de trietilamina,
que es preparava afegint a 1‘aigua o bé a 1‘acetonitril la quantitat
d'acid fosforic necessidri per arribar a la concentracid desitjada, i

ajustant a continuacid el pH amb trietilamina (Chaiken i Hough, 1980).

t.a cromatografia de patrons en aquest sistema a pH baix va donar
com a resultat una bona resolucié i una recuperacid una mica més baixa
que amb els solvents anteriors. La nul.la deteccid de PCPA quan aquesta
va ser injectada en aquestes condicions va acabar de demostrar la
impossibilitat d’eluir—-la a pH fortament acid. A la Figura II1.2 (a) i

(h) s'il.lustren els fets anteriorment comentats.

tLa situacid va ser en certa manera la inversa a pH intermig, encara
que els resultats estaven molt lluny de ser satisfactoris. A pH 6,53 o
4,7 els patrons abans emprats no van ser eluits aparentment de 1la
columna, mentre que si ho van ser PCPA 1 8TI. La injeccid de mostres
procedents d’una activacio de la PCPA no va permetre la deteccio del
segment d’activacid en aquest sistema. Tot 1 aixl, tal comes veu a 1la
Figura III1.2 {(c), el pic de PCPA és ample i mal definit, el que demostra

gque el sistema no és plenament satisfactori.

D’aguests resultats podriem concloure provisionalment gque  és
necessari un pH proper a la neutralitat o, com a minim, no fortament

acid per poder eluir proteines de les caracteristiques de la PCPA.

I1I.1.1.d. PIPERAZINA 10 mM, pH 6,5 ajustat amb TFA;
/ idem en * ACETONITRIL &0%4
* ISOPROPANOL. S0%

Per tal de poder treballar en condicions properes a la neutralitat
es va triar de treballar amb piperazina, afegida en 1a mateixa
concentracid tant a 1'aigua (solvent A) com al solvent organic (solvent
B). Proves prévies van demostrar que la concentracid optima de

piperazina era la de 10 mM. A aquesta concentracid el seu poder
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- FIGURA II1.2. Comportament cromatografic de diverses proteines en el
sistema fosfat de trietilamina (TEAP) (solvent A) i acetonitril + TEAP

{(solvent B). (a) i (b), TEAP 0,25M, pH 2,5; (c), TEAP 25mM, pH 6&,5.
Mostres injectades: (a)‘ mateixos patrons i quantitats que a 1a Figura
IT1I.1 (a). {(b) PCPA dissolta en tampéd inicial de cromatografia. (c)
barreja de PCPA i STl en tampd inicial. Columna: Ultrapore C-3
(Beckman). Fluxs: 0,5 ml/min. |
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amortidor és suficient i s‘eviten precipitacions observades a

concentracions superiors gquan es barreja amb els dissolvents organics.

Per elaborar aquestes dissolucions, una vegada dissolta la
piperazina en aigua es va ajustar el pH a 4,5 amb TFA. A 1la fase
organica s'hi va afegir la mateixa quantitat de TFA que havia estat

necessaria per ajustar el pH a la dissolucid agquosa.

En aquestes condicions de pH intermedi és possible recuperar i
aillar tant les dues formes de la PCPA com la CPA. En canvi, no vam
azénseguir en cap cas obtenir una cromatografia acceptable amb les

proteines patrd estudiades.

La preséncia a la fase organica d’acetonitril o isopropanol
resulta, segons hem pogut comprovar, indiferent. Com pot veure’'s a la
Figura II1.2 (a i b), 1'elucidé d’'una mostra de PCPA té lloc practicament
al mateix punt per un dissolvent orgdnic com per un altre, encara que
les concentracions respectives siguin diferents: &0% per 1'acetonitril i
50% per 1'isopropancl. Va comprovar—-se també gque no hi ~ havien
diferéncies importants entre els dos solvents quant a la recuperacit de
la mostra entrada, sempre que el temps de retencid per una mostra donada
sigui igual. Aquest darrer fet és indicatiu de gue els majors rendiments
descrits en general a 1la bibliografia quan sutilitza isopropaneol son
probablement deguts a que, simplement, aquest solvent disminueix el
temps d'elucié dels compostos gracies a la seva major hidrofobicitat.
Com veurem més endavant, la recuperacid de certes proteines esti

directament relacionada amb el seu temps de residéncia dins la columna.

Donada la similitud de prestacions entre acetonitril i isopropanol,
es va decidir adoptar aquest darrer solvent en el treball posterior, Jja
gue amb ell és possible obtenir identigues separacions amb un  menor

consum.

A la Figura II1.3 (c) es representa el cromatograma nbtingut a 1’
injectar la mateixa mostra que en els dos casos anteriors i1 eluir-la amb
un gradient entre aigua i acetonitril gue contenen la mateiza quantitat
de TFA necessaria per ajustar a pH 6,5 una concentracid 10 mM en
piperazina (pH resultant, 1,8). El que diferenciava per tant els
solvents emprats a (a) dels emprats a (c) era 1 abséncia de piperazina

en aquest darrer cas. Pot comprovar-se la nul.la recuperacid de la PCPA,
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FIGURA III.3. Cromatografia de 100 ug de PCPA en diversos sistemes
cromatografics. La mostra fou aplicada en dissolucid en el solvent A en

cada cas. Columna: Ultrapore C-3 (Beckman). Flux: 0,5 ml/min.
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fet ja evidenciat anteriorment en els gradients a pH baix. Els mateixos
resultats negatius van obtenir-se en augmentar la concentracid de TFA a
0,2%4 i a 0,4%. En canvi, a la Figura III1.3 (d) es comprova que s'’'obté
una altra vegada una bona recuperacid de la mostra gquan a les
dissolucions que contenen TFA en concentracid idéntica que a (a), (b} o
{c) se’'ls hi afegeix NHx fings a pH 6,5. Amb aixd confirma el ja
apuntat en apartats anteriors: és necessari un pH proper a la
neutralitat per cromatografiar els zimégens i enzims pancreatics objecte
del nostre estudi. En general és preferible treballar amb una dissolucid
amartidora que no amb una altra a la gque simplement se 1i ha ajustat el
pH mitjancant 1'addicid d'acid i base, ja que els resultats sdén més

reproduibles.

Contrariament al que succeeix amb les proteines més grans, el
segment d’'activacid na és aillable a partir dels seus complexos amb "la
CPA mitjangant aquest sistema. Els intents d’obtenir-lo a partir de 1la -
injeccid d’'una mostra de PCPA activada a pH intermedi i1 cromatografiada
en aguestes condicions van resultar nuls. En vista d'aize, 1 pel que
respecta a 1'aillament del segment d’activacid, es va seqguir utilitzant

el sistema cromatografic a pH baix.

A la Taula III.1 es presenta un resum del rendiment de tots els
sistemes cromatografics comentats fins ara. D'ella  se'n desprén
clarament la superioritat del sistema a pH baix amb acetenitril i TFA
per a la majoria de praoteines i la idoneitat de 1'ds d’una solucié
amortidora a pH intermedi pel cas de proteines que, com la PCPA o la

CPA, s’absorbeixen fortament a la columna a pH baix.
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I11.1.2. FACTORS QUE CONDICIONEN LA RECUPERACIO
CROMATOGRAFICA DE PROTEINES

Durant 1'’assaig dels sistemes solvents de 1'apartat anterior, es va
posar de manifest que, a més dels dissolvents utilitzats, hi han altres
factors gue poden afectar la recuperacid de les proteines i per tant el
rendiment de la cromatografia. Ja s'ha fet esment que el temps de
retencid és un d’aquests factors; juntament amb 211 es va estudiar la
influéncia de la quantitat de proteina entrada i de la concentracid de
sals present a la solucid en qué aquesta estés dissolta. Amb  1'estudi
del primer d’'aquests darrers dos factors es pretenia esbrinar quins eren
els umbrals de deteccid, mentre que amb 1'estudi del segon es volia
assajar unes condicions, preséncia de sals, habituals en el nostre
treball.

III.1.2.a. RELACIO TEMPS DE RETENCIG - RECUPERACIO

Aguests estudis ez van dur a terme sempre amb la mateixa quantitat
de mostra i en el mateix sistema de solvents; en cada cas, pero, es va
aplicar un gradient diferent per tal de modificar el temps de retencio
de les proteines estudiades. Les proteines patréd @ van ser
cromatografiades a pH baix, mentre que la PCPA i la CPA ho van ser a pH

intermedi amb piperazina 10 sM 1 acetonitril.

A la Figura 1II.4 es veu la relacié existent entre temps de
retencid i recuperacid per a RNasa A, lisozima i ovoalbumina. Pot
pbhservar-se que, en el marge de temps estudiat, 1°ovoalbdmina és
practicament 1°dnica proteina per a l1a que la recuperacid disminueix amb
el temps. Aguesta proteina ja havia estat reconeguda anteriorment com a
conflictiva i dificil d’eluir de columnes de fase reversa a causa de la
seva elevada hidrofobicitat. Amb algunes altres proteines, p. ex.,
histones (Hallenbeck i Mueller, 1984) s’'ha observat també un augment de

la recuperacid al disminuir els temps de retencid.

L'efecte del temps de retencid sobre la recuperacié va ser observat

encara més clarament amb la PCPA i la CPA. Pot veure’s a la Figura II1.5
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FIGURA I1I.4. Relacid. entre temps de retencid cromatografic de
mostres proteiques i 12 seva recuperacid. En cada cas es va injectar 15

ug de Liz, 45 ug de RNasaA i 75 ug de Ova. El gradient entre solvent A i
solvent B es va anar variant de manera que s’‘obtinguessin diferents

temps d‘elucid. Solvents, tipus de columna i flux com a la Figura III.1.
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que la recuperacid baixa de manera molt important a partir dels 15-20
minuts de residéncia a la columna i que, comparativament, la PCPA
sofreix aquest efecte de manera més intensa que la CPA. Aixd ha de ser
adjudicat a la preséncia del segment d'activacié en el proenzim que,
ultra fer que la proteipa sigui més voluminosa, 1i confereix un major
grau d- hidrofobicitat (més endavant veurem que el segment d’activacid té

un caracter marcadament hidrofébic).

III.1.2.b. RELACIO QUANTITAT APLICADA - RECUPERACI&D

Aquests estudis es van dur a terme dnicament amb CPA {1 en
condicions cromatografiques considerades idonies per a la recuperacid en
vista dels resultats obtinguts en 1’apartat anterior. Es va observar
{(Figura II1.6) que la quantitat de proteina recuperada segula una
relacid lineal amb la quantitat entrada a2 la columna, perd gque a 1la
vegada existia el que es pot considerar un valor "limit", per sota del
qual la recuperacid ja esdevé nul.la. En el cas de la CPA es va
considerar que aquest valor era de 1 ordre dels 15 ugs. El coneixement:
dels valars minims de recuperacid i deteccid per HPLC poden ser Gtils a
1'hora d’aplicar agquests metodes a 1 estudi de mostres escasses o amb
baixes concentracions de les proteines a estudiar (p.ex. sérums humansg,

mostres de suc pancreatic, etc.).

III.1.2.c. RELACIO CONCENTRACIO DE SALS - RECUPERACIO

Es va partir de mostres de PCPA Il dialitzada amb piperazina 10 mM
a pH 6,5, que es van injectar a 1 'HPLD bé directament o bhé després de
1'addicid de sulfat amonic. En tot cas es va mantenir constant el volum
d’'injeccid. Com es pot comprovar a la Figura II1.7, es produeix una
disminucid de la recuperacid de proteina a meswra que augmenta la
concentracio de sal. Aguesta disminucid és lineal dins del marge de

concentracions 0,00 M - 1 M. En canvi, la recuperacid és més elevada que
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FIGURA III.S5. Relacid entre temps de retencid cromatografic i
recuperacid de PCPA II i CPA. Es van injectar 100 ug de cada proteina en

tots els casos. S‘embraren gradients formats entre piperazina 10mM i el
mateix amortidor en acetonitril 60%Z (pH 6,5). Altres condicions com a la
Figqura III.3.
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FIGURA Il1l.6. Relacid entre quantitat de mostra injectada i
recuperacid. Es presenta els resultats obtinguts amb la CPA aplicada en

quantitats variables i eluida a temps 12 min amb ] sistema de solvents
de la Figura III.3 (b). Altres condicions com a la Figura II1.3.
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FIGURA III.7. Relacid entre quantitat de sulfat amdnic present a la
mostra injectada i recuperacid. En tots els casos es va injectar 100 ug

de PCPA, eluida a un temps de 21 min ambh el sistema de solvents de la

Figura III.3 (a). Altres condicions com a la Figura I11.3.

- 171 -



Resultats i discussio

el gue 1l’anterior linealitat faria suposar en abséncia de sulfat amdnic.
Se’'n dedueix que en el cas de proteines de recuperacid problematica, com
és el cas de PCPA i CPA, és convenient evitar una forga idnica elevada
en les mastres de proteina a cromatografiar o que, cas de no ser aixt
possible, cal reduir-la a un minim. Les altes forces idniques podrien
actuar disminuint la solubilitat de les proteines i fent la interaccié
amb la columna més forta, amb el que la seva recuperacid sofriria
pérdues notables. Aquest efecte seria més important quan més
hidrofdbiques <fossin les proteines (Cohen et al., 1984) i és
probablement el reflex de 1la solubilitat de 1la fase mdbil durant
1’elucid: en augmentar la forga ionica a la fase mobil es redueix la

solubilitat i, en correspondéncia, disminueix la recuperacid.
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I11.1.3. SEPARACIO CROMATOGRAFICA DE PROTEINES

ITI.1.3.a. SEPARACIO ANALITICA DE PCPAs I CPA

El sistema de solvents triat per a 1'andlisi cromato~ grafica de
les procarboxipeptidases A i la carboxipeptidasa A porcines fou el de
gradients formats entre piperazina 10 mM a pH 4,5 en aigua i la mateiua
dissolucid amortidora en isopropanol al S04, Ja s'ha vist (apartat
IT1.1.3.a) que és convenient obtenir elucions rapides d'aguestes
proteines si es preten aobtenir bones recuperacions. Per aquesta rad vam
assajar en primer lloc gradients rapids gue provocaren l'elucid de les
proteines ena 10-11 minuts. En aguestes condicions no s’obtenia, perd,
resolucid de les diferents fraccions, degut a que el gradient no era
prou selectiu., Tambh® es va assajar la injeccid de bharreges de PCPA i CPA
en condicions inicials d'elevada preséncia de solvent organic. En aguest
tas, la disminuida interaccidéd amb la matriu cromatografica per part de
les proteines va ser probablément la causa de la seva no resclucid. Jda
5 "havia comprovat amb altres proteines (Rubinstein et al., 1979 que
elevades concentracions inicials de solvent orginic actuen contra la
interaccid de les mostres amb la columna i, per tant, contra la seva
resolucid diferencial.

Es va optar per comencar assajant gradients rapids no resolutius i
fent~los gradualment més lents per tal d'chtenir separacions suficients.
A la Figura II1.8 es poden veure dos cromatogrames de barreges de PCPA
II, PCPA I i CPA. A la part (a) de la figura es veu el resultat de
cromatografiar CPA i PCPA II. A 1’afegir PCPA I a les altres dues
mostres i utilitzar el mateix gradient per eluir-les, no s'obté cap
altre pic i s’cbserva un augment dels altres dos (b). Aixd ens va fer
pensar en una possible separacid del complex binari en PPE i PCPA
monomérica, que suposava l’elucid de la PCPA en el seu pic corresponent
i la coincidéncia de la PPE amb la posicid cromatografica de la CPA.
L'ds de gradients més suaus permeté separar tres pics (Figura I11.9) que
gren, per aguest ordre, CPA, un pic corresponent a la PCPA I
{suposadament PPE} i PCPA monomérica.
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FIGURA IIIl.B. Separacid de (a) CPA (40 ug) i PCPA II (60 ug) i (b)
idem més 60 g de PCPA I. Solvent A, piperazina 10mM ajustada a pH 4,5
amb TFA; solvent B, idem en iosopropanol al 50%. Columna Ultrapore (-3
(Beckman}. Flux: 0,5 ml/min.
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FIGURA II1.9. Separaci6 de CPA, PCPA II i un pic corresponent a la
PCPA I amb dos gradients diferents. Columna, solvents i quantitat de

mostra aplicada com a la Figqura JI11.8.
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FIGURA 1I11.10, Comprobacid de la separacié dels protomers de la PCPA
I obtinguda en cromatografia en fase reversa. Injeccidé de &0 ug de PCPA

I en condicions idéntiques a les de la Figura 1II.9 (a), L'insert
mostra 1’analisi electroforética de les dues fraccions juntament amb les

activitats CPA intrinseques i potencials de cada una d’elles.
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Per tal de comprovar la separacid de la PCPA I en les seves
subunitats al sotmetre~la a cromatografia en aquest sistema, es va
procedir a la injeccid d‘una mostra de PCPA I en solitari amb posterior
recuperacid i analisi de les fraccions eluides. A la Figura III.10 es
pot veure la separacid cromatografica, 1‘analisi electroforética i 1la
quantitatitzacid d’activitats de les dues subunitats eluides. Tal com es
presuposava, el primer dels pics eluits és la subunitat PPE, mentre que
el segon pic és el corresponent a la PCPA monomérica. Malgrat aixé, la
puresa dels pics no és absoluta i cal una recromatografia per obtenir
mostres netes de contaminacidé. Les activitats potencials mostradas a 1la
taula insertada sén les obtingudes després d’activar les mostres amb
tripsina a relacié 40/1 durant 1 hora. Com podrem comprovar més
endavant, els valors normals d’activitat especifica a aquest temps
d'activacid séon d’aproximadament 20 unitats. Aixd vol dir que, tot i
obtenint proteines en bon estat aparent, la preséncia de solvent organic
probablement dificulta la seva activacid. D'aquest fet se'n dedueix la
necessitat de procedir a dialitzar les mostres de proteina aind

obtinguda com a pas previ a possibles estudis funcionals.

III1.1.3.b. AILLAMENT PREPARATIU DEL SEGMENT D‘ACTIVACIO DE
LA PROCARBOXIPEPTIDASA A MONOMERICA

El metode d’obtencid del segment d activacidé per HPLC, alternatiu
al classic en columna de bescanvi idnic {(San Segunda, 1982), va permetre
obtenir-lo lliure de degradacions i en un curt termini de temps. Una de
les limitacions d'aquest sistema rau en la cdrrega relativament petita
que accepta la columna de fase reversa sense perdre resolucid, sense

retenir un percentatge elevat de la mostra i sense  sofrir
deteriorament.

Previ al pas per la columna, la PCPA s'activa amb tripsina a una
relacié 40:1 {p/p) i a 25 C. A temps 1 wminut on, segons g'havia
cnmpro&at préviament (S5an Segundo, 1983) només hi ha en el medi CPA i
segment d’activacid, s’inhiheix 1'accid de la tripsina mitjangant una

baixada del pH a 1,8 amb TFA. A continuaciéd la mostra s’injecta a 1la
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columna després d‘una centrifugacid per eliminar el material insoluble a

aquest pH.

A la Figura III.11 es pot veure un exemple de cromatografia
d‘obtencid del segment d’activacid, on es comprova que la separacio
respecte de la tripsina activant és excel.lent. L insert de la figura
mostra una anilisi electroforética de les dues meitats del pic obtingut,

evidenciant-se la seva homogeneitat.

