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Reailléts i Oiscussia 

H I . 5 . PROCES P*ACTIVACIÓ PE Í-A PRClCftRBOXIPEPTIPftSft 
A MONOMÉRICA- COMPARAClÓ AMB EL COMPLEX BINAR! 

á íliferéncia d'altres glaófens pancreátics, el «ecanisase 
d*activació de les proearboxipeptidases A és un procés conegut mb 

escasea profunditat. Es coneixen, per exemple, amb detall els 
acQíiteixements que teñen lloc durant l 'activació de la tripsina i 

tpiaotripsina, havent-se definit les seves caracteristiques cinétiques i 
identificat els residus implicats en els trencaments proteolítics que 
pateixen. No obstant, tant sois es disposa de dades generáis sobre el 
mscanisflie d'activacid de les proearboxipeptidases ft ds páncreas de bou, 
que fan referencia a les especies d'srísim actiu alliberades i al temps i 
condicions necessáries per a l'activació. A mes, les dades trobades a la . 
bibliogralia son sovint parcialment contradictóries. Menys és encara el 
que' es coneix sobre el ffiscanisme que presenten els corresponents 
ziaógens de páncreas de porc. 

.Diverses son les raons que justifiquen 1'interés de l'estudi 
presentat m aquest apartat. En primer lloc, 1 de caire general, la 
presencia en páncreas porcl d'una farsa monowérica de la 
procarboxipeptidasa -A facilita aquest estudi al fer innecessari un 
tractament dissociatiu previ, imprescindible en estudis que s'han dut a 
terme amb proteines de páncreas de bou (Freisheim et al,, 1967b> i que, 
eos» veure» oes endavant, ha introduit factors de dubte a la 
interpretació deis resultats. Per altra banda, i també a diferencia deis 
zimógens de les endopeptidases pancrtátiques mes conegudes (tripsinógen, 
quimotripsirsógen, proel astasa), l'activació in vitro de 
procarboxipeptidasa A és molt lenta, fins i tot a elevades relaciocís 
tripsina/proteina. En tíarrer terme, un altre factor molt important que 
fa atractiu aquest estudi i que singularitza el procés que es comenta, 
és la considerable llargada del péptid d'activació íf4 residus en el cas 
del porc), 

Estudis previs (San Segundo, 1982; San Segundo et al., 1982) han 
demostrat que, si bé l'alliberament del péptid d'activació per 
proteólisi liaitada és l««ediat al tractament a«b tripsina, la seva 
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degradació posterior transcorre molt mes lentament, fent palesa una 
important resistencia a la proteólisi. En aquells estudis també es va 
demostrar que el péptid aillat es comporta com un potent inhibidor de la 
carboKipeptidasa A, amb una constant d'inhibició de 1'ordre nanomolar. 

De les característiques anteriorment descrites se'n dedueix 
1'interés en l'estudi del procés d'activació, que se centra en intentar 
conéixer les raons de la lentitut en la generació d'activitat i el tipus 
d'interaccions que poden teñir lloc entre l'ensira actiu i el segment o 
fragments del mateix genérate durant la seva lenta degradació. Definint, 
per tant, el transcurs de 1'aparició i desaparició del péptid 
d'activació i deis fragments que d'ell es generen, i 1'efecte que té 
cada un d'ells sobre l'activitat de 1'enzim, es podrá accedir a un 
primer nivell de comprensió d'aquest fenómen. 

En aquest apartat es presenten els resultats obtinguts en l'estudi 
del procés d'activació de la procarboxipeptidasa A monomérica de 
páncreas de porc. Al mateix temps, i donat que diversos estudis 
(Freisheim et al., 1967b; Puigserver i Desnuelle, 1977; Vendrell et al., 
1982) s'han referit a 1'influencia que sobre la velocitat d'activació 
pot teñir la presencia d'estructura quaternária, es presenta també en 
alguns deis experiments un estudi comparatiu deis processos d'activació 
de la forma monomérica i la forma de complex binari, ambdues presents en 
páncreas porcí. 
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I I I . S - l , B E N E R A C l é © ' A C T I V I T A T C P A 

El seguiment de la conversió de PCPA en CPA per acció de la 
tripsina va fer-se en dos medis diferentes en fosfat sódic a pH 6,5 i en 
Tris-HCl a pH 7,5 (veure II.9). Les diferencies observades foren només 
d'ordre qualitatiu, veient-se que l'activació de la forma monomérica a 
pH 6,5 era lleugerament mes lenta que a pH 7,5. La forma de la corba 
d'activació obtinguda en els dos casos era perfectament comparable. 
Donada la poca importancia de les diferencies observades i la mes 
completa activació obtinguda a pH 7,5, la totalitat d'experiments 
posteriors es van dur a terme en aqüestes darreres condicions. En aquest 
apartat, dones, només es fara esment deis resultats assolits a pH 7,5 en 
Tris-HCl 50 mM. 