El segment d’activacid que s’'obté amb aquest métode és el més llarg
dels possibles fragments obtinguts a partir d’una activacid triptica.
Aixi ho demostra el seu pes molecular mesurat a partir de gels de
poliacrilamida-5DS i la comparacid electroforetica feta amb mostres
procedents d’una activacid suau (resultats no presentats). §5'aconsegueix
el segment d’activacid complet gricies a la rapidesa del procés, que
permet obtenir el segment 40 minuts després de 1’activacid de la PCPA,
minimitzant 1a possibilitat de degradacions per contacte amb la
tripsina. A més, la inhibicid d’'aquesta a causa del baix pH de treball
(1,8) i 1la separacié cromatografica obtinguda san factors que
afavoreixen la completa inhibicié de 1’activacid (i per tant de 1la
degradacid del segment) a partir del moment d’injeccid a la columna de

fase reversa.

S'ha considerat que la quantitat maxima de PCPA activada que es pot
entrar a la columna utilitzada (Beckman Ultrapore C-3, 75 x 4,6 mm) és
de 14600 ugs. Amb aquesta quantitat s‘obtenen 200 ugs ( 20 npmols) de
segment, el que representa un rendiment apraximat del S0Y%, tres vegades
superior a 1‘obtingut amb la metodologia classica. Aquesta limitacid de
carrega obliga a efectuar repetides injeccions si es necessiten
quantitats elevades de segment d’activacid. La repeticid d’'injeccions de
proteina a nivell semipreparatiu aconsella la neteja exhaustiva de 1la
columna amb solvent organic concentrat cada 4-6 injeccions, i el recanvi
habitual del farciment de la pre-columna o, com a minim, de 1la porcié

del mateix situat a l’entrada en la direccidéd del flux.
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I1I.1.4. METODOLOGIA PER A MAPES PEPTIDICS

Els mapes peptidics per HPLC es van fer sempre amb columnes de
C-18, que donen un bon rendiment per a péptids de fins 30-40 residus de
llargada i sén més resolutives que les columnes amb cadenes carbonades
més curtes. Sempre es va treballar a pH baix en preséncia de TFA i amb

acetonitril com a dissolvent organic.

Normalment, els mapes peptidics de mostres sotoeses a digestions
enzimdtiques eren obtinguts a dues longituds d’ona diferents, com es pot
veure a la Figura III. 12. A 214 nm es detecta tot tipus de péptids (és
la zona de l’'espectre on absorbeixz 1l enllag peptidic) sigui gquina sigui
la seva composicid, mentre que a 280 o 2959 nm es detecta només aquells
que contenen Tyr o bé Trp. El cromatograma gue es presenta a la figura
correspon a un mapa peptidic triptic del segment d activacid de la PCPA.
Gracies a la deteccid paral.lela a 214 1 295 nm es va poder deduir
clarament la preséncia de triptofan en només els dos pics assenyalats

amb un asterisc.

Depenent de la complexitat de les barreges a estudiar per mapa
peptidic es van utilitzar diferents gradients, més lents com més
components a separar hi hagués a la barreja. A 1°apartat 111.4 es veuran
diversos exemples de mapes peptidics amb diferents gradxants.

II1.1.5. PURIFICACIO DE PEPTIDS PER RECROMATOGRAFIA

Quan es pretén aillar fragments pept dics producte d'una digestié
enzimatica es comenca normalment per fer algun cromatograma a escala
analitica per després, una vegada establertes les condicions iddnies de
separacid, aplicar el metode a escala preparativa. Normalment, la
relacid de quantitat de mostra entrada entre una cromatografia
preparativa 1 una altra analitica és de 20-30/1. Com a conseqiéncia del
considerable augment de material entrat a la columna es produsix una
pérdua de resolucid que afecta més a aquells péptids menys resolts en
les cromatografies analitiques. Aguest efecte es comprova observant la
Figurg II1.13, en la que es mostra una cromatografia analitica i una
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FIGURA III.12. Perfil .cromatografic d‘un mapa peptidic triptic del

segment d’activacid, amb deteccid a dues longituds d‘ona. El1 trag
superior correspon a la deteccid a 214 nm i 1l’'inferior a la deteccié a
295 nm. Els asteriscs indiquen els péptids que contenen Trp. Columna

-Bondapak C-18 (Waters). Solvents: A, TFA 0,05%; B, acetonitril 80% +
TFA 0,045%. Flux: 1 ml/min.
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TAULA 111.2
RENDIMENT DEL REPAS CROMATOGRAFIC DE DIVERSOS PEPTIDS OBTINGUTS EN

CROMATOGRAFIA PREPARATIVA (Figura I11.13)

Paptid Area original Area recuperada* %L recuperacid
(tenps de retencié)

40.18 74.000 56.000 75
47.15 332.000 229.000 &9
$2.30 88.000 55.000 62,5
59.80 323.000 164,000 43
61.52 38. 000 40, 000 100
63.08 107.000 37.000 35
63.86 75.000 - 74.000 100
66,83 777.000 725,000 23
73.07 129,000 110.000 48
74.03 &67.000 53.000 79

Rendiment mitja 71

altra ﬁreparativa d'un digerit triptic de 1a PCPA. Es pot bbservar que
alguns del péptids total o mitjanament resolts en la analitica apareixen
solapats o indistingibles en la preparativa. En agquests casos és
necessari procedir a repassar els pégtiﬁs heterogenis per la mateixa
columna i amb un gradient més selectiu per tal de purificar-los {(apartat
I1.4.2.c.). A la Taula I1I.2 s5'hi expressa els rendiments de les
purificacions portades a terme en aquest exemple concret, calculats en
base a 1’'area donada pel registrador-integrador del nostre sistema de
cromatagrafia. El rendiment mig és del 71 %. Processos de purificacid
com el que esta aqui descrit es van dur a terme en un bon nombre de

mapes peptidiecs preparatius que apareixen a l’apartat 111.4.
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I1II.1.6. ANALISI DE LA GENERACIO DE FRAGMENTS DEL
SEGMENT D°ACTIVACIO PER Accid TRIPTICA

Els fragments primari i secundaris del segment d’activacid generats
durant el procés d activacié triptica tenen una 1llargada que oscil.la
entre 60 1 100 residus. Per aquest tipus de péptids és més adequat
utilitzar una columna de fase reversa una mica menys sel.lectiva gque una

C~18 i gque no presenti problemes de retencid amb polipéptids llargs.

En aquest treball s'ha utilitzat tant una columna de C-3 com una de
C-4, assolint-se els millors resultats amb aquesta darrera. A la Figura
111.14 es poden veure els diferents cromatogrames obtinguts al llarg de
1'activacid. Aquests s’obtenien injectant mostres de PCPA activades amb
tripsina durant temps diferents i amb aguesta activacid inhibida, segons
la metodologia descrita a 1'apartat anterior. Es va aplicar els mateixos
gradients tant si es tractava de cromatografies analitigues com

preparatives.
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FIGURA II1I.14. Cromatogrames obtinguts al 1larg del procés
d’activacio triptica de 1la PCPA 1I. T, tripsinaj saf, segment
d'activacia. La resta de pics corresponen a fragments del segment
d’activacié. Solvents: A, TFA 0,1%; B, acetonitril 804 + TFA 0,09%.
Columna: Nucleosil C-4 (Mackerey-Nagel). Flux: 0,5 ml/min.

- 185 -~






Resultats i Discussid

III.2. ANALISI D°'AMINOACIDS PER DﬁBSILACId;HPLC

La necessitat de dur a terme anadlisis d’aminoacids amb asiduitat
ens. va induir a posar a punt un métode que permetés aplicar la
tecnologia de HPLC a aquest terreny concret., D'aquesta manera es
pretenia explotar la versatilitat de la técnica de cromatografia liquida
i utilitzar-la tant per 1’aillament com per la caracteritzacid

composicional de péptids.

En un principi es va pretendre reproduir el métode descrit per
Chang et al. (1981, 1982 i 1983), basat en la derivatitzacid pre-columna
amb clorur de dabsil (clorur de dimetilamincazobenzésulfonil), que
reacciona amb grups amino 1lliures donant dabsil-aminocacids (Figura
II1.13). Aquest métode ha estat una de les novetats més significatives
en aguests darrers anys en el terreny de 1%analisi d’aminoacids. Els
derivats dabsilats presenten una molt elevada absorbancia en una zona de
1 ‘espectre lliure d’interferéncies (miuim d’absorcid a 420 nm en medi
d'etanol) i son relativament estables al llarg del temps. Considerant a

més que la seva geparacié ¢s excel.lent en cromatografia en fase
reversa, el métode permet fer andlisis d'aminodcids d‘una manera simple,
lliure d’interferéncies i a elevada sensibilitat (de 1’ordre de
picomols). Donat que en agquest métode el que es detecta és el grup
dabsil, i que els aminoadcids amb dos grups susceptibles de reaccionar

amb el clorur de dabsil sofreixen una didabsilacid, és d’esperar que una

R

CHy, | !
N N=N©502—NH-—CH—C02H
CH3

FIGURA IIl.15. Férmula general dels dimetilaminoazobenzé-sulfonil-

aminoacids (dabsil-aminoacids).
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barreja equimolar d‘aminoicids doni una série de pics darea molt

similar i uns altres (Lys, His i Tyr), d’area doble.

A 1’aplicacid rutindria del métode vam observar, perd, certs
problemes que introduien un marge d'erraticitat als resultats de les
analisis. Per exemple, 1’area dels pics obtinguts amb una barreja
estandard egquimolar d’aminoacids no era homogénia, amb valors baixos per
a Blu, Asp, Ser, Thr i Arg. També s’'observaven wvariacions a la
derivatitzacid dels aminoiacids didabsilats (Lys, His i Tyr) entre una
analisi i una altra. Els problemes mencionats afecten la reproduibilitat
i la precisiéd en la quantificacid. A la Figura II1.16 es pot veure la
cromatogratia d’una barreja estindard d’aminoacids derivatitzats en les
condicions descrites per Chang et al. (1982). Es pot observar en ella

els problemes de resposta abans mencionats.

Per tal de millorar la fiabilitat de 1°analisi quantitativa
d 'aminoacids per dabsilaciéd i HPFLC vam iniciar un estudi sistematic de
les condicions de reaccid i conservacid dels derivats amb 1 °objectiu
d'optimitzar el rendiment i la reproduibilitat del metode. Al mateix
temps es va aprofitar per estendre la seva aplicacid a 17andlisi de
‘residus\ acid-labils, normalment no detectats en els procediments
habituals. En aguest apartat es descriuen els resultats obtinguts en
1’estudi mencionat; el seu interés excedeix en certa manera 1 ambit de
la seva aplicacid estricta a aquesta Tesi, perd es va considerar que 1la
utilitat futura del métode mereixia 1°’estudi general i exhaustiu que es

presenta,
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IIX.2.1. MILLORA DE L°EFICIENCIA I HOMOGENEITAT DE
LA DERIVATITZACIO

En el procés d'optimitzacid del metode d’analisi d’aminoacids es va
treballar sempre amb barreges estandard d’aminoacids o bé amb dues
proteines de composicid coneguda: RNasa A 1 lisozima. La barreja
estandard va ser utilitzada directament en els estudis de comparacid de
diferents condicions de dabsilacid, mentre que quan es quantificavay la
compasicid de proteines també s'hidrolitrava a la vegada un estandard
per tal de poder compensar possibles pérdues per oxidacid degudes a la
hidrélisi.

II1.2.1.a. SEGONS ELS ACIDS UTILITZATS

El procediment normal d hidrolisi acida d'una proteina es basa en
la utilitzacid de HC1 5,8 M, al que generalment s’addiciona
2-mercaptoetanol, fenol o ambdds per a que actuin com a protectors de la
degradaci¢ dels residus més susceptibles a 1'oxidacid. La hidrolisi  amb
acid clorhidric destrueix completament els residus triptéfan 1 la
determinacid d’aquests residus, poc nombrosos perd a vegades molt
importants segons de gquina proteina es tracti (Sabés, 1987), ha de ser

feta amb métodes indirectes, normalment espectrofotométrics.

Hem comprovat que el métode de derivatitzacid per dabsilacid permet
la determinacid de triptdfan en proteines si  la hidrdlisi de les
mateixes es duu a terme mitjangant una de les técniques no destructives
ja conegudes. Concretament, la hidrolisi de proteines segons els métodes
de Liu 1 Chang (1971) i de SGimpson et al. {(1976) amb  acid
p~toluensulfdnic 3 M o amb Acid metansulfonic 4 M respectivament
{contenint ambdds triptamina al 0,02Y%) permet la dabsilacidé posterior de
tots els residus aminoacids, incloent el triptéfan. El  tractament amb
acids sulfonics ddna un cert nombre de pics contaminants en el
cromatograma de HPLC, que no influeixen en la determinacid al ser eluits
fora de la sona on apareixen els aminpdcids. El triptéfan déna una

resposta molt similar a la dels altres aminodcids 1 és eluit entre la
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leucina i la fenilalanina (veure Figura III.Z21).

Aixi com en el métode estidndard d'hidrolisi amb Acid clorhidric
1’eliminacid de 1'acid es fa per evaporacid al buit o per liofilitzacio,
aquest procediment no és practicable en aquest cas al ser els dcids
sulfoénics no liofilitzables. Per tal de mantenir un pH 4ptim durant 1la
reaccid de derivatitzacid (cosa molt important, com es veurd a l’apartat
I11.2.1,e) cal ajustar la mostra ja sotmesa a hidrolisi a temperatura

elevada a pH 2,0 acuradament, mitjangant 1'addicid de dissolucions de

TAULA II1I.3

COMPARACIO DELS ACIDS UTILITZATS A LA HIDROLISI. RESULTATS
DE L'ANALISI D‘AMINOACIDS DE RNasa A I LISOZIMA AME HCl, FTS
I MS I FOSTERIOR DABSILACIO I ANALISI FER HFLC®

U B dUUN N T WO W

RNasaA Lisozim
. segons segons
Aminoadcid seqiéncia HCI PTS HS seqiiéncia HCI PTS Hs
Aspartic 15 16,6 13,3 15,7 21 21,2 23,1 25,0
Glutamic 12 10,4 11,9 11,2 5 4,5 7,1 6,5
Serina 15 11,5 14,7 12,9 10 8,8 10,5 11,5
Treonina 10 10,3 13,1 10,1 7 9,6 5,5 7,
Blicina 3 4,8 3,2 3,1 12 10,8 10,5 {1,
Alanina 12 12,5 11,2 11,3 12 11,4 12,1 12,
Prolina 4 4,2 3,9 3,2 2 2,3 1,6 i,
Valina 9 7,1 7.2 742 b 5,5 4,7 4,
Arginina 4 7,7 4,7 6,3 11 11,7 12,8 12,
Metionina 4 2,6 3,7 5,1 2 2,9 2,8 1
Isoleucina 3 2,7 1,9 1,4 () 5,0 5,3 S,
Leucina 2 2,9 2,2 1,8 8 741 8,2 8,
Triptofan - - - - &6 - 5,1 4,
Cistina 4 4,3 4,3 4,1 4 4,6 4,4 3,
Lisina 10 8,7 10,1 12,5 & 4,8 7,4 b,
Histidina 4 5,1 4,4 4,4 1 1,7 1,3 i,
Tirosina ) 4,7 5,7 7,5 3 2,4 3,1 2,

*Posteriorment a la hidrolisi, les mostres van ser derivatit-ades
i analitzades segons el métode de Chang et al. (1982)
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NagH 1 M o 3 M. La nostra experiéncia ens demostra que és convenient
efectuar, cada vegada que es tingui una série de mostres a analitzar,
una prova paral.lela de neutralitrzacié amb un volum gran del mateix acid
sulfonic utilitzat; aquesta precaucid permet ajustar molt acuradament el

volum necessari per a 1a neutralitzacid.

Agquesta neutralitzacid afegeix un pas més de manipulacia a
1’anAlisi i ha de ser feta amb molta precaucid de no introdulr
contaminacions. Tot i aixi, permet estalviar el pas de liofilitzacio de
1a hidrdlisi amb clorhidric, que é&s per la seva part una possible font
de pérdues i contaminacions encara més importants gque en el cas de la
neutralitzacid. L'estalvi d’aquest pas representa a la vegada un

cansiderable guany de temps.

Per comparar la fiabilitat dels diferents métodes dhidrolisi es va
tractar RNasa A i Lisozima amb els tres &cids abans anomenats 1 es va
procedir a la quantitatitzaciéd de la seva composicid en aminoacids. A la
Taula IIl.3 es poden veure els corresponents resultats. No s’observen
diferéncies substancials guant a la precisid de la determinacid segons
quin sigui 1°acid emprat. No obstant aixé, hi ha alguns valors que no
corresponen a la realitat, diferents segons 1 acid utilitzat, i que en
agquest estadi del desenvolupament del métode vam adjudicar a la manca
d'optimitzacid de la derivatitzacid. Aquesta va ser duta a ternme. seqons
el protocol de Chang et al. (1982) sense ﬁadificacions. Es pot comprovar
que els aminoacids més conflictius sdn  fonamentalment aquells que
sofreixven una deficient dabsilacid, com glutamic, serina, treonina,
arginina o lisina. Que els valaors obtinguts siguin, segmns els cassos,
meés alts o més baixos que en la realitat no és més gque el reflex de la
manca d’exactitut introduida a la quantitatitzacid a causa de la

deficient dabsilacié.

IIl.2.1.h. SEGUONS EL TIPUS DE DISEX&JBCIfgi&%ﬁﬁﬁl!ﬁﬁ?&, LA FORgA
IONICA I EL SOLVENT ORGANIC UTILITZATS

L estudi de diferents amortidors, concentraciéd dels mateivos i del

tipus de solvent organic utilitzats va confirmar que els escollits per
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Chang en el métode original eren els més adeqguats.

Com a amortidors s va assajar la dabsilacid en presencia de
bicarbonat sodic (sistema proposat per Chang), fosfat de trietilamina i
N-etil-morfolina, tots ells a la mateixa concentracid final de 64 mM
utilitzada en el métode original i a pH 9,0. Els resultats dels
diferents assajos van demostrar que la dabsilacid és més homogénia i de
més elevat rendiment en medi bicarbonat sodic. El fosfat de trietilamina
permet la dabsilacid de tots els residus, pert agreuja el problema de
baixa dabsilacid d’alguns d’ells, fonamentalment els dos &cids i 1la
tirosina. Pitjor és encara la resposta de la N-etil-morfolina, medi en
el que no és possible detectar Asp, 6lu, Lis, His i Tyr, 1 en el que la

dabsilacid de la resta de residus és en general molt deficient.

La variacid de la forca idnica del medi no va permetre apreciar
diferencies importants entre els diversos punts assajats. Aixi, quan es
dabsilaren mostres de patrons amb bicarbonat sddic a concentraciaons gque
oscil.laven entre 66 mM i 264 mM, 1'tdnic destacable va ser un petit
descens en la dabsilacid dels dos residus Acids en augmentar la forga
idnica. No aportant cap aventatja 1‘augment de forga idnica, es va

decidir continuar amb la proposada en el métode original.

Com a dissolvent organic diferent de 1‘acetona tant sols es va

assajar el dioxd, que va dorar resultats molt negatius que
desaconsellaren el seu ds.