Quelcom semblant passa en 1'apartat de comparació de 1'efecte deis 
dos tipus de tripsina assajats. Es va activar els zimógens amb tripsines 
bovina i porcina, ambdues tractades amb TPCK. Els resultats foren 
prácticament idéntics en els dos casos. També aquí, per evitar 
repeticions i perqué es disposa d'un nombre mes gran d'assajos fets amb 
la tripsina de bou, es fará esment únicament deis resultats assolits amb 
aquest segon tipus de tripsina. 

Donat que 1'actívació de les diferents PCPAs és molt lenta in 

viiro a 37* C (veure Yamasaki et al., 1963, peí cas de les formes de 
páncreas de bou) i que aquest fenómen és difícil que es produeixi amb la 
mateixa lentitut en el duodé, on 1'activació deis zimógens és 
indispensable per a que es doni una normal digestió, vam considerar 
que les condicions d'activació in viiro normalment utilitzades no eren 
un fidel reflex del procés natural (cal només recordar que les proteases 
activadores poden ser altres a mes de la tripsina). A partir d'aquesta 
consideració vam adoptar la temperatura de 25* C per les activacions de 
les PCPAs porcines; en aqüestes condicions, a l 'igual que a 37* C, no 
s'obté una mimesi del procés que té lloc in vivo^ pero es disposa d'un 
lleuger enlentiment que afavoreix l'estudi de les seves diverses 
etapes. 

A la Figura 111.47 es presenta el perfil de generació d'activitat 
CPA al llarg del temps per acció de la tripsina sobre les dues formes de 
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PCPA de páncreas de porc, a relacions proteina/tripsina de 40/1 i 4/1 
<p/p). Es pot comprovar que l'activació és lenta tant peí monómer com 
peí complex binari, pero que a la vegada hi han diferencies qualitatives 
entre ambdós processos. Estudis d'activació anteriors (Martínez, 1980) 
havíen evidenciat que la generado d'activitat CPA no és completa fins 
al cap d'aproximadament 2 hores, estábilitzant-se a partir d'aquest 
moment. Els nostres resultats, en canvi, demostren que 1'activitat 
específica mesurada va creixent fins más enllá de les 4 hores des de 
l'inici de l'activació, i que el seu máxim s'assoleix abans de les 24 
hores (a partir d'aquest punt 1'activitat comenta lentament a decréixerj 
resultats no presentats). Es poden trobar discrepáncies semblants amb 
els resultats de Kobayashi et al. (1978) on només s'estudia l'activació 
del complex binari. 

Les dues formes de PCPA presenten camins d'activació diferents. 
Així, mentre que amb la forma monomérica s'obté una expressió inicial 
mes rápida de 1'activitat, que després creix raes lentament, amb el 
complex binari s'observa un procés en certa manera compleraentari que fa 
que la generació-d'activitat sigui lenta al comengament, i que a partir 
d'un cert punt s'acceleri, donant valors d'activitat raes elevats que el 
monómer. En línies generáis, la presencia del zimógen E endarrereix en 
un principi 1'expressió de 1'activitat, mentre que a continuació la 
promou en un grau superior al que es dona en la seva abséncia. El canvi 
entre una situació i l'altra es produeix entre els 15 i els 30 minuts 
després de l'addició de la tripsina al medí. 

No hi ha diferencies importants peí que respecta ais resultats 
assolits amb les dues relacions proteina/tripsina emprades. L'única 
diferencia a comentar té relació amb els valors d'activitat mesuráis a 
temps Uargs! mentre que a relació 40/1 els valors d'activitat s'igual en 
a temps 4 h i romanen molt semblants, a relació 4/1 la corba 
corresponent al monómer ultrapassa la del complex binari entre les 2 i 
les 4 h. Es probable que a concentracions elevades de tripsina i en 
presencia d'una altra proteinasa íla PPE), es pugui comengar a produir 
degradació de 1'enzim actiu, el que explicaría el descens d'activitat en 
relació amb la forma monomérica. En tot cas, i en el marge de condicions 
estudiadas, es pot afirmar que l'activació de les PCPAs és 
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relativament independent de la concentració de tripsina utilitzada. 
Yamasaki et al. (1963) havien arribat a conclusions semblants amb la 
PCPA S6 de páncreas de bou. 