III.2.1.c. SEGONS LA CONCENTRACIO DE CLORUR DE DABSIL

Una vegada establert que el sistema de dissoclvents emprat per Chang
en el métode original era el més adequat, vam procedir a 1°ajust de les

condicions dptimes de derivatitzacid.

Es va comprovar que quan la concentracid de clorur de dabsil a la
barreja de dabsilacid és augmentada de 2 a 3 vegades amb respecte a 1la
del métode estandard (2,66 aM), 1les Arees corresponents a certs
aminoacids augmenten considerablement, en particular les d’aquells
derivats que donaven una resposta baixa (Glu, Asp, Ser, Thr, His, Tyr)

(Figura 1I1I.17). En aquestes condicions de dabsilacié, 1 3rea
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FIGURA II1.17. Variacidé del grau de dabsilacid d’'aminoacids
proteinogénics segons les concentracions de clorur de dabsil emprades a

la reaccid de derivatitzacid. A 100 ul d’una barreja estandard (60 uM)
d’aminoacids en bicarbonat sddic 0,132M a pH 2,0 se 1i van afegir 100 ul

de clorur de dabsil en acetona a concentracions que oscil.laven entre

3,0 i 15mM i la barreja es va mantenir a 70 C durant 15 min.
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FIGURA II1.18. Variacid del grau de dabsilacié d'aminoacids
proteinogénics segons el percentatge d’acetona a la barreja final de

derivatitzacid. Volums progressivament creixents de dissolucid de clorur
de dabsil s’afegiren a volums progressivament decreixents de barreja
estandard d‘aminaécids; de manera que es va mantenir constants les
condicions finals seglents: concentracid d’aminolacids 60 u M,
concentracid de bicarbonat sédic (46 mM), pH (2,0} i concentracid de
clorur de dabsil (7,5 maM}. La barreja es va mantenir a 70° € durant 15

min.
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corresponent als residus didabsilats (Lys, His i Tyr) és gairebé el
doble de la corresponent als monodabsilats, i s‘elimina la variabilitat
anteriorment detectada en 1°'area dels pics de His i Tyr. També es de
remarcar que la homogeneitat general de dabsilarié es veu fortament

atavorida.

L‘ds de concentracions de clorur de dabsil superiors a 7,5 aM
produeix un descens progressiu a 1°area d’un bon nombre de residus, en
particular dels didabsilats., Agquest efecte ha de ser adjudicat
probablement a la formacid d’ agregats insolubles de reactiu, el qual es
troba per damunt del seu limit de solubilitat en 1a barreja
aiguasacetona utilitzada. Es possible que els agregats de reactiu puguin
fer coprecipitar els derivats més hidrofobics, fent 1'efecte de donar

lloc a un menor grau de derivatitzacid.

I11.2.1.d. SEGONS LA RELACIO DISSOLVENT AQUOS:
DISSOLVENT ORGANIC

La relacid de volums entre solvent aquds i solvent arganic és un
factor molt important de cara a una eficient i homogénia dabsilacid. A
la Figura III.18 pot observar-se que, per a la 'majoria d'aminoacids,
s'obté la maxima dabsilacid a relacions aigua:acetona entre 1:1 i 101,25
{v/v). Aquestes sén condicions diferents de les proposades per Chang
(1:2, v/v). Aquesta restriccid en la relacid de volums limita el
percentatge de solvent organic gque es pot utilitzar 1, per tant, la
concentracid final de clorur de dabsil utilitzada. A la figura s’‘observa
tlarament que la variacid en el grau de dabsilacié de residus com Lys,
His i Tyr és molt important guan el percentatge d'acetona cau fora dels
limits de seguretat, del que s‘en dedueix la necessitat tant d’ajustar
acuradament les condicions de dabsilacid, com de mantenir-les, evitant

al maxim 1 evaporacié d acetona durant el procés de derivatitzacié.

Dels dos factors que fins ara s’'han demostrat com més relacionats
amb les variacions en el grau de dabsilacid dels aminoacids, es pot
afirmar en principi gque la concentracid de clorur de dabsil estd més

relacionada amb el rendiment de la derivatitzacid, mentre que la relacid
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de volums entre aigqua i acetona afecta més directament a la seva
homogeneitat. Aquesta darrera afirmacid es dedueix directament de 1la
Figura 111.18 on, a més de les caracteristiques ja comentades, s’'observa
que, fora dels limits proposats, la variacid augmenta o disminueix
bruscament. Aixd fa que petites variacions en les relacions de volum
dins dels marges fins ara estandaritzats puguin provocar importants

difertdncies en el resultat final.

I11.2.1.e. SEGONS EL pH DE DERI\NYTITZACI(;

Els assajos realitzats a pH 8,5, 2,0 i 92,5 van demostrar que es pot
obtenir una lleugera millora en la homogeneitat de la derivatitzacid si
es treballa a pH 8,5 en lloc de 1’estandard 9,0 (Figura III.19). No
ohstant aixd, el maxim rendiment general del procés s'assolein a pH 9,0,
d’acord amb els resultats de Chang et al. (1981), i a pH 8,5 el grau de
derivatitzacié dels aminpdcids didabsilats disminueix clarament. A pH
- 92,5 s’'observa un descens important a les arees de molts dels residus, en
particular d’aquells que donen una rasposta baixa en les condicions
originals. AquesﬁAcompcrtament suggereix que la degradacid dels derivats
es déna amb major eficiéncia a pH elevat 1 és un proces que s'oposa a la
reaccid de derivatitzacid, de la mateixa manera que ho fan altres

reaccions de sulfonilacid relacionades (Gray, 1972).

Per concloure aquest apartat, a continuacid s’enumeren les
condicions de derivatitzacid considerades finalment com idbnies per
obtenir la maxima homogeneitat i rendiment en la derivatitzacié per
dabsilacid dels aminoacids proteinogénics, fent esment en tot cas de les

condicions finals a la barreja de reaccid:

Concentracid de clorur de dabsil: 7,5 mM
Contentracid de bicarbaonat sddic: 66 mM
Relacid aigua:acetona (v/v): 1:1 - 1:1,25
pH de la reaccid: 9,0

Temperaturas 70° C

Temps de reaccid: 15 min
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FIGURA III.19. Variacid del grau de dabsilacid d'aminodcids
proteinogénics segons el pH del medi. Concentracié de clorur de dabsil a

l1a barreja final, 7,5 mM. Altres condicions, excepte el pH de la solucid

d‘aminodcids en bicarbonat sddic, com a la Figura I11.17.
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111.2.2. ESTABILITAT I EMMAGATZAMAMENT DELS DABSIL-
AMINOACIDS

Un dels problemes amb quéd es troben molts dels metodes d'analisi
d‘aminodcids per derivatitzacid pre-columna és el de 1°estabilitat dels
derivats. Segons Chang et al. (1981; 1982; 1983) 1’'&drea dels pics dels
diferents aminoacids dabsilats es manté durant mesos guan aquests es
conserven a pH intermedi i a temperatura ambient. Malgrat aixd,
nosaltres hem observat que aquesta estabilitat no és absclutament
general, i que les arees d‘alguns residus poden disminuir fins un 304

després de mantenir les barreges a temperatura ambient durant 15 dies.

Per tal de definir les millors condicions per a 1’ 'emmegatzament
dels dabsil-aminoacids vam procedir a analitzar diverses aliquotes d’una
mateixa mostra conservades en condicions diferents durant 3 setmanes.
Els valors darea de pic obtinguts es van comparar amb els que
s ‘obtingueren en una analisi prévia, feta amb la mostra recent

dabsilada. Vam comprovar gque la conservacié dels derivats dabsilats a
~20° C o liofilitzats permetia mantenir les Arees dels pics dins d’‘un
error que oscil.iéva entre 11 1 el 2 4., En canvi, i tal com ja haviem
comprovat a la practica, la conservacié de les mostres a temperatura
ambient feia disminuir els valors d'area d'alguns dels residus,
particularment dels didabsilats. El1 mateix problema es detectd en

mostres conservades a 4° C durant el mateix periode de temps.

A la Figura II1.20, part A, es representen les arees obtingudes per
alguns residué conservats a diferents condicions; malgrat que, com pot
comprovar-se a la part B de 1la figura, 1'area mitja obtinguda a
temperatura ambient o a 4° £ no és significativament inferior a la
obtinguda en les altres dues tondicions, els residus His 1 Tyr,
fonamentalment, sén els que sofreixen més els efectes de conservacid en
condicions no idénies. Per altra banda, un bon nombre de residus, dels
que se’'n dona alguns exemples a la grafica, mantenen la seva Area
independentment de les condicions. La rad de 1la disminucid selectiva
d’area per part d’'alguns residus, concretament dels més hidrofébics una
vegada derivatitzats, ha de raure probablement en la insolubilitzacid

progressiva d’agquests derivats més veluminosos.
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FIGURA II1.20. Estudi de la conservacid dels dabsil- aminoacids
segons les condicions d’emmegatzament. (a), arees de diferents residus

aminodcids analitzats després de la dabsilacid (0) o després de
conservar-los tres setmanes a -20° € (A), liofilitzats {B), a
temperatura ambient (C) o a 4° C (D). (b) area mitja per residu després

de la conservacid; mateixos simbols que a la part (a).
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La dabsilacio és un métode de derivatitzacid particularment adequat
per a 1'andlisi automatitzada d’aminodcids donada la gran estabilitat
observada. El1 descens en area de pic durant un dia de trehall a
temperatura ambient per als residus menys estables (~1%4) és inferior a
1 umbral de precisid del métode de quantitatitzacid. L'us combinat d’un
aplicador automatic de mostres i d'un programa de cromatografia rapida
(veure més endavant) permeten 1 andlisi d’aproximadament 40 mostres en
un sol dia amb errors despreciables quant a la degradacid. QGuan se
segueix aquest procediment és aconsellable insertar un estandard cada S
o 10 mostres per tal d'assegurar la precisid en la quantitatitzacid i
identificacid dels pics per temps de retencid., Cas que les mostres
dabsilades no puguin ser analitrades el mateix dia, aquestes poden ser

conservades a ~20° € sense que sofreixin degradacions,

I11.2.3. CROMATOGRAFIES RAPIDA I D°'ALTA RESGLUCIé

Segons quina sigui la naturalesa de la proteina a estudiar cal
aplicar diferenté'brogrames cromatogratics. Aixd és una consegiéncia de
la composicid diferencial d’algunes proteines: si bé la majoria d'elles
poden ser analitzades amb un sistema de cromatografia rapida, n'hi ha
algunes que sdn particularment riques en certs residus aminoacids, amb
gran diferéncia respecte als altres. En aquests casos, i en aquells en
que calgui analitzar certs aminodcids wmodificats, serd necessari

utilitzar gradients més suaus i selectius.

Per analisis de rutina, on el factor més important és la rapidesa,
hem disenyat un programa de gradient que permet separar els 20
aminoacids primaris en 25 min (Figura III.21), aproximadament el &0 %
del temps necessari per analisi en el métode de Chang et al. (1982;
1983). Aguesta reduccié en el temps d’andlisi va ser possible gricies a
1°ds d'una columna C-18 de suport esféric, 4 um de mida de particula i
15 cm de llargada (Novapak €-18, Waters). El1 gradient i els solvents

utilitzats en aquesta separacid s’especifiquen a la figura.

Es possible escurgar aquests passos 1 efectuar la separacid en

menys de 20 minuts, perd en aquest cas es pot veure afectada 1la
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distribucid homogénia de pics i aparéixer alguns solapaments, amb el que

el sistema d'integracio pot funcionar inadecuadament.

Quan la composicid de la proteina estd descompensada, amb  valors
molt elevats per alguns aminodcids {(cas de Gly i1 Pro al col.lagen i de
tys i Arg a les histones 1 protamines), és recomanable emprar un
gradient més suau, no il.lustrat amb grafiques, i que s’'indica a

continuacids:

1L AL 94 B a0 ming 404 B a 24 ming 464 B a 25 ning
55% B a 31 ming 0% B a 33 min.

En el cas que es desitji separar un nombre plevat de derivats, com
quan  existeixen mpdificacions  covalents post-traduccionals o
modificacions artificials, és recomanable 1° ds d’un gradient encara més
suau, il.lustrat a la Figura II1.22. Malgrat que agquest programa d'alta
resolucid és relativament lent, la separacid dels aminocacids primparis i
modificats &3 encara més rapida que amb altres métodes analitics basats
en la cromatografia de bescanvi idnic i derivatitzacid post-columna, ja
sigui en la modalitat estandard (Bohlen 1 Schroeder, 1982) o en la
estesa per a fluids fisioldgics (Medenburg, 1971). Cal remarcar gque éen
aquest programa, tot i mantenint idéentiques la resta de condicions
d‘analisi amb respecte al métode rapid, és necessari ajustar el gH de la
dissolucid de fosfat a 6,4, és a dir, 0,1 unitats per sobre de les

condicions estandard.

Aquestes condicions d’andlisi poden ser aplicades a diferents
columnes de fase reversa. Cal recordar pero que, com ja deien Chang et
al (1982; 1983), la posicid cromatografica de certs derivéts {Blu, -Asp,
Arg...) &s lleugerament depenent de la columna que s’utilitzi, i cal
ajustar la ¥ar¢a idnica del medi fins assolir la separacid desitjada.
Amb 1a columna Novapak, per exemple, a 12 mM fosfat, condicions iddnies
per 3 la columna Lichrosorb, =1 pic d'arginina se solapa amb el de
prolina, mentre que a 8 mM ho fa amb el de metionina. Com ja s expressa
anteriorment, 9,0 mM de fosfat es la forga idnica adequada per aquesta
columna, a la que fArg elueir entre Val i Met.

Els residus cisteina normalment s’analitrzen després de
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convertir-los a un derivat més estable. En aquest treball hem estudiat
les posicions de dos dels més usuals, carboximetilcisteina o acid
cisteic, que elueixen en una posicid cromatografica neta de
contaminacions (veure Taula IIl1.4). La forma oxidada natural de la
cisteina, la cistina pot ser analitzada directament sense conversia,
puix que és estable a la hidrolisi amb acids sulfonics i el seu derivat

dabsilat elueix entre els derivats de fenilalanina i amoni.

IITI.2.4. ANALISI DE RESIDUS ACID-LABILS

Jda s'ha comentat a 1’apartat III.2.1.a que la hidrolisi de
proteines amb Acids sulfdénics i posterior dabsilacid permet 1'analisi de
triptdfan sense necessitat d’'haver de recdrrer a métodes alternatius.
Els residus asparagina i glutamina també sofreixen degradacid en
preséncia d'acid, fins 1 tot guan aquest és un acid sulfonic,

convertint-se en aspartic i glutamic respectivament.

El tractament de la proteina amb el reactiu bis
(trifluorcacetoxiliodo benzé (BTI) previ a ‘la hidralisi acida permet
analitzar Asn i Gln directament (Scby i Johnson, 1981). Aguest reactiu
converteix els residus carboxamida en les seves corresponents diamines,
acid diaminopropibnic (DAPA) i A4cid diaminobutiric (DABA), evitant 1la
seva conversid a les formes acides durant la hidrolisi. Hem comprovat
que després d’aquest tractament quimic la major part dels aminoacids
poden ser analitzats per dabsilacid~HPLC de la manera habitual i1 sense
interferéncies. També s'cbserva un descens en 1'area dels pics
corresponents a acid aspartic i Acid glutdmic i 1’aparicid de dos pics
especifics per dabéil~DAPA i dabsil~DABA (Figures III.21 i 111,22).

Malgrat el bon resultat del métode a nivell qualitatiu, la
_conversid de Asn i Gln en DAPA i DABA va estar sempre lluny de ser
guantitativa quan el métode es va assajar amb proteines patrd com RNasa
Al lisozima. A més, el tractament amb BTI modifica certs residus com
Met, Trp, His 1 Tyr, fent desplagar o eliminant els seus derivats
dabsilats de la cromatografia. Aguest efecte &s degut probablement a

reaccions de iodinacid (Merkushev et al., 1980) provocades pel reactiu.
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En aguest estadi, és necessidria encara una andlisi duplicada de la
mostra, amb BTI i sense, per a l1a determinacid de tots els derivats

d’aminoacids proteinogénics.

IIr.2.s. ﬂNALISI D‘AMINDACIDS MODIFICATS

A més dels 20 #minaétids primaris les proteines contenen més de 100
aminoacids secundaris naturals produits per modificacions
post-traduccionals covalents (Ury i Wold, 1977; Wold i Moldave, 1984).
Si considerem a més que, durant 1°aillament de proteines o com a
conseqidncia dels tractaments destinats a conéixer-ne la composicid
d’aminodcids, la seqgiéncia i la conformacid, o a detectar els residus
funcionals, es genera una important quantitat d’aminocacids 'mndificatﬁ,
podem facilment deduir que el nombre total d’amincacids susceptibles de
ser analitzats és forga elevat. Les metodologies per a detectar els

aminoacids modificats son molt diverses (Wold i Moldave, 1984).

El programa de cromatografia d’alta resolucid, presentat a 1la
Figura ITI1.22, permet aillar i guantificar un bon nombre d’aminocacids
modificats detectats freglientment en proteines natives o generats
després de tractaments quimics de les mateixes. A la Taula I1Il1.4 es
relacionen els derivats dabsilats gue s’han aillat i identificat,
juntament amb els temps de retencid caracteristics segons el programa
utilitzat, Es pot deduir facilment a partir de 1la Taula que els
programes rapids no sdn capagos de resoldre tots els derivats, mentre
que el programa estés permet separar la majoria dels derivats com pics
individuals, Agquesta informacid pot ser dtil en la interpretacid de pics
desconeguts o colces apareguts durant 1'analisi rutinadria de proteines
pel métode de dabsilacid~MHPLC.

Al mateix temps que s'assajava el comportament cromatografic de
diversos derivats, es va estudiar el corresponent a dos dels utilitzats
normalment com estandards interns en el métode classic de bescanvi
ignic: norleucina i 6- f-(4-piridiletil)-D,L-penicilamina (Riordan i
Giese, 1977). Vam comprovar que el seu s no és viable amb aquest

métode, puix que - aguests derivats sdn eluits en una regid molt saturada



Resuitats i Discussid

JT4IIngQouTEERIp-4*Z PIIY #4
J1ugrdoadoutweIp-g¢Z PIJY &

BUIPIISTYTTIBWIXOGQIE] *%%
BPUTWRTIDTURD-TI0-(T13BTIPTIID-p)— -5 *#
PUIDISTITIIBWIXOQIR] %

068y (891 BUTITEA

Cl'vL BUISOJITII0LT IN-S 108y PUD}DIE] BUT.ISSOWOH
g9'ss Z8*v2 PUTSOJT] LLt LY JAML A BUTTO4]
£840L PUIST{-1T33U- 3 ~N o9'ch euTUE TY- ¢
Z1t49 19¢¢e PUTPTI}SIH LyisY BUTPTIISIYT 13BN
L6419 G1's2Z BUISIT 08 vy Bv'ar BUTUR Y
59499 BUTST]IXDJPIH~Q L95Y - L0'GT BUTDTIH
AL ## vsud 1Ltz 6941 BUTUOad]
£9°G69 # Ydyva 89‘ct BUD} NS BPUTUOTIAY
ov'ce 98*12 HN L9ty BPUTJSSOWOH
9468 65402 BUIISI) Srtzy PIXQ4INS epUIUCTIIAY
zL'9% *¥¥BUTIP IS TH-WD Sty 81ty BUTIBG
z8'cs FA'AEYS BUTUB[E[TUS yaias BUTWEINTY
284G BUTINA JJON cobyze euibesedsy
£8'ta £0t61 ue3Qldray Zriog BUT104dTXOJIP TH-¥
ZZtvs BUTUaINUTY cataz *BUIBYSID-W]
L5'SS £9's1 BUTINST o1‘sz BUTSOJT}04504
Zb'2s *#%d3d-t ZB* 22 05'6 Stwweinib proy
L9'2S teier BUTINB OS] 089z PUTUOS 1304504
2915 6L LY ePUTUO T8 Got9z L% d13Jedse pioy
S9 st |$50VA eututbay 996z 3193510 pIioy
1064 . BUIalS 1] 06 vZ PUTJIA504504

8 v . _ 8 v

(ure) @rouazas ap sdway progouray (ure) orouazas ap sduay proeourey

- 207 -

WHUDJomwm VLY, d YIHYHODLUWONMD 3d YW3ILSIS (9) f9al-yM
VI4UNOOLIUWOMD 30 YW3LSIS (W)  “INIWYSIWIND S1vII4IA0W I STWHNALUN SAIJYONIWY.d
S1UTISHYd  SIVYATYHIG SININ3LAIT 30 USHM3AZY 35vd 30 O7dH NI DION3L3NY 30 SdW3L

Y°IIT vInvl

.


http://iQ.3k.4Je4-�

Resultats i Discussid

de pics, 21 que fa que els solapaments inevitables afectin 1 'exactitud
de la guantitatitzacid. Suggerim com estandard intern el derivat
aminoacid nitrotirosina, el producte de dabsilacid del qual apareix en
una regid neta del cromatograma {vewre Figura II1.22 1 Taula 111.4) i
pot ser guantificat faAcilment per espectrofotometria a 381 nm  {punt
isosbéstic respecte al pH de = 2200 mol™! ca~}). Agquest derivat és,

a més, forca estable a la hidroélisi si 5'addiciona al medi

2-mercaptostanol i fenol (0,054 de cada un) durant el tractament acid.

III.2.6. SENSIBILITAT DEL METODE

A la major part d experiments duts a terme en agquest treball es va
utilitzar 1 nmol de proteina del que, després de la hidrolisi i
dabsilacid, se n’'injectd 1710 (100 pmols) a la columna de fase reversa.
Segons els treballs de Chang et al. (193813 1982; 1983), la sensibilitat
del métode permet 1'anidlisi de 520 pmols de cada aminoicid. No obstant,
quan la quantitat inicial de proteina és inferior a 100 pmols,
considerem que és important prendre mesuwres de precaucid exigents per:
evitar la contaminacid de la mostra (Hare, 1977) i pérduss de derivats

per adsorcid als tubs (Robel, 1973},

II1.2.7. REPRODUIBILITAT DEL METODE

La reproduitilitat del métode de dabsilacid~HPLE es va estudiar amb
referéncia a cada un dels passos del métode analitic, per tal de veure
quina era la influencia de cada un d'ells en el resultat final. Aixi, es
va estudiar la reproduibilitat de la cromatografia, la corresponent al
procés de dabsilacid, 1 la corresponent a la  hidrélisi i a
1’emmagatzament. Cada un dels dos passos posteriors acumula, a més de
l'error intrinsec gue pugui tenir, el degut al pas o passos que tenen
1loc anteriorment. Aixl, per exemple, a 1’errar que pugui haver-hi al °
cromatografiar dues mostres diferents s’hi acumulard el degut a

1’anterior dabsilacid.
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TAULA IXII.5
REPRODUIBILITAT DE LES ANALISIS D'AMINDACIDS PER DABSILACIG-HPLC

Influéncia de la cromatografia, dabsilacid i emmagatzament a 1’analisi
quantitativa d'una proteina estandard (lisozim de pollastre)
hidrolitzada amb acid p-toluensulfdnic 3 M a 110® € durant 22 h. Els
valors es refereixen a residus per molécula i s'expressen en mitja *
D.E. de 7 determinacions diferents, fetes en les condicions seglients:
"{fA) Es va dabsilar una mostra d'hidrolitzat de lisorimy la mostra va
ser separada en set aliquotes gue van ser analitzades immediatament;
(B) set aliquotes d'una mostra d’hidrolitzat de lisozim van ser
dabsilades individualment i analitzades immediatamenty (C) en dies
diferents, set mostres gque contenien la mateixa quantitat de lisozim
liofilitzat van ser hidrolitzades 1 dabsilades immediatament. Les
mostres dabsilades van ser conservades a -20° C durant dos nesos,
analitzant~les posteriorment totes juntes el mateix dia; (D) valars
deduits de 1'andlisi seqlencial.

Aminodcid A B c D
tn = 7) n =7) n =77
Acid agpartic - 21,81 + 0,20 21,62 + 0,24 21,52 + 1,14 21
© Acid glutamic 5,34 + 0,09 S,76 + 0,12 4,32 + 0,47 3
Serina 9,79 + 0,17 10,10 + 0,14 9,67 + 1,01 10
Treonina &,68 + 0,02 7,07 + 0,23 6,12 £ 1,01 7
Glicina 12,06 + 0,12 12,10 + 0,05 12,77 + 0,12 12
Alanina ‘ 11,37 + 0,12 11,32 + 0,18 12,00 + 0,29 12
Pralina 2,08 + 0,04 2,19 + 0,13 2421 + 0,06 2
Valina 5,45 + 0,08 3,28 + 0,10 5,32 + 0,28 &
Arginina 12,07 + 0,05 11,81 + 0,10 11,26 + 0,70 i1
Metionina 2,11 + 0,04 2,02 + 0,16 2,01 + 0,481 2
Isoleucina 5,43 + 0,09 5,29 * 0,14 5,71 + 0,49 &
Leucina 8,39 + 0,09 8,15 + 0,14 8,5 + 0,44 8
Triptafan 6,14 + 0,07 5,89 + 0,13 6,53 + 0,43 &
Fenilalanina 3,20 + 0,10 3,31 + 0,23 3,23 + 0,32 3
Cistina © 4,25 + 0,07 4,11 + 0,07 4,40 + 0,45 4
Lisina S5,76 + 0,05 5,73 ¢+ 0,11 4,94 ¥ 0,70 &
Histidina 1,13 + 0,03 1,36 + 0,09 1,00 + 0,18 1
Tirosina 2,75 + 0,04 2,76 + 0,19 3,16 + 0,73 3
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Es van dur a terme tres séries diferents d'andlisi d’aminoidcids amb
hidrolitzats de lisozima amb acid p-toluensulfonic. 5i s’observen els
valors de la Taula II1.5, columna A, es comprova que, al nivell de 100
pmol de carrega, la reproduibilitat del sistema cromatografic considerat
ailladament és d’aproximadament el 1,3 % {(Desviacid Estandard Relativa,
D.E.R.). Aguesta variabilitat és la deguda a les diferéncies en area de
pic, a possibles errors en la integracid i a 1 'estabilitat diferencial a
curt termini dels derivats dabsilats quan s analitzen amb 1%ajut d'un
injector automdtic de mostres). Buan es considera també la variabilitat
deguda al procés de dabsilacid, columna B de la Taula II1.5, la
reproduibilitat mitja és del 2,174 (D.E.R.). Aguest valor és comparable
als obtinguts amb métodes classics de bescanvi idnic (Needleman, 1970) o
de derivatitzacid post-columna amb o-ftaldehid {Bohlen i Schroeder,
1982).

A 1la columna C de la Taula 1I1.5 s’expressa la reproduibilitat  del
mdtode quan es consideren totes les possibles fonts de variabilitat:
hidrolisi, dabsilacid i emmagatzament a -20* C, tot fet en diss
diferents i amb preparacions diferents de reactius., A aquests factors
cal ajuntar~hi el de la cromatografia final. Es comprova que la
reproduibilitat disminueisx fins a un 7,54 (D.E.R.), variabilitat
important, perd gue ha de ser adjudicada a les condicions extremaé dé.
1’experiment. El sol fet de no emmagatzemar els derivats a -20° C fa que
la reproduibilitat presenti un valor ja més acceptable del $,2%
{D.E.R.}. 8&'n pot concluir que, per analisis quantitatius de precisid
#5 recomanable no emmagatzemar els derivats i procedir a la seva

immediata cromatografia després de la dabsilacid.
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I111.3. IDENTITAT DE LES DUES FORMES DE PCPA

Les dues formes de procarboxipeptidasa A de péncregs de porc
presenten diferéncies en quant al seu comportament durant 1 activacid
triptica {(Martinez et al., 1981}, de la mateixa manera que succeix amb
les diferents formes oligomériques de 1la procarboxipeptidasa A de
pancreas de bou. Aquestes diferéncies de comportament s han  interpretat
normalment com  efectes de 1l'estructura quaternaria sobre la

- funcionalitat de la subunitat procarboxipeptidasa A. Sembla més
improbable que puguin ser degudes a diferéncies estructurals entre les
subuni tats precursores de 1 activitat CPA. No obstant aguest punt de
vista generalment acceptat, mai no s'ha fet amb les PCPAs bovines, les
més estudiades, un estudi estructural comparatiu entre les subunitats I
aillades a partir de les formes 55 i 86. Tant sols, a partir d’analisis
d’aminoicids fets amb la subunitat I aillada a partir del ccmﬁlex
ternari (Freisheim‘et al., 1967a) i de la deduccid de la composicid de
la subunitat I aillada a hartir tel complexk binari &85, feta per
substraccid de la composicid de la subunitat II sobre la composicid
total del complex binari (Uren i Neurath, 1972), es pot deduir que hi ha
una elevada homologia entre la composicid d'aminoadcids d’ambdues PCPA.
Les diferéncies observades han de ser adjudicades a que les andlisis no
han estat fetes simultaniament i 3 que, depenent dels autors, s‘han
considerat pesos moleculars lleugerament diferents per a  formes
obviament iguals.

Pel que respecta a les procarboxipeptidases A de pancreas de porc,
se sap que tant la PCPA monomérica natural com la subunitat PCFA en el
complex binari posseeixen el mateix pes molecular {Kobayashi et al.,
197835 Martinez et al., 1981). La composicid d’aminoAcids de la subunitat
PCPA aillada del complex binari per cromatografia en 8DS resultava ser
practicament igual {considerant 1error experimental)} que ia
corresponent al mondmer natural {Kobayashi et al., 1978). Per altra
banda, els mapes peptidics de les dues formes, seguits per electroforesi
en SDS després del tractaments fets amb bromur de ciandgen i Acid

o-iodosobenzoic, van demostrar gue, pel gue respecta als residus Met i
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Trp respectivament, les seves posicions a la seqléncia, aixi com la
1largada dels fragments que gqueden limitats per ambdds residus
aminoacids sén plenament coincidents entre una forma i altra de PCPA.
Les uniques diferéncies aparegudes en aquests mapes peptidics foren les
bandes corresponents al trencament de 1la subunitat PPE, present al
complex binari. Malgrat aquestes coincidéncies, no es pot encara
concloure definitivament que la PCPA presenta la mateixa seqléncia en

ambhdues formes.

Cal afegir que anteriorment hem aillat la subunitat PCPA del
complex binari de pancreas de porc mitjangcant cromatografia en  medi
dissociant (Vendrell, 1981; Vendrell et al., 1982; apartat II1.1.2). éAmb
totes les subunitats aillades es van poder dur a terme estudis de
reconstitucid que indicaven que les duss formes monomériques eren
capaces d associar-se amb la PPE donant, respectivament, un complex
hibrid 1 un de reconstituit gque no presentaven diferéncies quant a

comportament en front de 1’activacid triptica.

Per tal d’aportar dades més concloents respecte la identitat de les
dues PCPA vam dur a terme una série de comparacions estructurals i

funcionals mitjangant mapes peptidics i estudis d'activacid.
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III.3.1. MAPES PEPTIDICS COMPARATIUS
II1.3.1.a. PER CROMATOGRAFIA EN CAPA PRIMA

A la Figura 111.23 es poden veure els mapes peptidics triptics
bi&imensicnals de les dues formes de la PCPA, fets en un suport de capa
prima de silica gel. La primera dimensid del mapa peptidic va ser una
cromatografia en un medi que contenia cloroform, etanol, metanol i
aigua, mentre que la segona dimensid fou una electroforesi d’alt
letatge en un medi piridinazacétic a pH 4,7. Es pot comprovar que el
patrd de fragmentacid, tant pel que respecta al nombre de péptids com al
seu desplagament cromatografic o electroforétic, és practicament idéntic
en els dos casos. En alguns punts es van observar lleugeres diferéncies
en la intensitat de les marques de fluorescamina, Aixd podria ser dequt
a una diferent eficiéncia en la digestid triptica de les dues proteines
com a conseqiéncia de la qual s’hauria detectat en el mapa algun péptid
producte de digestid incompleta. Aquesta possibilitat vé recolgada per
la preséncia d’'un nombre de marques superior al que es podria esperar a

partir del nombre.de residus basics de la proteina.

II1.3.1.b. PER HPLC

El mateiy tipus de comparacid, i amb els mateixos objectius gue en
1‘apartat anterior, es va dur a terme per cromatografia liguida d‘alta
pressid, segons es descriu en 1’apartat 11.4.2.b. Els mapes triptics
cumparétius de les dues farmes de la PCPA, seqguits per cromatografia de
HPLC en fase reversa (C-18) van evidenciar una identitat gairebé
absoluta hel que respecta a la preséncia i posicié de pics homdlegs
(Figura II1.24). Les uniques diferéncies apreciabhles sdn petites
variacions en 1} ’algada dels pics que, com es comentava anteriorment,
pﬁdrien ser degudes a lleugeres diferéncies en 1’eficiéncia de la

digestid triptica.
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FIGURA 11X.24 Mapes peptidics triptics per HPLC de PCPA II (a) i
PCPA Im (b). Les proteines carboximetil.lades foren digerides tal com

s'indica a I1.3.2 i aplicades a una columna U-Bondapak C-18 de fase
reversa (Waters). Solvents: A, TFA 0,1%; B, acetonitril 804 + TFA 0,09%.
Flux: 1 ml/min. S'indica el resultat de les tincions especifiques pels
peptids que contenen histidina (A), tirosina (@) i triptéfan (O). El

gradient emprat s’indica al damunt de la grafica.
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II1.3.1.c. DETECCIO DE RESIDUS ESPECIFICS ALS MAPES DE HPLC

Els mapes peptidics seguits per HPLC 1 comentats al subapartat
anterior es van fer a nivell semipreparatiu per tal de poder recollir
els diferents pics i procedir a continuacid a la deteccid de residus
especifics per tincions diverses (veure apartat I1I1.5.4), Una vegada
recollides i liofilitrzades les diferents fraccions, es van redisoldre en
un petit volum d 'hidrdnid aménic diluit (pH 9,0} i es van aplicar
puntualment a dues plaques de silica gel, sobre les que es van dur a
terme les tincions. A la mateixa Figura 111.24 es pot veure el resultat
d'aquestes tincions, al gue s°'hi afegeix el resultat de la deteccid de
residus triptofan per seguiment de 1‘absorbancia a 2995nm durant la
cromatografia. Es pot comprovar que la identitat quant a la posicid dels
peptids que contenen residus His 1 Tyr (els quals sd6n importants en
relacid a 1’accid catalitica de la CPA) i quant a la posicid dels que

contenen triptdfan és absoluta.

Del conjunt de resultats abtinguts amb els mapes beptidics en podem
concloure que la procarboxipeptidasa A monomérica natural i la
protomérica aillada del complex binari posseeixen seqléncies molt
similars, si no iguals, i probablement idéntiques pel que respecta a
regions funcionalment importants. Malgrat les evidéncies, la seva
identitat seqiiencial només podra ser plenament comprovada per

determinacid de les estructures primidries.
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II1.3.2. IDENTITAT DELS SEGMENTS D'ACTIVACIO

Estudis anteriors del nostre grup ja havien aportat diverses proves
a favor de la identitat dels ssgment5 d’activacid de les duss formes de
PCPA. Aixi, per exemple, San Segundo (1282) va demostrar qua‘ els pesos
maleculars dels segments alliberats a temps curts d'activacid eren
idéntics i que els diferents fragments produits a temps més 1largs
d'activacid eren també probablement iguals, malgrat que en aquest darrer
tas no es podia fer una afirmacid concluent donada la poca resolucid del
sistema electroforétic emprat., Els mateiuos mapes peptidics seguits per
electroforesi i comentats a 1'apartat anterior sdn ja una prova de que

1a situacid de certs residus a la seqgiéncia és la mateixa.

Vam procedir en primer lloc a seguir 1'alliberament de péptids
durant 1 activacid de les dues formes de PCPA per mapes peptidics en
capa prima. Tant les cromatografies monodimensionals com els mapes
bidimensionals per cromatografia i electroforesi van evidenciar que els
péptidé allibarats durént 1'activacid de les dues formes monomérigues,
natural i protomérica, eren els mateixos, segons la preséncia de taques
tenyides amb fiuﬁ?egcamina permetia deduir, encara gue la progressid en
la intensitat de 1les taques seguia una cindtica diferent. Agquests
resultats no es mostren al ser en certa manera redundants amb els que es
descriuen a continuacid.

També es va procedir a 1’cbtencid de mapes peptidics per HPLC dels
dos segments. Per a tal finalitat, una vegada separades les subunitats
del complex binari, s'ailla el segment d’activacid de cada una d’elles
per cromatografia de bescanvi idnic en preséncia d’urea mitijangant el
procediment descrit a 1 apartat 1I1.1.3. Els segments d’activacid aillats
van ser digerits amb tripsina i les barreges de péptids analitzades per
cromatografia en fase reversa. A la Figura I111.25 es poden veure els dos
mapes peptidics comparatius. Els dos segments presenten una completa
identitat quant a temps de retencid dels diferents péptids es refereix.
Certes diferéncies en 1' algada dels pics poden ser degudes a petites
variacions en 1 eficiéncia de la digestid triptica, en la redissolucid
de les barreges liofilitzades, o en la mateixa cromatografia (cas dsls

cinc primers péptids). Les diferéncies en la recuperacid del primer dels
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FIGURA III.295 Mapes triptics comparatius per HPLC dels segments
d'activacid aillats a partir de la PCPA II (a) i de la PCPA Im (b) en

columna u-Bondapak C-18 (Waters). Solvents: A, TFA 0,05%; B, acetonitril
80%Z + TFA 0,045%. Flux: 1 ml/min. El gradient s’indica ala damunt de 1la
grafica. ‘
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péptids del doblet aparequt a temps de retencid d’aproximadament 90 ain
i del péptid aparegut a 1046 min eren més dificils d’explicar 1 posaven
dubtes a la identitat d’'ambdés segments. El coneixement de la composicia
d’aminodcids dels dos péptids que formen el doblet i la variabilitat en
la recuperacid del darrer dels péptids, fins i tot a partir de la
mateixa mostra de proteina (veure apartats 1II.4.2 i 1I1.4.3), van
permetre adjudicar les diferéncies observades només a variacions en
1'eficiéncia de la digestid i de la recuperacid, 1 no a canvis en la

composicid dels dos segments d’activacio.