En comparació amb els resultats préviament publicats que fan 
referencia a les PCPAs de páncreas de bou, les gráfiques presentadas a 
la Figura 111.47 coincideixen en 1'aspecto de la lentitut del procés 
general. No obstant, totes les dades do que es dispasa en bou (no molt 
abundants, per altra part), fan referencia a 1'enlentiment que 
1'estructura quaternária produeix sobre l'activació de la subunitat 
precursora de la CPA. Aixi, Freisheim et al. (1967b) i Puigserver i 
Desnuelle (1977) observen que la subunitat PCPA afilada deis complexos 
ternaris per dos métodes diferents expressa la seva activitat mes 
rápidament i en major grau que quan está inclosa en un complex binari o 
ternari, tant a temps curts com a temps fináis d'activació. Les 
diferencies observades entre una i altra forma son, no obstant, tant 
importants, que no es pot descartar que el fet de treballar amb monómers 
aillats artificialment i, per tant, no naturals, introdueixi una 
component de labilitat adquirida que faci que aqüestes formes siguin 
menys resistents a 1'activació. 

Per altra banda, Freisheim et al. (1967b) observen també que 
l'activació de la subunitat PCPA aillada és un procés faifásic, on 
apareix un replá d'activitat entre els minuts 15 i 30 aproximadament. 
Els autors adjudiquen aquest procés en dos passos a la deacilacló de 
dues succinil-tirosines i a un possible canvi conformacional que la fa 
possible. No obstant aixó, el mateix tipus de procés s'observa amb la 
PCPA monomérica de páncreas de porc, proteina present naturalment al 
páncreas, el que elimina en part la possibilitat que la deacilació sigui 
la responsable d'aquest fenómen, tot i recordant que es tracta de 
proteines d'especies diferents. Aixó voldria indicar que aquest replá 
observat a la corba d'activació és una característica consustancial del 
procés, indicativa d'un possible canvi conformacional o de 1'existencia 
d'una especie transitoria, i, com es veurá mes endavant i també apunten 
Freisheim i col., de la progressiva desaparició del medi del segment 
d'activació complet, que és el que presenta una mes gran afinitat per 
1'enzim. 
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També es va estudiar la influencia deis cations Ca^* i Tb=* sobre 
el procés de generació d'activitat CPA. Diversos autors havien aportat 
dades sobre la influencia que els cations calci exercei;:en sobre la 
rapidesa de l'activació deis proenzims de bou. En alguns casos (Uren i 
Neurath, 1972) s'interpretava que 1'efecte tenia lloc mitjangant un 
relaxament de l'estructura quaternária que eliminava 1'efecte retardant 
de l'activació que aquesta tenia sobre la subunitat PCPA. Aquesta versió 
no era congruent amb 1'efecte positiu que els ions Ca=* tenien sobre 
PCPA monomériques (Lacko i Neurath, 1970; Reeck i Neurath, 1972), com 
discutien Puigserver i Desnuelle (1977) al considerar aquesta qüestió. 
Per altra banda, Freisheim et al. (1967b) no observaren una disminució 
de la velocitat d'activació de la PCPA succini1.1ada en abséncia d'ions 
calci; ans al contrari, el monómer s'activa amb gran velocitat en aquest 
darrer cas. Per altra banda, en l'únic treball de qué es disposa sobre 
les PCPAs porcines (Kobayashi et al., 1978), no s'utilitza Ca=* en 
1'activació, i s'obtenen unes corbes de generació d'activitat que 
indiquen que aquesta transcorre tant rápidament com estava descrit per a 
les formes bovines en presencia de Ca=*. En treballs previs (Martínez, 
1980; San Segundo, 1982) fets en el nostre grup no s'havia observat 
dependencia del procés d'activació en cap mena de catió. 

Aixi, en principi, ultra certes contradiccions en la bibliografía 
peí que respecta a les proteines de bou, no semblava que el calci 
tingues efecte sobre les PCPA porcines. No obstant, recents treballs del 
grup han tornat a posar émfasi en aquesta questió, en trobar importants 
relacions estructuráis entre el saA i les proteines fixadores de Ca=«* 
de la familia EF-hand. Degut a aixó hem realitzat estudis d'activació 
triptica de les PCPA porcinas en abséncia i presencia de Ca''* i 
Tb**, aquest darrer un isóster del primer del que s'ha demostrat que 
s'uneix fortament al saA (Vilanova, 1987; Aviles et al., 1987). A la 
Figura 111,48 es presenten les corbes de generació d'activitat CPA per 
acció de la tripsina en presencia d'ions Ca"* i Tb'*, ambdós a 
concentrado 2 mM. Si bé resulta evident la relació del segment 
d'activació amb les proteines fixadores de calci, i 1'efecte que l'ió 
terbi té sobre el mateix (veure els treballs esmentats), cap d'aquests 
cations té un efecte positiu sobre el procés d'activació. Es pot 
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T e m p s (h) 