Aixi doncs, es pot concloure que els segments d'activacid de les
dues formes de PCPA sén estructuralment iguals. Aguesta afirmacio vé
recolgada per la identitat en composicid i per mapes peptidics de les
dues PCPA i per 1’ 'observacid d’un mateiy model de trencament triptic en
els dos segments aillats.

Ir1Ir.z.3. ACTIVACIé DE LES FORMES MONOMERIQUES

La procarboxipeptidasa A protomérica aillada a partir del complex
binari natural posseeix una  activitat especifica potencial
d’aproximadament el 60 X de la corresponent a la forma monomérica
natural, després de les cromatografies i didlisis descrites a I1.1.2. El
valor de 1'activitat potencial assolida augmenta fins a un 85 %
aproximadament gquan la mostra és recromatografiada en abséncia d'urea o
es conserva precipitada en sulfat amdnic abans de la mesura d’activitat.
En cap cas perd, es va recuperar el 100 %4 de l’activitat potencial. Cal,
perd, tenir en compte gue aguesta proteina havia sofert un tkactament
dissociador i desnaturalitzador amb urea 7 M.

Aquest fet es veu reflectit a les corbes que defineixen el curs
d’ac@ivacié triptica de les dues formes monomérigques (Figura I1I.28).
Pot comprovar-se que les dues PCPA presenten un mateix comportament des
dun punt de vista gualitatiu, amb corbes d’activacid molt similars,
perd que difereixen gquant als valors puntuals.

Com es veura més endavant, 1’expressid del 100% de 1 activitat

potencial de la procarboxipeptidasa A depén de 1la desaparicié de la
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FIGURA 11I.26 Corbes de generacid d’activitat per accid de 1a
tripsina en PCPA monomérica natural (@) i en la PCPA protomérica aillada

a partir del complex binari (O). Relacid PCPA/tripsina 4/1 (p/p). Medi
d’activacio, fosfat sédic 20mM (pH 6,50 a 25° €. Mesura d’'activitat

peptidasica, amh BGP imM.
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FIGURA IXI1.27 Corbes de generacid d’activitat per accid de 1la
tripsina schre els complexos formats per la PCPA 11 (@) 1 la PCPA Im (O)
amb la PPE ai’iiaﬁaA a partir del complex binari natural, §’'indica com a
comparacid la corba corresponent al complex binari natural, PCFA 1 (-},

Condicions d‘activacid, com a la Figura III.26.
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totalitat o una gran part del segment d’activacid. En altres paraules,
la rad de que ] activitat expressada no sigui la total és5 1'efecte
inhibidor que el segment té sobre 1l’enzim, fet per altra part plenament
compravat (San Segundo et al., 1982). Aixl doncs, les diferéncies
d'activitat observades entre les dues formes de PCPA podrien ser degudes
a que el segment de la forma protomérica fos un inhibidor més efectiu
que el corresponent al monomer natural, Hem vist abans que es possible
descartar raons estructurals {(els dos segments semblen posseir
seqiéncies idéntigues, al menys fins un grau important) 1 resta la
possibilitat que existissin petites variacions en la conformacio dels
dos segments, Aquesta explicacid #s, no obstant, poc consistent, i
sembla més adequat pensar gue una petita part de la PCPA protomérica ha
restat irreversiblement inactivada com a conseqgligncia del tractament
dissociant. Aquesta explicacid seria consistent amb una coarba

d'activacid gqualitativament igual perd amb diferéncies guantitatives.

ITI.3.4. ACTIVACIO DELS COMPLEXES BINARIS

A les corbes d activitat CFA generada per accid de la tripsina
sobre els complexos binaris formats per les dues PCPA monomériques 1 la
proproteinasa E s’'nbserven les mateixes diferéncies quantitatives
comentades en 1 apartat anterior, encara que en grau inferior. A 1la
Figura II1.27 es pot veure la representacid del transcurs de 1'activacié
del complex reconstituit (PCPA I m + PPE) i del complex hibrid (PCPA 11
+ PPE) i es comprova que les dues corbes sdén iguals des d'un punt de
vista gualitatiu, mantenint-se certes diferéncies quantitatives. En el
cas dels complexes binaris, 17activitat potencial total assolida va ser
“d’aproximadament el 95 L a la corresponent al complex binari natural.
Aquests resultats abonen, de manera més fefaent a com ho feien els
obtinguts amb les formes monomériques, la identitat entre les dues
PCPA.

Una altra possibilitat de comparar el comportament dels complexos
binaris reconstituit i hibrid és la de seguir la generacid d’activitat

proteinasa E al llarg del temps per accié de la tripsina (Figura
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FIGURA 111.28 Generacid d'activitat proteinasa E per accid de la
tripsina en els mateixos complexos de la Figura I11.27, 1 amb 1 'addicid

de la corba corresponent a la proproteinasa E afllada {(— — — 4,
Mateixes condicions d’'activacid que a 1les Figqures 1I1.26 i 111.27.

Activitat sequida amb el substrat N-succinil-(L-Ala)s-pNA 1aM.
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111.28). En aquest cas és evident la practicament total identitat de
comportament de les diferents barreges. Cal dir, no obstant, que la
propraoteinasa E presenta un procés d’activacid independent de la seva
associacid a la subunitat PCPA (veure la mateixa figura), amb el que és
necessari comentar que d’aguest experiment no se’'n poden  treure
conclusions sobre la funcionalitat de dita subunitat ni  sobre 1'efecte

que pugui tenir el procediment seguit en el seu aillament.

Al capitol III.S es parlard de manera més aprofundida sobre les
caracteristiques diferencials dels processos d’activacid triptica de 1la
PCPA monomérica i del seu complex binari, que han estat presentats aqui

només per a servir de comparacid entre les dues PCPA monomérigues.

I1II.3.5. DISMINUCIO DE L ACTIVITAT INTRINSECA PER
ADDICIO DE PROPROTEINASA E

En la seva forma no activada, les dues PCPA de pancreas de porc
presenten diferent activitat peptidasica intrinseca. D’aguesta manera,
la forma monomérica posseeix normalment un 35-40% més dactivitat que el
complex binari. Es immediat adjudicar agquest descens en 1’activitat
intrinseca a la preséncia de la proproteinasa E en el complex, 1 per
aguesta rad vam creure convenient assajar 1’efecte de la subunitat PPE
aillada sobre les dues formes monomériques. Si la capacitat inhibidora
de la PPE é&s la mateixa schre ambdues formes de PCPA monomérica, aquesta

dada ha de reforcar la hipdtesi sobre la seva identitat.

Vam procedir a incubar la PCPA 11 i la PCPA Im amb PPE a diferents
relacions molars, compreses entre 0 1 3, en splucid amortidora de fosfat
‘sodic 20 mM, InCls 10-*M i a 25° C, durant un temps minim de 30 min. A
continuacid es procedi a mesurar 1°activitat carboxipeptidasa A de les

barreges en front de substrat BGP a diferents concentracions.

A la Figura I11.29 es pot veure la representacid del percentatge
d'inhibicid de 1’activitat inicial en front de la relacid molar entre
les dues subunitats. Es comprova que la unid és molt forta al ser 1la

inhibicid practicament total a relacions molars de 1. En aquest
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FIGURA 111.29. Disminucid de 1l’'activitat residual de la PCPA II (@)
i de la PCPA Im (O) per addicid de PPE a diverses relacions molars,

indicades en abcisses. Les activitats, expressades com percentatges de
1’activitat en abséncia de PPE, es van mesurar en front de BGP 1iaM.
Concentracid de PCPA a la barreja de reaccid, 2,63 % 107 M. Abans de
1a mesura d'activitat, les barreges de PCPA i PPE van ser incubades en

fosfat 20mM, InClz (pH 6,5) durant 20 minuts a temperatura ambient.
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experiment 1’activitat minima observada en condicions d‘excés de PPE fou
del &4% de la corresponent a la PCPA aifllada. Pel que respecta al
comportament de les dues formes de la PCPA, és facil observar que la
forma protomérica és inhibida de la mateixa faisd, en el mateix grau i a
la mateixa velocitat que ho és la forma monomérica natural, Cal esmentar
que la representacid estd feta en percentatges de 1’activitat inicial, i
no en valors absoluts, al tenir la PCPA Im un valor d’activitat
intrinseca lleugerament inferior a la del mondmer natural {veure Figura

111.28), com a conseqgidncia del procés d'obtencid del protomer.

IIXI.3.6. CARACTERfSYIQUES DE LA INTERACCIO PPE-PCPA

Al mateiw temps que servien per aportar pre?es de fa identitat de
les dues PCPA, les dades obtingudes sobre la interaccid amb la
proproteinasa E foren aprofitades per iniciar 1'estudi de ies
caracteristiques d’aquesta unid quaternaria de proteines. Els
experiments aqul descrits, calcul de les constants d’associacid i

d’inhibicid, foren duts a terme només amb PCPA 11,
8i considerem 1 equacid:
P+ E PE on P=PCPA 1 E = PPE,
Ka = [Pl [E, , on oo &5 refereix a la guantitat
LPE]
d espécie lliure,

podem definir:

r = [Ely , ony es refereix a espécie unida i » es
Pisr
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refereix al total de PCPA.

LLavors,

re= [PE] = [Plie [E) o/Kd = Evr
Plie + [PE] [Plot(l + LEJ /Kol Ka +{El .

que és el mateix que dirs

t/r =1 4 Ke
(Edi.

d’aquesta manera, la representacié de 1/r en front de 1| + Ku/ ELe  sera
una recta que tindrd com a pendent la constant de dissociacié del

complex. La seva inversa representard la constant d’associacié.

El proﬁlema d‘aplicar aquestes equacions generals a la interaccio
que aqui es comenta és el de condixer la concentracid de la fraccio de
1ligand (PPE) que es troba lliure o formant complex. El seguiment de les
gquantitats relatives per métodes com electroforesi s'ha mostrat
ihnperant‘a causa de la baixa definicié de les electroforesis no

dissociants. Hem optat per la seglient aproximacid:

[PPEY L = [PPE]T - LPPEly = [PPEl+ -~ [PCPAlu

d‘on es dedueix:
(PPE1.. = PPEXy —-(LPCPA] (1 - X)),

on X és la fraccid d’activitat remanent, que es calcula obtenint la
diferencia entre 1'activitat assolida i 1a que s‘obté a inhibicid maxima
i deduint el tant per 1 que agquest valor suposa respecte a la diferéncia
maximaa

A la Figura 111.30, part A, s’ochserva la representacid abans
mencionada, feta a partir de dades obtingudes a una sola concentracidé de

substrat. El cAlcul de la pendent i del seu invers ddéna un valor de 3,51
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X 10® M~* per a la constant d’associacid, indicant gque la interaccid és
molt forta, tal i com les dificultats per aillar les subunitats en estat
natiu feien preveure. Un valor semblant ja havia estat descrit per al
complex reconstituit S5 en bou (Puigserver i Desnuelle, 1977), treball
en el que s‘utilitzen subunitats dedimetilmaleilades, actives i
funcionalment correctes. En canvi, un altre treball (Behnke et al.,
1970) es troba una constant d’associaciéd baixa (de 1‘ordre de 104
M%), encara que cal considerar que en aquest darrer cas s'estudiava
la interaccid de 1'enzim CPA, no del zimdgen, amb la subunitat II de bou
afllada per dissociacid alcalina, que ha estat demostrat gque
desnaturalitza irreversiblement les subunitats. No es pot descartar,
perd, que la baixa constant d’'associacid observada .en aquest treball
sigui deguda a una possible menor eficiencia del 1lloc de fixacio en
1'enzim actiu, aspecte del ﬁue pel moment no posseim dades en pancreas
de porc. Behnke et al. (1970) avancen també una hipotesi sobre el tipus
d’interaccid que té lloc entre les dues subunitats estudiades en bou:
els autors observen que les modificacions de residus carregats i la
preséncia d‘una forca idnica elevada fan disminuir el grau d’'interaccid,
amb el que acaben concloent gque les interaccions electrostatiques estan
fortament implicades en la formacid del complex. Aixi mateix, arriben a
la conclusit que el centre actiu de la CPA no intervé al procés. Es
possible que aquestes caracteristiques de la interaccid es donin també

al complex binari de parc.

El cdlcul de la constant d'inhibicid de la PPE sobre la PCPA 11,
que ha de ser contemplat amb certes precaucions al no tractar-se d’un
inhibidor dirigit al centre actiu i que ddéna una inhibicid
quantitativament poc important en un pardmetre de per si baix, es troha
representat a la Figura III.30, part B. S°'observa, no obstant els
comentaris anteriors, una constant relativament elevada, de 1°‘ordre de
10-7 M. Val a dir que el métode emprat aqui, el grafic de Dixon (Dixon i
Webb, 1980), només permet aproximar el valor de la constant, sense que
de la representacid se’'n pugui deduir amb gran seguretat quin és el

tipus d'inhibicié que té lloc.
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I11I.4. SEQUENCIACIO DEL SEGMENT B'QCTIVACIé

III.4.1. SEQUENCIA N-TERMINAL DE LA PCPA

La seqténcia N-terminalA del segment d°activacié de la PCPA,
obtinguda per degradacié automatica d’'Edman del zimodgen sencer reduit i
‘carboximetil.lat, es presenta. a la Taula 1Il.4. La sedlenciacid
automatica va permetre ohtenir 1’estructura primdria dels primers 34
residus. Certs dubtes que van quedar sobre la identitat dels residus 30
i 31, identificats anteriorment com Ala i Phe (San Sequndo, 1982; Aviléds

et al., 1985) van ser resolts per andlisi d’aminoacids dels

CTAIRA 1XXI.6
DEGRADACIO SEQUENCIAL AUTOMATICA DE LA PROCARBOXIFEPTIDASA A
CARBOXIMETIL.LADA
N® da cicle PTH N* de cicle PTH
Aminoldcid Aninodcid
1 Lys 18 Ala
2 Glu 19 Gln
3 Asp 20 Val
4 Phe 21 Gin
5 Val T 22 Lys
& Gly . : 23 Val
7 His 24 Lys
8 Gln - 23 " Blu
g - Val 26 Leu
10 : Leu ) 27 6lu
11 Arg 28 Asp
12 . Ile 29 Leu
13 Ser 30 Glu
14 Val 31 ‘ His
15 Asp 32 Leu
14 fsp 33 ' Bln
17 Glu 34 Leu
Quantitat inicial: S50 nmols

Identificacid dels PTH's feta en tots els cassos per cromatografia en

capa fina i andlisi d'aminodcids després de retrohidroélisi
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corresponents péptids triptics que els contenien, per seqﬁentiacié
manual d’un d’'ells i per seqienciacié automidtica dun péptid procedent
de trencament amb proteinasa V-B (S.a.) (veure meés endavant). La
identificacid de PTH's es va fer en aquest cas per cromatografia en capa

fina i retrohidrdlisi dcida seguida d'analisi d’aminoacids.

I11.4.2. DIGESTIONS TRIPTIQUES

La major part dels péptids triptics utilitzats a la seqlenciacid es
van obtenir a partir del segment d'activacid aillat per cromatografia de
bescanvi ionic o per HPLC {(apartats II.1.3 i III.1.3.b). No va ser
possible obtenir a nivell preparatiu la totalitat dels peptids +triptics

a partir del seqment aillat, tal com s’explica més endavant.

I11.4.2.a. MAPES PEPTIDICS DEL SEGMENT D’ACTIVACIO PER HPLC

A la Figura II11.31 ez pot veure un pattern d’elucid. tipic
obtingut al cromatografiar un digerit triptic del segment d‘activacid en
columna de fase reversa. Es pot observar la preséncia de 8 peptids en el
seguiment a 214 nm i de 2 en el seguiment a 295 nm (que detecta 1la
preséncia de triptdéfan). Tant a les cromatografies analitiques (cas de
la figura) com a les preparatives es van fer servir les mateixes

condicions.

A partir de la seqiéncia de la PCPA de rata (fQuinto et al., 1982)
es pot deduir que hi han ? possibles péptids triptics a3 la mateixa zona
del zimbgen; si la composicid i segiéncia del péptid d’activacid de porc
mantenen la mateixa homologia amb la PCPA de rata que la observada
observada en els primers 34 residus, és d’esperar un nombre igual o molt
semblant de péptids triptics en els dos casos. Ara bé, dos dels péptids
corresponents a rata sén molt curts, concretament un di- 1 un
tetrapeptid, i només un conté triptdfan. En el mapa de la Fiqura III.31
no apareixen péptids els temps d’'elucié dels quals faci pensar que es

tracta de péptids curts i, per altra banda, el doblet de pics que
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FIGURA 1I1.31. Mapa peptidic per HPLC d’un digerit triptic del
segment d’activacid. S’indica el trag de les deteccions a 214 nm i a 295

nm. La gréﬁca correspon a una cromatografia semi-preparativa on
s’injectaren aproximadament 10 nmols de proteina digerida. Columna:
U-Bondapak C-18. Solvents: A, TFA ‘0,05'/.; B, acetonitril 80Z + TFA
0,045%. Flux: 1 ml/min. (Aquesta figura ja havia aparegut abans com
Figura II1.12. (%): posicid del péptid T-4°). ’
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contenen tfiptbfan fa pensar en la possibilitat que es tracti
essencialment del mateix péptid a diferents graus de digestid. Les

analisis d'aminoAcids permeteren resoldre aguestes incégnites.

El pépfid assenyalat aqui com T-8 no va poder ser mai aillat en
quaﬁtitat suficient per a seqlenciacid a partir d'un digerit triptic del
segment d’activacid, doncs la seva recuperacid baixava de manera
important a 1'injectar mostres preparatives (per damunt dels 10 nmols).
Aquest comportament és degut probablement a la seva composicié, rica en
residus acidics, que fa que estigui descarregat en les condicions
cromatografiques emprades, el que afavoreix la seva adsorcid a la
columna en abséncia de competicié d’altres péptids. Agquest péptid va
haver de ser aillat a partir del zimdgen sencer (apartat 111.4.2.d).

Val la pena fer esment aqui de 1la necessitat de partir de
preparacions de segment d’activacid perfectament purificades abans
d’ obtenir digestiuns enzimatiques del mateix. En alguns casos en que es
partl de PCPA amb lleugeres contaminacions de PPE es va obtenir un
segment d’activacié contaminat també amb la wmateixa proteinasa. La
posterior digestid triptica d’aquesta mostra dond un perfil
cfomatogréfic completament diferent del que es veu a 1la Figuré 111.31%
(Figura I111.32). Analisis d‘aminoacids d’alguns dels peéptids obtinguts
en aquesta darrera cromatografia van evidenciar que 1la multiplicitat
obtinguda era deguda a trencaments no triptics ocasionats per la
preséncia de les traces de PPE abans esmeﬁtades.

III.4.2.b. ANALISI DELS PEPTIDS PER CAPA FINA.
DETECCIO DE RESIDUS ESFECIFICS

La cromatografia en capa fina fou utilitzada com el priﬁer pas en
la caracteritzacid dels péptids obtinguts a partir de digestié triptica.
Va permetre comprovar l1la homogeneitat dels pics, a la vegada que
detectar la preséncia de certs residus (His, Tyr i Trp) en alguns
d'ells. A la Figura II1.33 es pot veure 1'andlisi cromatografica dels
peptids aillats en la cromatografia repreéentada a la Figura 111.3%1,
juntament amb un diagrama on es veu el resultat de les tincions. Quatre

dels péptids donen positiu amb la tincid de Pauli per histidines, T1T-2,
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T-3, T-6 i T-7; un (T-8) déna positiu amb la tincid pspecifica de
tirosines; i finalment dos (T-6 i T-7) donen positiu amb la tincié
d'Erlich per triptéfans. La coincidéncia entre T-4 i T-7 recolgava que

podessin tenir una composicid essencialment igual.

111.4.2.c. ANALISI D’AMINODACIDS DELS PEPTIDS OBTINGUTS

‘Les analisis d‘aminodcids corresponents als péptids triptics

aillats a partir del segment d’activacid es presenten a la Taula III.7.

TAULA IXIX.7
COMPOSICIO EN AMINDACIDS DELS PEPTIDS TRIPTICS DEL SEGMENT D'ACTIVRCI&

Aminoacid T~1 T-2 T-3 T~4 T-4'
A. aspartic 1,88 (2) 0,23 (1) 1,06 (1)

A. glutamic 3,01 (3) 1,93 (2) 1,12 (1)

Serina 1,20 (1)

. Treonina

Glicina 1,17 (1) 1,53 (1) 1,58 (1) 2,13 (2)
Alanina 1,09 (1} 1,20 () 1,01 (1}
Prolina 2,20 (2) 2,75 3
~Valina 1,98 (2) 1,92 (2) 1,16 (1) 0,83 (1) 1,14 (1)
Arginina 0,93 (1) 1,04 (1) 1,35 (1) 1,83 )
Metionina :

Isoleucina 1,09 (1) 1,20 (1) 0,99 (1) 1,01 (1)
Leucina ] T 1,0 (1) 1,22 (1)

Triptofan

Fenilalanina 0,73 (1) ¢,86 (1) 1,54 (1) 1,06 {1}
Lisina 1,16 (1) 0,73 (1)

Histidina 0,84 (1) 0,54 (1)

Tirosina

Total {11) {11) (N (8) {12)
nmols 25 21 13 16 8
Posicid a la : : : :

seqliencia 12-22 1-11 61-69 43-30 39-50

Entre paréntesi s'indica el nosbre de residus calculat a partir de la seq idncia
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TauwAa 11X.7 (cont.)
COHPDSICI& EN AMINDACIDS DELS PéPTIDS TRIPTICS DEL SEGMENT D’ACTIVACI&D

Aninobcid 7-5 T-6 -7 7-8

A. aspartic 1,45 (2) 1,47 {(2) 1,87 ()
A. glutamic 0,77 (1) 3,78 (4) 3,39 (1) 7,72 (8}
Serina 0,469 (1) 1,28 (1)
Treonina i 0,93 (1)
Blicina 1,42 (1)
Alanina 0,87 (1) 1,32 (1)
Prolina 1,86 (2)

Valina 1,77 (2) 0,82 (1) 0,84 (1)
Arginina : © 1,08 (1) 0,83 (1) 1,00 (1}
Metionina 1,86 (2)
Isnleucina 1,32 (1) ‘ 1,76 (2}
Leucina J.b6 4) 3,91 &) 2,73 ()
Triptofan 0,65 (1) 1,03 (1)

Fenilalanina 0,90 (1) 0,81 (1) 0,93 (L) 1,32 (1)
Lisina 0,53 (1) 0,71 (1)

Histidina 1,12 (1) 0,57 1)

Tirosina 0,76 (1}
Tatal {100 (14) {16) (25)
nmols 20 33 16 7
Posicid a la ‘

seqgligncia 51-60 2538 23-38 70-94

Entre paréntesi s’indica el nosbre de residus calculat a partir de la seqigncia

S 'observen importants coincidéncies de composicié entre T-1, T-2, T-4,
T-5 i T-6 i cinc péptids triptics de la segiéncia de rata, no aixi amb
els anocmenats T-3 1 T-8.

El péptid T-7 té la mateixa composicid que el T-&, amb 1'afeqgit
d'un residu Val i un residu Lys. La preséncia de dos residus basics en
1'anilisi de T-7 demostra la seva incompleta digestid. Les composicions
de T-6 i T-7 coincideixen totalment amb les corresponents a les

saqiéncies 25-38 i 23-38, respectivament, al segment de rata.

Alguns digerits triptics del segment van donar un pic que,‘,par

analisi d’'aminoicids, tenia una composicidé igual a la de T-4 més un
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residu Gly, un residu Pro, un residu Ala i un residu Arg. Aquest peptid,
anomenat 7-4°, era eluit a un temps de retencid intermedi entre T-4 i
T-5. A la Figura II11.31 es marca amb un asterisc la posicid d’aquest
peptid a les cromatografies en que aparegué; la Taula I11.7 inclou també
la seva composicid.

I1.4.2.d. MAPES TRIPTICS DE LA PCPA 1 DE LA CPA
AfLLAMENT DE PEPTIDS DIFERENCIALS

l.a PCPA és una font de peéptids triptics del segment d’activacid de
molt més facil disposicid que ell mateix, al no ser necessari el pas
previ d'aiilament del segment que, a més de molt 1laborids, té un
rendiment baix. Malgrat aind, el fet de ser una proteina aproximadament
quatre vegades'més gran fa que la complexitat de les barrejes de peptids
procedents de digestid triptica augmenti considerablement i1 gue, en
processos- preparatius, no  sigui possible aillar cada péptid
individualment.

La impossibilitat d’aillar el péptid T-B a partir del segment
d'activacid (veure 11.4.2.3) va fer necessari el'seu aillament a partir
del proenzim sencer. Per tal de localitzar amb seqguretat els péptids
formadors del segment, vam procedir a la digestid de la PCPA i de la CPA
amb tripsina i posterior analisi per cromatografia d'HPLL. A 1la Figura
113.34 es poden veure els dos mapes peptidics_ccmparatius, S'aprecia a
lé figura un nombre de péptids diferencials aproximadament igual als
esperats i en posicions coincidents amb la majoria dels péptids que
apareixen en un digeriﬁ triptic del segment cromatografiat en un

gradient idéntic (resultat no presentat, veure Vendrell et al., 1984).

€al remarcar que a la Figura I1I1.34 s representen dues
cromatografies fetes a nivell semipreparatiu. La  cromatografia
preparativa, a partir de la qual es van aillar els péptids va ser, per
raons obvies, forga menys resolutiva, 1 aparegué la necessitat de
repurificar molts dels péptids assenyalats. Aquesta cromatografia es pot
veure a la Figura II1.13, juntament amb una reproduccid de 1a part
superior de la Figura III.34 a efectes de comparacié.
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I1I.4.2.e. ANALISI D°AMINOACIDS DE PEPTIDS TRfPTICS DE PCPA

A la Taula II11.8 es poden veure els resultats de les analisis
d’aminoicids dels péptids assenyalats a la Figura I1I1.34. Altres peptids
anali{zats, contaminants de péptids majoritaris i pertanyents a 1a CPA,
no apareixen a la taula. S'cbserva gque la coincidéncia de composicid amb
els péptids del segment d'activacid (Taula 111.7) és practicament total,
apareixent només petites diferéncies degudes a que les'anéliais Qan ser
fetes en dies diferents. D’aguesta manera, les analisis d'aminoicids
dels péptids propis de la FCPA no presents a la CPA, van servir com a
prova de que el segment aillat era el més llarg dels possibles i que la
zona seqlienciada acaba alla on comenga 1'enzim.

TAULA T1I.8

COMPOSICIO EN AMINDACIDS DELS PEFTIDS TRIPTICS DIFERENCIALS
ENTRE PCFA I CPA

Aminodcid T-1P -2 T-3F T~48 T-4'p

A. aspartic 1,79 (1) 1,12 {1) 0,57 (1) 1,01 (1)

A. glutamic 2,43 (3) 2,15 () 1,25 (1)

Serina 1,22 (1)

Treonina

Glicina 0,76 (1) 1,39 (1) 1,45 (1) 2,21 (2}
Alanina 1,30 {1} | 1,02 (1) 0,70 {1}
Prolina 2,29 (2) 2,68 {3
Valina 1,77 (2} 1,90 () 0,87 (1) 0,78 (1) 1,76 (2)
Arginina . 0,63 (1) 0,64 (1) 1,48 (1) 1,76 (2}
Metionina o '

Isoleucina 0,72 (1) 0,81 (1) 0,76 (1) 1,20 ()
Leucina 0,99 1) 1,00 (1)

Triptéfan

Fenilalanina 0,463 (1) 1,01 (1) 0,58 (1) 0,98 (1)
Lisina 0,94 (1) 1,13 (1)

Histidina 0,57 (1) 1,08 (1)

Tirosina ‘ ~

Total {i1) ' {11 )y 1€} {12)
nmols 30 17 - 8 15 8
Posicié a la

seqiéncia 12-22 i-11 61-69 43-50 39-30

Entre paréntesi s'indica el noabre de residus calculat a partir de la seqidncia
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TAULA III.8 (cont.)

COMPOSICIO EN AMINOACIDS DELS PEPTIDS TRIFTICS DIFERENCIALS
ENTRE PCPA I CPA

AnInoacid T-5p T-6P -7 T-8P
A. aspartic 1,66 (2) 2,15 (2) 1,93 (2)
A. glutamic 1,00 (1) 3,13 (4) 3,72 (4) 7,84 (8
Serina 1,24 (1) 1,30 (1)
Treonina . 0,95 (1)
Glicina 1,20 (1)
Alanina 1,09 (1) 1,07 (1)
Prolina 1,52 (2)

Valina 1,89 (2) 0,79 (1) 0,85 (1)
Arginina 0,94 (1) 0,84 (1) 1,13 (1)
Metionina 2,29 (2)
Isoleucina 0,73 (12 1,91 (2)
lLeucina 3,37 (#8) 3,80 (4 T 2,87 3y
Triptofan 1,02 (1) 1,15 (1)

Fenilalanina 0,81 (1) 1,04 (1) 0,82 (1) 0,85 (1)
Lisina 0,53 (1) 0,65 (1)

Histidina 0,60 () 0,63 (1)

Tirosina 0,79 (1)
Total {10} (14) {16) (25)
nmols ' 12 50 32 24
Posicid a la

seglidéncia 51-4&0 25-38 23-38 70~94

Entre paréntesi s'indica el nosbre de residus calculat a partir de la seqiéncia

111.4.2.f. SEQUENCIACIO DE PEPTIDS TRIPTICS

Es van seqienciar tres peptids triptics per degradacid automatica,
mentre que altres quatre van ser seqlenciats per degradacié manual. A 1a
Taula III.? es veu el resultat de les degradacions automatiques dels
péptids T-4‘, T-5 i T-8P (equivalent a T-8). La seqlienciacid del péptid
T-4' es va continuar només fins al residu n® 6 al coincidir amb una zona
ja préviament seqlenciada gracies a un péptid obtingut de trencament del
segment amb V-8. El1 péptid T-8 &s el C-terminal del segment d‘activacid
i també el més llarg; és, a més, 1l'dnic que conté Tyr i Met. La

seqiiencia daquest péptid no ha estat confirmada per seqgienciacid de
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TAULA III.9
DEGRADACIO SERUENCIAL AUTOMATICA DE FEPTIDS TRIPTICS

T-4 -5 T~8P

N* de PTH Rendinent PTH Rendiment PTH Rendiment

cicle Aminoacid (nmols) Aminoacid (nmols) Aminodcid (naols)
-1 Bly 7.5 Val 4,3 Tyr 746
2 Pro &,0 Pro 3,4 Thr 5,3
3 Ala 3,4 Phe 1,9 Ile 8,5
4 Arg ' 2,1 Pro 1,4 Met 6,3
5 Pra 5,0 Ser 0,2 lle 4,6
& Gly 0,8 Ile Q,7 Glu 4,7
7 Bin 0.4 Asp 3.1
a8 Ala 0,6 Val 4,2
9 Val 0,9 Gln t,.8
10 ‘ Lys 0,1 Leu 2,8
it Leu 3,3
12 . : Leu 3.1

13 Asp 2,2
14 ' Glu 2,3
15 ' Glu 2,9
16 ‘ Gln 1,9
17 ) Glu* 2,0

.18 \ Gln¥* 1,2
19 Met 2,1
20 : ‘ Phe T 2.4
21 Ala 2,0
22 Ser#* 0,2
23 Bin 0,8
24 - 6ly 0,5
25 Argx 0,3

fluantitat

inicial {(nmols) 8 12 i8

- Rendiment , ;

repatitiu &4% 774 C92%

Posicid a la

sequéncia 39-50 51~60 70~34

Identificacib dels PTH's feta per HPLC en tots els rassos, excepte a (#), en que &5 va fer per
HPLE + retrohidrblisi, :
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PTH Tyr : Thr
carry-over
- Tyr -

lie  Met

Giu Asp Gin

D w—————12 min

FIGURA III.3S. Tracats de les analisis per HPLC dels PTH's
alliberats en els cicles 1-7 i 16 de la degradacid automatica d’Edman

del peptid T-8P. Al primer requadre es presenta la cromatografia d‘una
barreja de patrons (200 pmols). En cada cas es va injectar 1/10 del
total de la mostra en un volum de 10 ul. Es presenta el cicle 146 al
donar-se en aquest punt una substitucid important entre rata i porc: Gln
per Lys. Les condicions de 1°analisi es troben descrites a 1 apartat
11.7.4.
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TAULA T1X.10 i
DEGRADACIO SEQUENCIAL MANUAL DE PEPTIDS TRIPTICS

K* de A
cicle : I e | C T2 T-6 T4
i ile Lys Glu Pro
2 Ser Glu Leu Bly.
3 Val Asp © Blu Phe
4 Asp Phe Asp Pra
5 Asp Val Leu Ile
& Glu Gly Glu Asp
7 Ala ' His - Val
8 Gin Bin - Leu arg
9 Val Val Gln :
10 Gin Leu Leu
11 Lys Arg
Quantitat
© inicial {nmols) 20 21 20 16
Posicid 12-22 1-11 2538 43~50

Identificacid dels PTH's feta en tots els cassos per crosatografia en capa fina
{veure apartat 11.7.5.) :

peptids provinents d’altres trencaments, pero ja.es veura més endavant
que 1’analisi d’aminocdcids de péptids producte del trencament amb bromur
de ciandgen confirma la composicid dels dos darrers  fragments
corresponents al péptid T-8. A la Figura II1.35 es pot veure, a tall
d’exemple 1°analisi d’'alguns PTH-aminoacids alliberats en el procés de
degradacid automdtica del péptid T-8P.

A la Taula II1.10 es pot veure 21 resultat de la degradacid manual
dels peéptids triptics T-1, T-2, T-46 i T-4. La seqiiencia aixi obtinguda
pels péptids T-1 1 T~2 va confirmar plenament la ja obtinguda per
analisi segliencial N-terminal. La seqlitncia del péptid T-6 no es va
poder dur a terme en la seva totalitat, arribant-se només a la posicié
. 34, amb un residu, el 31, no identificat. Les altres posicions de la
seqiéncia son plenament coincidents amb la corresponent a la  degradacid
N-terminal i amb la corresponent a un péptid de V-8. La segiéncia del
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peptid T-4 va servir per establir un solapament entre dos péptids
provinents de V-8. En aquesta taula no s’indica el rendiment de
1’alliberament de PTH's, puix gue aquests només van ser identificats per

cromatografia en capa prima.

-

I111.4.3. DIGESTId AMB PROTEINASA V-8 DE Staphylococcus
Aureus

Els tractaments amb proteinasa V-8 de  Staphylococcus  Aureus,
també anomenada glutamic-endoproteinasa, es van dur a terme a nivell
analitic sobre PCPA, CPA i el segment d’activacid. No obstant, nomes es

va utilitzar el segment al passar a escala preparativa.

Les digestions i mapes peptidics analitics sobre 17enzim i el
proenzim es van dur a terme tant a pH 7,8-8,0 com a pH 4,0, ambdds
descrits com a pH's éptims d’actuacid de 1°enzim (Drapeau i Houmard,
1972). Malgrat emprar temps de digestid perllongats, no es va aconseguir
un trencament satisfactori per a cap de les dues proteines.
Possiblement, la forta estructura globular que presenten i les mateixes
caracteristiques de la V-8B, una proteinasa de la que s’'ha descrit que té
dificultats per a digerir algunes proteines, permeteren la preséncia de

nuclis resistents a l1a digestid en les condicions assajades.

En aguest apartat es presenta, per tant, dudnicament els resultats
assolits en el tractament del segment amb la proteinasa V-8 (anomenada

V-8 a partir d’aqui).

I1I.4.3.a. MAPES PEPTIDICS DEL SEGMENT D°ACTIVACIO DIGERIT
AMB V-8

Amb el segment es van assajar també les condicions descrites a
1’apartat anterior, i a més es van fer digestions en condicions
desnaturalitzants. Es sabut que la V-8B és capag de conservar un
percentatge elevat de la seva activitat en preséncia de 0,27 SDS i de 4
M urea (Drapeau, 1977). A la Figura IIl.36 es comparen els mapes
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FIGURA III1.3b. Mapes peptidics comparatius de digestions del segment
d’activacid amb proteinasa V-8 d’S.a. en abséncia (a) i preséncia (b)
de urea 44 en el medi de digestiéd. S'injectaren 3 nmols a una columna

Vydac €C-4 TP-RP. Solvents: A, TFA 0,1%; B, acetonitril + TFA O,1%. Flux:
1 ml/min.
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peptidics obtinguts al cromatografiar dos digerits del mateix segment
d’activacid fets en preséncia i abséncia d'urea 4 M. Es pot apreciar que
el cromatograma de la mostra digerida en 4 M urea presenta un major
nombre de pics, alguns d'ells de temps de retencid superiors als
aésolits amb la digestid en condicions no desplegants. Donat que és

preferible disposar de péptids 1llargs per poder-los aplicar al
seqienciador automatic, optarem per la digestid en urea 4 M al passar a

escala preparativa.

A la Figura II1.37 es pot veure el perfil de la cromatografia
preparativa d’un digerit de V-8 del segment d‘activacid, La posicid
tedricament ocupada pel segment en una cromatografia com la de la figura
apareixia lliure de material, el que ens permetia suposar que la
digestid havia estat completa,

III.4.3.b. ANALISI D°AMINOACIDS DELS PEPTIDS DE v-8

Les analisis d’'aminoAcids dels péptids més importants obtinguts a
bartir,d‘una digestio amb V-8 es presenten a la Taula III.i1., Les
composicions dels péptids analitzats i la prediccid del lioc
possiblement ocupat a la seqiéncia, feta amb 1’ajuda del programa de
calcul i localitzacid, aix{ com les dades de seqiéncia que es presenten
a 1’'apartat segitent, demostren gue els productes de digestid finals no
corresponen als que es podria esperar de 1 especificitat de la V-8.
Aquesta elevada heterogeneitat, que ddna com a resultat un nombre de
peptids superior a 1 'esperat pot ser una caracteristica intrinseca del
lot de V-8 amb que vam treballar, perd a la vegada pot haver estat també
potenciada per les drastiques condicions que s’han utilitzat (i que han
estat necessaries) per a la digestidé de 1la proteina (concentracions
elevades de proteinasa, temps de digestid llargs i preséncia d'urea 4
M). La resisténcia del segment a la digestid en condicions gue no fossin
les emprades ha de ser adjudicada al caracter fortament globular del
mateix a pH neutre (Avilés et al., 1985; Ldpez et al., 1985). No es pot
descartar gue una possible contaminacid del segment amb proproteinasa E

sigui paral.lelament la responsable de trencaments que no corresponen a
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TAULA II1.11
COMPOSICIO EN AMINGACIDS DELS PEPTIDS DE V-8 DEL SEGMENT D’ACTIVACIO

Aminodcid V-9 y-14 V=15 v-15
A. aspartic 1,13 (1) 2,00 ()

A. glutamic 1,19 () 1,28 (1) 6,350 (&)

Serina

Treonina 0,26 (1)
Glicina 1,03 (1) 0,77 (1)

Alanina

Prolina

Valina 0,95 (1) 0,93 (1) 0,73 (1)

Arginina 0,85 (1)
Metionina 0,81 (1)

Isoleucina 1,03 (1)
Leucina 0,86 (1) 3,38 (3)

Triptofan '

Fenilalanina 1,00 (1) 0,45 (1)

Lisina 1,10 (1)

Histidina 0,92 (1) ‘

Tirosina 0,98 (1)
Total (9 (5) (15} (4)
nmols 40 34 22 19
Posicid a la :

seqgligncia - 6-10 1-5 76-90 &9-72

Entre partntesi s’indica el nosbre de residus caiculat a partir de la seqiéncia

1'especificitat de 1a V-8,

Alguns del péptids aillats tenien composicions que no corresponien
a cap zona concreta de la seqiéncia. La seqlienciacid d’algun d’ells
(p.e. V-24) va demostrar que la heterogeneitat del pic cromatografic en
qué apareixien era la causa d’aguestes composicions andmales. Cal
esmentar que els péptids procedents de trencament amb V-8 van ser
~analitzats pel procediment convencional utilitzant un  analitzador

automAtic d’aminoacids Eeckman 121-M.
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TAULA III.11 (cont.)
L N ’
COMPOSICIO EN AMINDACIDS DELS PEPTIDS DE V-8 DEL SEGMENT D'ACTIVACIO

Aninodcid y-25 y-24" y-30* y-32

A. aspartic 1,52 (1) 1,10 2,26 0,935 (1)

A. glutamic 2,60 1,52 1,31 (D)

Serina 1,01 (1) ‘

Treonina

Glicina ' 0,80 1,14 1,92 (2)
~Alanina 0,51 0,62 (1}

Prolina - 1,73 (2 1,14 1,63 (2}

Valina 1,54 (2} 0,20

Arginina 0,90 (1) 0,51 1,18 0,97 (1)

Metionina

Isoleucina

Leucina - 2,80 1,81 0,88 (1)

Triptdfan (1)

Fenilalanina 1,00 (1) 0,53 0,468 1,81 (2)

Lisina ‘ 0,44 :

Histidina 0,63 1,40

Tirosina .

Total 82 (13)

nmols 22 19 9 i8

Posicid a la

seqiéneia 48-55 24-32% 28-38* 33-45

Entre paréntesi s'indica el nosbre de residus calculat a partir de la seqiéncia
*Barreja heterogénia: només s'indica 1a posicid a la seqitncia del péptid eajoritari, i no s’indica
el nombre enter de residus '

II1.4.3.c. SEQQENCIACI& AUTOMATICA DE PEPTIDS DE v-8

Es van seqlenciar tres dels fragments obtinguts a partir de la
digestié amb proteinasa V-8, els quals van permetre coneixer
1 ’estructura primaria de la part central de la molécula. A la Taula
111.12 es relacionen els resultats dels passos consecutius de degradacio
automatica per a cada un dels péptids . Només s’indica una seqiéncia per
al péptid V-24, la majoritaria, encara que a cada cicle degradatiu
apareixien senyals de dos PTH’'s minoritaris més; el péptid era, per
tant, heterogeni i format per un péptid majoritari i dos de minoritaris,

les seqlencies dels quals, no expressades a la taula, sén: 3943 i
50-54.
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TAULA III.12
DEGRADACIO SEQUENCIAL AUTOMATICA DE PEPTIDS DE V-8

y-25 V24 y-32
H* de PTH Rendinent PTH Rendinent PTH Rendiment
cicle Aminodcid (nmols) Aminodcid (nmols) Aminoadcid (nwols)
H fAsp 9,5 Lys 10,2 B8ln 4,2
2 Val 6,2 Glu 8,4 Leu 3.7
3 frg 4,3 Leu 746 fAsp 2,4
4 Val 5,4 Glu 4.4 Phe 3,6
S Pro 4,3 Asp 4,5 Trp 2,3
& Phe 1,9 Leu 5,8 Arg 2,5
7 Pro 1,3 Blu 5,0 Gly 3.3
8 Ser 0,3 His 3,2 Pro. 2,9
? Leu 2,8 Ala 0,6
10 Airg 0,5
1t Pro 0,8
12 Bly 0,2
13 ' Phe 0,2
Guantitat
inicial (nmols) 22 19 18
Rendiment : -
repetitiu 554 5 & 4 74%
Posicid a la ‘
seqgliéncia 48-535 24-32 3345

Identificacit dels PTH's feta per HPLC en tots els cases,
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III.4.4. DIGESTIO DEL SEGMENT D’ACTIVACIO AMB PEPSINA

E1 tractament amb pepsina es va aplicar només al segment
d’activacié, doncs a partir d'ell es va obtenir un model de trencament
forga convenient, amb un nombre no molt elevat de peéptids, que a més
podien ser separats pe; cromatografia de HPLC en un temps més curt que,
per exemple, els digerits amb V-8. En aquést cas, doncs, ni tant sols es
va recérrer a estudiar el comportament de digestions analitiques del

proenzim i 1°enzim. A la Figura III. 38 es pot veure el perfil

TAULA III.13
COMPOSICIO EN AMINDACIDS DELS PEPTIDS PEPSINICS DEL SEGMENT D ACTIVACIO

Aninodcid P~1 p-2 P-4 P-5

A. aspartic 1,10 (1) 1,20 (1)

A. glutamic 0,97 (1) 1,23 (1) 2,32 (2) 0,70 (1)
Serina

Treonina 1,06 (1)

Glicina 1,27 (1) 1,41 1)

Alanina ‘ 1,00 (1) ‘ : 0,81 (1)
Prolina ‘
Valina 2,02 () 1,65 (2}
firginina 0,61 (1)

Metionina (1)

Isoleucina 0,97 (1) 2,21 (2

-Leucina 1,09 (1) 1,16 (1)
Triptofan

Fenilalanina 1,12 (1) 0,86 (1)
Lisina ) ) 0,92 (1) 0,75 (1}
Histidina 0,74 (1) 0,72 (1}

Tirpsina 1,14 (1)

Tatal 7) (&) (10) (6)
nmols 7 10 i3 8
Posicid a la

seqliéncia &£4-70 71767 1-10 S56-62

Entre paréntesi s'indica el nombre de residus calculat a partir de 1a seqiéncia
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TAULA IXI.13 (caont.)
L LY »
COMPOSICIO EN AMINDACIDS DELS PEPTIDS PEPSfNICS DEL SEGMENT D'ACTIVACIO

Aminoacid P-§ P-7 " P-10
A. aspartic 0,82 (1)

A, glutamic 1,08 (1) 1,31 {1y
Serina 0,99 (1}

Treonina

Glicina 2,15 (D) 1,53 (1)
Alanina 0,97 (1) 1,69 (2}
Prolina 3,65 4) 1,75 (2)

Valina 2,01 (2) 2,00 () 2,32 (2)
Arginina 2,74 (3} 0,856 (1) ,
Metionina

Isoleucina 0,92 (1) 0,90 (1) 0,94 (1)
Leucina 0,66 (1)
Triptdfan 0,71 (1) ‘

Fenilalanina 1,66 (2) 0,94 (1) 0,63 (1)
Lisina C 0,54 {1y
Histidina 0,71 {1}
Tirosina : t . ;
Total ‘ Qa7n N (11)
nmols 10 17 7
Posicid a 1a . :
seqiéncia 37-33? 49-57 , S8-48

Entre paréntesi s'indica el nosbre de residus calculat a partir de la seqiéncia

cromatografic d'un digerit de segment amb pepsina, mentre que a la Taula
I11.13 hi ha llistats els resultats de les anAlisis d’aminoicids dels
péptids numerats a la figura. No es presenta 1’andlisi d’aminolcids
d'alguns dels pics cromatografics (P-8, 11, 12 i 13), doncs es va
comprobar que contenlen barreges heterogénies de més d’un péptid..
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P-6
R7 P-9
40 m
R4 "r Jr* =
o] @
- =
y 3
7]
R
©
0 =2
P5 P10
/. | | l 1 l L !
20 40 60 80
Temps (min)
FIGURA I11.38. Mapa peptidic per HPLC d'un digerit del segment

d'activacié amb pepsina. Es va injectar un total de SO nmols de mostra a

una columna U-Bondapak C-18. Solvents: A, TFA 0,05%; B, acetonitril B80%

+ TFA 0,045%. Flux:

1 ml/min.
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I1I.4.4.a. SEQUENCIACIO AUTCMATICA DE PEPTIDS PEPSf&ICS

Es va seqlenciar per degradacid automatica tres peptids pepsinics,
Pel, P~7 i P-10, que van peraetre la deduccid de 1'estructura primiria
d'una ampla zona del segment prévia al  péptid triptic C-terminal. La
seqiéncia del péptid P-1 va permetre 1’establiment del solapament amb el
citat peéptid triptic C-terminal. La zona de 1a molécula seglenciada a
partir dels péptids pepsinics, rica en residus prolina, va ser
especialment dificil de segienciar, donat el poc rendiment que s'obté en
la degradacid d'Edman en els enllagos Pro-X. Els resultats de les
analisis seqlencials dels peéptids citats es pot veure a la Taula 111.14.

TAULA II1.14
DEGRADACIO SEQUENCIAL AUTOMATICA DE FEPTIDS PEPSINICS -

P-1 P-7 | P-10

K* de PTH Randisent ATH Rendiment PTH Rendiment
cicle Awninodcid {nwols) Amincadcid  (nmols) Asincdcid (nmols)

1 Glu 3,6 Val 10,6 Ala 4.4
2 Ala 3.4 Arg 12,2 Val 2,4
3 His . Val 947 _ Lys 1,1
4 Gly 4,1 Pro - &,9 Val 1,1
5 Ite 1,4 Phe 4,2 Phe 1,0
& Arg 2,1 Pro 4,9 Lau 0,5
7 Tyr 0,7 Ser 0,6 Glu 0,6
8 Ile 2,0 Ala 0,5
k4 61ln S 1,2 His 0,4
i0¢ 6ly . 0,4

Ruantitat

inicial {(nmols) 7 12 7

Rendiment

repetitiu 9b% 74%

Identificacié dels PTH's feta per WPLL en tots els casos.
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IIT1.4.5. TRENCAMENTS QUIMICS DEL SEGMENT D'ACTIVACI&

Es van aplicar quatre trencaments quimics diferents al segment
d’activacio: bromur de ciandgen, BNPS-escatol, acid o-iodosobenzoic i
N;brnmsuccinimida. Dels quatre, unicament el tractament amb bromur de
cianégen va donar resultats parcialment valids. En cap dels altres casos
es va obtenir una separacid cromatografica per HPLC de la suficient
gualitat ni en la gquantitat suficient com per a dur a terme una

caracteritzacid inicial.

Aquesta resistencia al trencament del segment per diversos
procediments quimics pot ser el resultat d’'una agregacid del mateix que
es produiria a pH baix en preséncia de concentracions elevades d‘acids
organics, condicions habituals d'aguesta mena de trencaments. Aguesta

agregacid impediria 1 acces del reactiu als punts de trencament.

A la Figura I11.37 es pot veure el perfil cromatografic obtingut a

1‘apalitzar un digerit semipreparatiu del segment d‘activacid amb bromur

\.O
[53)
l
)
k‘n
I
Ui
Q

% dissolvent B

C2

Ay

— 7 | 1 |
0 20 60
Temps (min)

FIGURA I111.3%9. Separacid cromatografica de péptids producte del
tractament del segment d’activacid amb CNBr. Es van injectar 20 nmols de
mostra a una columna Vydac C-4 TP-RP. Solvents: A, TFA 0,1%; B;
acetonitril + TFA 0,1%, Flux: 1 ml/min.
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TAULA II1.15

CDMPDSICIO EN AMINOACIDS DELS PEPTIDS DE BROMUR
DE CIANOGEN DEL SEGMENT D’‘ACTIVACIO

Aminodcid c-2 c-5

A. aspartic 2,51 (2) 2,08 (2)
A. glutamic 1,4 (1) 7,28 7
Serina 1,5 (1)

Treonina

Glicina 1,2 (1)

Alanina 0,8 (1)

Prolina

Valina 0,88 (1}
Arginina 0,71 (1)

Metionina 0,21 (1}
isoleucina 1,21 (1)
Leucina 2,73 (3
Triptofan

Fenilalanina 0,83 (1)

Lisina

Histidina

Tirosina

Total (&) {15)
nmols 0,7 1,1
Posicid a la

seqliéncia 89-94 74-88

Entre paréntesi s’indica el nombre de residus calculat a partir
de la seqiéncia

de ciandgen. Al tenir el segment d’activacid dues metionines, seria
d’'esperar l’aparicid de tres péptids en el cas que el trencament fos
absolutament especific i amb un rendiment total. S§°chté, no obstant, un
cromatograma més heterogeni, 1 1°analisi d‘aminoAcids dels péptids
obtinguts no evidencia la preséncia del péptid tedric més llarg (1-72).
A 1a Taula I1I1.15 es presenta 1 andlisi d’aminodcids dels péptids C-2 i
C-5, la composicid dels gquals carresponia, respectivament a la dels
fragments B9-94 i 74-88. D aquesta manera es confirmava la composicié
del peptid T-8 (T-8P), l‘'dnic del que es va poder obtenir la seqiéncia

en aguesta zona.
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I1I.4.6. ESTRUCTURA PRIMARIA DEL SEGMENT ﬁ‘ﬁCTIVﬁQX&

A la Figura 111.40 es presenta l’estructura primdria del segment
d'activacié de la procarbosipeptidasa A de pancreas de porc, deduida a
ﬁa%tir dels resultats descrits als apartats anteriors. Bota la sequéncia
d'aminoadcids s'indica la situacid dels fragments sotmesos a degradacid

automatica o manual d’'Edman.

Cam és habitual a la major part de seqiéncies de proteines,

’I’anélisi de 1 estructura primaria dels fragments ¢triptics ha estat
‘ també adui la hase sobre la que s'ha construit  1’alineament
d‘aminodcids. Els fragments procedents del trencament amb V-8 han servit
per establir solapaments a 1a zona compresa entre els residus 23 1 85,
mantre que els péptids pepsinics han cobert els solapaments de la zona
49-70. Precisament a la posicid 70 es produeix 1'dnic solapament d'un
sol residu de tota 1a seqlidncia, doncs el peéptid P-1 acaba en  Tyrye
{digestid per C~ter d'un aminocdcid aromitic, tipica de pepsina), gque és
alld on comenca el péptid triptic T-8 (Tyr posterior a Arg), Tot 1 aixd,
diverses evidencies recolcen 1a fidelitat de la seqliencia d‘aquesta
zonas

i) 1’an&lisi d'aminodcids del segment d’activacid déna compte de la
preséncia d'una sola tirosina {veure Taula II1.14).

ii) els péptids T-8, P-1 i V-16 sdn els dnics entre els analitzatg
que contenen tirosinag; T-8 1 P-1 han estat seqienciats, mentre que
1’analisi del péptid V-1& coincideix perfectament amb el fragment 6&9-72
{dos trencaments per Ile, propis d’una possible contaminacid de PPE a la
barreja de digestid).

iii) 1'anadlisi dels PTH's producte de la degradaci¢ automatica no
deixa 1lloc a dubtes sabre la identitat del residu 70, tirasina. A més,
aguesta identitat es veu reforgada per la preséncia d’'un “carry-over® de
Tyr al PTH corresponent a les posicions 71 (Thr) 1 72 (Ile) de la
seqiéncia i gue corresponen respectivament a les posicions 2 i 3 dal
peptid T-8; com és sabut, els aminodcids aromatics sdédn aquells que amb

més facilitat deixen carry-over en processos de seqlenciacid.

El segment d’activacid conté 94 residus 1 €& un pes molecular

calculat de 10.768. Agquest valor és lleugerament inferior al calculat
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TAULA III.16

COMPOSICIO EN AMINOACIDS DEL
DEL SEGMENT D’ACTIVACIC

Aminoacid Aminoacid

A. aspartic 8,04 (8) Metionina 1,92 (2}
A. glutdmic 18,09 (1) Isoleucina 5,80 (&)
Serina - 3,2 (3} Leucina 9,12 {9}
Treonina 1,15 (1) Triptofan 1,01 (1)
Blicina 5,33 (5 Fenilalanina 6,05 (b6}
Alanina 5,47 (3 Cistina 0 (0}
Prolina 9,03 (9) Lisina 4,11 (&)
Valina 7,69 {10) Histidina 3,27 (3
Arginina 5,40 (&) Tirosina 1,30 (1)
Total (24)

Entre paréntesi s’indica el nosbre de residus calculat a partir

de 1a segiéncia

Rquests resultats representen la sitja de tres analisis; s'ha fet
hidrdlisis a 22, 48 i 72 per extrapolar els valors de Ser i Thr a 0 h.

anteriorment per electroforesi en SDS8 i andlisi d’amincacids (San
Segundo et al., 1982). La proporcid d’aminodcids hidrofobics  és
especialment elevada (48 %), aixi com la d’acidics (18 %L). També és de
destacar 1la preséncia d'una regidé rica en prolines (& en total
localitzades entre els residus 40 i 54). El segment posseeiy també dues

metionines, una tirosina i un triptdfan.
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FIGURA III.A40. Estructura primaria del segment dactivacid de 1la
procarboxipeptidasa A monomérica de pancreas- de porc. Es va aplicar

métodes automatics o manuals {M) de degradacié d’'Edman al zimdgen sencer
carboximetil.lat (—>) o a péptids (—=) derivats de trencaments amb
tripsina {T), proteinasa V-8 d’'S.a. (V}), pepsina (P} © bromur de

cianogen (C). La numeracid dels péptids correspon a la de 1les Figures
I11.34,37 i 38.
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111.4.7. HOMOLOGIES AMB LA SEQUENCIA CORRESPONENT
DE PANCREAS DE RATA

Com ja ha estat citat a la Introduccid d’aquest treball, es coneix
1’estructura primidria del segment d'activacid de pancreas de rata,
deduida a partir de la seqliégncia de bases del cDNA corresponent al
pre-zimogen (Quinto et al., 1982). La comparacid directa de les
estructures primidries déna compte d‘una homologia del 81 %4 d'identitats
estrictes; i‘ homologia augmenta a un 88 % aproximadament quan es  tenen
en compte substitucions conservatives, Agquest és un  percentatge
d'homologia molt elevat i que rcoincideix amb el que presenten les
seqgiiéncies dels enzims de rata i de bou (també d'un 81 % de
correspondéncies estrictes). Cal pensar en 1'existéncia d'importants
raons estructurals i funcionals per a que la seqiéncia del peptid
d'activacié sigui conservada en un grau tant elevat com 1’chservat en
1'enzim actiu. |

A la Figura II1.41 es pot veure una comparacid de les esfructures
primiries dels segments d’activacid de rata i de porec, juntament amb un
esquema de zones homdlogues de la seqgiéncia de bouy, no publicada, perd
citada com comunicacid oral a una publicacid (Guinto et al., 1982).
S'obgerva que hi ha tres regions oue presenten una homologia més elevada
que la mitja: les compreses entre els residus 3-38, 44-57 i 72-84, amb
4 Y, 92 % i 100 4 d'homologia respectivament. Aquestes  sdén
aproximadament les mateixes regions altament preservades de variacions
que s observen en la comparacid de les seqliencies de rata i béu {(Buinto
et al., 1982). La primera d'aguestes regions coincideiy gairebé
plenament amb el segon dels exons descrits per al ADN gendmic de rata,
mentre que les altres dues estarien incloses dintre del tercer exd. Es
d imaginar que aquestes regions conservades puguin  jugar un  paper
important en 1la conformacid 1 en la funcionalitat  del segment
d'activacid., Concretament, es pot pensar que cal una conformacid molt
definida per a que el segment s‘uneixi a la carboxipeptidasa & 1  formi

1‘estructura de complex inactiu.

L homologia observada en el conjunt de 1'estructura primaria

disminueix fins a un 504 en la zona corresponent als darrers 10 residus
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(78)  fAsp-Val-6ln-Leu-teu- eu-fisp-Blu-Blutlys-Bin-6ln-Het-Ser-Al a-Phe-6ln-Rla-Arg

(76} fsp-Val-Bln-Leu-Leu-Leu-Asp-Glutblutin-6lu Bln-Met-Phe-Al a-Ser-Bln-6ly-Arg

FIGURA 11XI.41 Comparacid de les estructures primaries dels  segments
d’activacid de les PCPA de pore (P) i rata (R). Les diferéncies estan
marcades amb negreta 1 amb un asterisc al damunt de la seqléncia. Les
regions que presenten una homologia superior a 1la mitjana estan marcades
amb capses: 3-38: 94% d'homologia; 44-57: 92%; 72-84: 100%. Amb trag
discontinu es presenta les regions més conservades entre la sequéncia de
rata (R) i de bou (B), espécie de la qual no es coneix encara
1’estructura pf‘imaria. L existeéncia de tals regions {(3-3b2 82%
d‘homologia; 43-54: 924; 71-83: 92%4) és citada per Quinto et al.
(1982) . |
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del segment d’activacid (84-94). Una variabilitat similar s’observa en
els primers 7 residus de la seqiiéncia de la CPA (Koide et al., 1981a;
Quinto et al., 1982). Es possible hipotetitzar a partir d’aquesta
observacid que la regid d'unid entre el segment d’activacid i 1'enzim,
regié on s ‘efectua 1‘atac proteclitic a 1la FCPA, no requereix d’una
especial conservacid de seqiiéncia i no presenta per tant requeriments
estructurals estrictes per a ser atacada per proteinases. El fet que les
PCPAs pancredtiques puguin ser activades per pratéinases diferents
(Freisheim et al., 1967b; Uren i Neurath, 1972) recolca aquesta

hipdtesi.

III.4.8. ESTUDIS CONFORMACIONALS INICIALS

L'estudi de les caracteristiques conformacionals del  segment
d’activacid és la continuacid ldagica de la determinacid de la seqgténcia
d‘aminocAcids. Ambdds estudis, a més d’'indicar el parentiu que presenta
aquesta proteina amb altres, han de permetre establir les bases de 1la
discussid sobre els mecanismes d’interaccid enzim-segment i sobre la
possible funcionalitat del segment aillat. En una altra Tesi recentment
presentada (Vilanova, 1987) s’'ha presentat un estudi conformacional més
exhaustiu que el que aqul només s’inicia. En aquest apartat es presenta
tant sols wuna introduccid a aquests estudis feta des d'un angle
diferent, amb 1°'objectiu d’'establir la relacid que pot haver-hi entre la
protedlisi que sofreixen diferents regions del segment d’activacid
durant l’activacid del proenzim i la conformacid i exposicid al medi que

padrien presentar.
I111.4.8.a. PREDICCIO D 'ESTRUCTURA SECUNDARIA
A la Figura 111.42 es presenta la probabilitat de formacid

d‘estructures hélix @ i gir ﬁ per al segment d'activacid de la PCPA

de pancreas de porc sequenciat en aquesta Tesi. §'hi afegeiven, a més,
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FIGURA I11.42. Perfils de probabilitat de formacid d'helix Pa )

i de girp

(P}, segons el métode de Chou i Fasman, per als segments

d‘activacid de porc (trac gruixut) i de rata (trag fi). El calcul s°'ha

fet segons el métode de Pongor i Szalay, utilitzant una finestra de 3
residus,
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FIGURA YTII1.43. Perfils de probabilitat de prediccid de hidrofilicitat
segons els parametres de Hopp i Woods i1 calcutats utilitzant el metode
de Pongor i Szalay. Trag gruixut, segment d’activacid de pore; trag #i,

el correspenent a rata.

les prediccions corresponents a la seqlidtncia corresponent al segments de
pancreas de rata. Les prediccions han estat fetes a partir dels
parametres de Chou i Fasman (1978 1 1979) i calculades i normalitzades
mitjancant 81 métode de Pongor i Szalay (1985). No es presenten
prediccions d’estructura en fulla ﬁ donat que el percentatge d’aquesta
en el saf, deduit per estudis de dicroisme circular (Avilés et al.,

1982) és molt baix en front del corresponent a heélix .

Es pot observar a la Figura que la coincidéncia en les prediccions
d’'estructura secunddria #s tant elevada com la que s’'observa entre les

estructures primidries, i que els maxims de prediccid d’ambdues
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estructures ocupen posicions virtualment idéntiques.

Per a quantificar el grau d'homologia conformacional, el programa
de Pongor i Szalay (1985) permet el cAlcul d'un coeficient de correlacid
(R} que &s una mesura del grau d‘identitat estructural entre dues
seqliencies. Els autors consideren que valors de R > 0,2 sdn  indicatius
de preséncia de conformacions homélogues. Entre les dues seqligncies aqui
presentades s obtingueren uns coeficients de correlacid de 0,73 per a
1'hélix i de 0,80 per als girsp, valors indicatius d'una elevada
identitat estructural, A la mateixa figura s’indica ambh sagstes la
posicid dels enllacos gue sofreixen probablement hidrdlisi durant el
procés d’activacid de la PCPA, aspecte discutit a 1 apartat gegient. Es
pot veure gue els dos trencaments més propers a 1'extrem C-terminal
estan situats en una zona amb baixa probabilitat de formacic d heélin &

i amb probabilitat més o menys elevada de formacid de girs g , exposats
al solvent.

Aquestes darrerss consideragions ez poden complementar amb
1 ‘observacid dels perfils d hidrofilicitat pregsentats a la Figura 111,43
i. calculats segons els parametres de Hopp i Woods (1981) i utilitzant el
métode de Pongor 1 Bzalay (1988). Les  mateixes regions  abans
corresponents a girs 5, corresponen ara  a regions d 'elevada
hidrofilicitat, i per tant amb elevada probabilitat d’estar exposades al
solvent 1 a 1'atac proteolitic. ‘

III.4.8.b. ESfUDXS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Els treballs duts a terme amb espectroscépia de ressonincia
magnética nuclear de protd permeteren deduir que el saA aillat, en
dissolucid aquosa i a pH intermedi, presenta una conformacid gqlobular
compacta que es manté» al llarg d’un ample marge de condicions
experimentals. Aixi, es wva observar espectres caracteristics de
proteines amb estructura globular en el marge de pH entre 5,7 1 13,0, en
el marge de concentracions de NaCl entre 20mM i 1M i fins a

concentracions d'urea intermitges entre 2 1 4M  {resultats no
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presentats).

A la Figura II1.44 es presenta un espectre de *H NMR del  segment
d activacid, on s’observen les caracteristiques d’estructura globular
abans esmentades. Les ressonancies a camps baixos dels protons C~2 de
les tres histidines del segment presenten desplagaments individuals,
signe de diferents envolcalls proteics, aixd com ho fan els protons
C-3,5 1 C-2,6 de 1'4nic residu de tirosina present a la seqleéncia. Una
altra sonda de plegament globular és la preséncia de ressonadncies
desplagades per corrents d’anell a camps elevats (0 - 1 ppm), degudes a
la interaccid de residus aromatics amb grups alifatics, probablement

grups metil.

Els estudis de titracid al llarg del pH permeteren calcular el
pKa dels residus ionitrables i observar la preséncia d’interaccions
entre residus de 1'estructura. La Figura I1I1.45 recull 1les corbes de
titracié dels residus His, Tyr, i d'algunes ressondncies de
desplagaments per corrent d’anell. Les corbes de titracid que es
presenten no van poder ser resoltes per sota de pH 5,7 a causa de 1lsa
manca de solubilitat de la proteina en aguestes condicions. El pKa
aparent de cada residu es va calcular mitjancant 1°ajust de les dades
experimentals a corbes sigmoidals amb 1'aplicacié d'un  programa

d’'andlisi de regressid no lineal (Turner et al., 1983).

Els valors de pKa per a les histidines I, II i 111 +oren,
respectivament 6,49, 6,43 1 6,40, mentre que el corresponent al protd
L-4 detectat fou de 6,50. Aquesta similitud de valors i la resseamblanga
amb els que presenta una histidina es proteines en random coil (6,5
suggereixen que els microenvolcalls de les His sén similars 1 que
aquestes es troben a la superficie de la molécula, encara que altres
dades relacionades amb la velocitat de deuteracid de les His ({(resultats

no presentats) semblin contradir les anteriors assumpcions.

L'dnic residu tirosina del segment presenta un valor de pk. molt
elevat, de 11,8, que estd d'acord amb 1'cbtingut per métodes
espectrofotometrics (Vilanova, 1987). D'aquest valor se’'n pot deduir que
la tirosina estd localitzada en una zona interna de la proteina i que es

troba unida a un altre residu per un pont d’hidrogen.

La major part de les ressondncies de metil desplacades per corrents
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d’anell entre 0 i 0,6 ppm presenten una dependéncia del pH en la seva
posicid espectral. Algunes d’aquestes ressondncies presenten  una
titracid doble sigmoidal relacionada a la vegada amb les titracions de
les histidines i de la tirosina. Les petites diferéncies observades en

els pKa impideixen 1‘assignacid més concreta de ressonancies.

Les caracteristiques esmentades en aquest apartat recolcen la idea
que el segment d'activacid posseeix una conformacid globular en estat
aillat, el que vindria a coincidir amb andlisis prévies (Avilés et al.,
1982). En ser una molécula petita desproveida de ponts disulfur, és
d’esperar gue posseeixi un grau important de moviment de cadena lateral,
que és el mateix que dir un grau elevat de fluctuacid conformacional,
caracteristica comi a proteines globulars petites desprovistes de ponts

disulfur i amb un elevat contingut en helix @@ .

I1I.4.9. APENDIX: PROGRAMA DE CALCUL I LOCALITZACIO
DE LES DADES D‘ANALISI D’AMINDACIDS

Es ﬁresenten en aquest apartat uns exemples de les prestacions del
programa de calcul dels valors d’analisis d’aminoiacids que ha estat
comentat a 11.6.7. A la Figura 111.46 es poden veure els resultats de
1'aplicacid del programa a un peéptid triptic (T-1) i a un péptid
pepsinic (P-7).

Cal entrar en primar lloc les dades corresponents a les arees dels
aminoacids patréd i a les arees dels de 1la mostra problema. A
continuacid, i1 a partir d’una suposicio de les possibles longituds dels
péptids triades per 1'usuari (tantes com es vulgui), el programa en

calcula la composicid en percentatge i en nombre de residus {primer
1listat).

A continuacid cal escollir entre les llargades tembtatives aguella
que doni els resultats considerats com més adients i entrar aﬁuesta dada
com a pes molecular temptatiu de la proteina-péptid (aquesta operacid
també es pot repetir tantes vegades com es vulgui). Coneixent, a més, la
fraccid de mostra total entrada a 1‘autcanalitzador-HPLC, en aquest

segon estadi (segon llistat), el programa calcula el total de nanomols i
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PROTEINA: T~

RESIDY PERCENTATGE  nrkS BASE ¢ Base 13
ASP 16,3001 0.6283 1.46830 1.815%0
GLy 26.392% 1.0038 23017 2.4980
SER 10,3371 0.4021 C.E0L 1.1613
™R 9. 0000 0. 0000 @, 0000 9. 0000
Gy 0, 0000 Q. 0000 0. 0000 0.,0000
ALA *.9148 0.34624 0. 8%3 1.0408
RO 0. 000 0.0000 LLPR Y 0. 0000
vAL 17,3387 0. ha04 1.3402 1.9049
ARG 0.0000 0.0000 ©, 0000 0. 0000
rET 0. 0000 Q. 0000 0, 0000 0, 0000
ne ?.3306 0, 3630 <. 8978 1.0488
LEY 0, G000 G, G000 0, 0000 ©. 0000
TR ©, 0000 G, 0000 0. 0000 0. 0000
PrHE 0. 0000 0. 0000 0. 0000 0. 0000
cis 0, 0000 0. 0000 0, 0000 0. 0000
LYS 10,2092 o, 3889 o, 9180 1.1230
H1S 0, 0000 0.0000 0., 0000 0, 0000
TYR 0. 0000 0.0000 0. 0000 0. 0000
PROTEINAY T~1 PES MOLECULAR:  12%0

RESIDU nmOLS AGRAMS N. AR N. SENCER
ASP 0.43 71.45 1.80 2,00
GLU 1.00 128.49 3.0t 3.00
SER 0. 40 34,99 1.20 1.00
TR ©.00 0.00 ©.00 0.00
GLY 0.00 0.00 0.00 0.00
AR 0.36 23.73 1.09 1.00
RRO 0.00 0.00 .00 0.00
VAL O.bb 63,38 1.98 2.00
ARG 0,00 Q.00 Q.00 ©.00
Y 0. 00 ©.00 .00 0.00
ILE 0. 36 43,02 1,09 1,00
LEY Q.00 0. 00 0. 00 o, 00
TRF G, 00 0. 00 Q.00 0,00
PHE 0.0 .00 .00 £.00
cis 0.00 .00 o.00 0. 00
LYS 0.3¢ 30.17 3,18 1.00
1S 0.00 0.00 0.00 0. 00
TYR 0.00 ©.00 0.00 0.00
AMOLS DE PROTEINAS O, 33IF43I3I73 NGHRAMS TOTALSE 0. 4174294464

SRACCIQ DE MOSTRA ENTRADA RESPECTE Al TOTAL: 8Q
MK S TOTAR S A LA MOSTRA ORIGINALT 24.7134838
sGRAMS TOTALS A LA MOSTRA DRIBINALT  33.3943373

41 DE MOSTRA DRIGINAL SECATS O LIDFILIZAYS PER WIDROLITZAR: ©
IBSORBANCIA DE LA MOSTRA CRIGINALY
JOEFICIENT D EATINCIO ESTIMAT {10 mp/imid: O

NOMBRE TOTAL DE RESIDUS: 1t
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PROTEINAY P-7
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FESIOU PERCENTATEE  nXLS BASE 7 BASE ¥
ASP 0. 0000 ©. 0000 [N 0. 0000
- XT} 19.1860 1.7114 3. 0030 1.3467
AR 13,6251 1.3353 0. 9358 1.2263
THR 0. 0000 Q. 0000 0. Q. 0000
Ry 9. 0000 0, 0000 0. DG 0. 0000
LA Q. 0000 0.0000 0.0000 - 0000
*RO 20, 4087 2.3222 $1.4423 1.8344
P 21.0304 2.3700 1.4721 1.8927
ARG 10,4272 1.1733 ©.7299 0.93084
T 0, 0000 0. 0000 0. 0000 0., 0000
iLE 7.0473 1.01% G 4333 0. 8143
EU 0, 0000 €. 0000 €. 0000 Q. 0000
fap 0, 0000 Q. 0000 0. 0000 ©. 0000
“HE 10,0773 1.1336 0. 70%4 0.907¢
18 O. Q. 0000 0. D000 0, 0000
(54 ©. 0000 0. 0000 0, GO0 0, 0000
s 0. 0000 0,0000 0. QOO0 0. 0000
AL 0. 0000 0.,0000 0. 0000 0. 0000

SROTEINA: P-7 PES MOLECULAR: 1000

AESIDU nMLS nBRAMS N, AN N. SENCER
ase .00 0. 00 0.00 0,00
E 1.7 219,08 1.34 1.00
3ER 1.54 133.39 1.20 1.00
THR ©.00 0.00 .00 .00
vy 0,00 0.00 0,00 0.00
AA .00 0,00 0. 00 0.00
PRO 2.32 22%.264 1.2 2.00
VAL 2.37 234.43 1.8% 2.00
ARG 1.18 184,49 0.2 1.00
nEY 0.00 0.00 0,00 0.00
ILE 3.02 115.21 0. 80 £,00
LEU 0.00 Q. 0. 00 ©.00
TR® 0.00 .00 0. 00 0.00
PHE .14 166,94 0.09 1.00
18 .00 5. 00 0.00 .00
-¥S .00 0.00 0,00 0. 00
HlS ., 00 0.00 0.00 0,00
TYR 0.00 0.00 0,00 0.00
“MOLS DE PROTEINAT 1.27914789 UBRAME TOTALST  1.27918789

FRACCIQ DE MOSTRA ENTRADA RESPECTE AL TOTALY 20
AaMOLS TATALS A LA HOSTRA DRIGINALIL  29.3833378
GGRAMS TOTALS A LA MOSTRA DRIGINALY 23.3833378

21 DE MOSTRA ORIGINAL SECATS O LIOFILIZATS PER WIDROLITIAR: O
ABSORBANCIA DE LA MOSTRA ORISINAL:G O
COEFICIENT D’ EXTINCIO ESTIMAT {10 agisids O

HOMBRE TOTAL DE RESIDUSS ¢
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FIGURA 111.46. Exemples d’utilitzacid del programa de calcul

localitzacié de dades d’anadlisi d‘aminoacids
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micrograms analitzats, la gquantitat de mostra total de qué es disposa i,

cas de condixer 1 absorbincia d'aquesta, el seu coeficient dextincid a
10 mg/ml.

En un tercer estadi, cas de voler comparar la composicid recentment
analitzada amb la segiéncia d’una proteina homdloga, el programa
compara, residu a residu i comencant pel N~terminal, la composicid del
péptid amb la llargada estimada per 1usuari amb un fragment de 1la
seqiéncia coneguda del mateix nombre de residus, caleulant, en cada pas,
el percentatge de diferéncies. Aguest cdlcul es pot expressar en una
taula o en una grafica (veure la part inferior de la figura), on el

minim representara la zona de major probabilitat de situacio de 1'extrem
N~terminal del péptid problema.

Els exemples presentats donen com a posicions de minima diferencia
1a 12 pel péptid T-1, gque ocupa, efectivament, la posicid 12-22; pel

i 4

péptid P-7 ddna la posicid 49, correcte, al occupar la zona 49-57.