FIBURA III.48 Generació d'activitat CPA per acció de la tripsina a 
relació protexna/tripsina 40/1 (p/p). Condicions idéntiques a les de la 
Figura III.47, amb l'addició de Ca=* 2mM (A, PCPA II; A, PCPA I) o 
Tb=* 2mM («.PCPA II; O , PCPA D . Les linies en trag discontinu fan 
referencia a les corbes de la figura anterior en abséncia d'ions. 
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coiBpravar que la presencia de Ca=** no a-fecta en atísolut la cinética de 
generado d'activitat, mentre que el terbi, del que sí s'ha demostrat 
que s'uneix al segment, provoca un enlentiment de l'activació. Aquest 
enlentiment podría, pero, ser adjudicat, a una certa agregado que 
aquest catió provoca en les procarboxipeptidases, i especialment en la 
tripsina, reduint a l'hora el nombre de moléculas susceptibles de ser 
activados i el nombre de moléculas activadores. Aqüestes consideradons 
son valides tant per al monómer com per a la forma en complex binari. 
Cal afegir que análisis electroforetiques del procés d'activació 
(resultats no presentats) indiquen que en presencia da Tb^* també es 
produeix CPA i saA (i fragments) des deis primers minuts de l'addició de 
tripsina, a 1'igual que en les mostres de referencia i amb Ca**. 
Probablement convindria en el futur repetir aquests experiments en 
presencia de concentracions molt menors de Tb** a fi d'evitar efectes 
laterals indesitjats. 

I I 1 . 9 . 2 . S E S U I M E N T D E L ' A C T I V A C I Ó P E R E L E C T R O F O R E S I 
H O M O G É N I A 

En estudis anteriors fets en el si del nostre grup (Martínez, 1980; 
San Segundo, 1982) s'havía analitzat el progrés de l'activació de les 
dues PCPA per electroforesi en poliacrilamida-SDS i en gradient de 
poliacrilamida-SDS. Aqüestes técniques només eren capaces de donar 
compte de la generado de segment d'activació i de la seva desaparició, 
paró no permetien seguir 1 'aparició de fragments mes curts del segment o 
la possible conversió d'una forma de CPA en una altra. Els dos tipus 
d'electroforesi aquí utilitzats permeten analitzar péptids de pes 
molecular inferior ais analitzables amb les electroforesis convencionals 
en SDS i destriar entre especies diferents del mateix (o gairebé el 
mateix) pes molecular. Cal remarcar, no obstant, que en el cas de 
1'electroforesi de baix pes molecular (en urea 7M - SDS) els fragments 
curts, tot i sent visibles i clarament separats, poden presentar un pes 
molecular aparent erroni. 
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II1.5.2.a. ELECTROFORESI EN UREA 7 M - SDS 

Al mateix temps que se seguía la generació d'activitat CPA en 
l'experiment de 1'apartat anterior es van anar agafant aliquotes de la 
barreja d'activació, que eren immediatament sotmeses a un tractament per 
inhibir el progrés de l'atac tríptic sobre les especies generades i 
posteriorment analitzades per electroforesi. La inhibició es promovía 
mítjangant l'addició de PMSF i STI, per aquest ordre, a la barreja 
d'activació, seguida de l'addició de tampó d'aplicació de mostres per 
electroforesi <amb 2-mercaptoetanQl) i escalfament immediat a 100* C 
(veure II.9.3.). A la Figura III.49 es raostra el resultat de 1'análisi 
de les aliquotes inhibides per electroforesi en urea 7 M - SDS. 

De la mateixa manera que succeeix amb ia major part de zimógens 
coneguts, el trencament deis enllagos que alliberen la forma activa es 
produeix de forma prácticament immediata a 1 'atac per la proteinasa 
activant. Pot comprovar-se que, a temps tant curts com 1 minut 
d'activació, la conversió de PCPA en CPA i segment d'activació és total, 
i que aquesta afirmació és válida per les dues PCPA i per les dues 
relacions de PCPA/trípsina emprades. Per tant, la presencia del complex 
binari no fa disminuir 1'accessibilitat de la tripsina a l'enllag 
activador. Aquests resultats, considerats en conjunt amb els de 
generació d'activitat, suggereixen que 1'estructura quaternária no 
impideix l'activació sino que modifica 1'expressió de 1'activitat de 
1'enzim alliberat mitjangant un canvi en les interaccions entre les 
especies presents. 

El segment generat a temps curts d'activació té un pes molecular 
aparent d'aproximadament 11.000. Aquest valor coincideix amb dades 
préviament publícades (San Segundo, 1982) i indica que el fragment 
alliberat en primer terme conté la totalitat del péptid d'activació. La 
banda electroforética a que es fa referencia segueix present al medi 
d'activació fins aproximadament les dues hores en el cas de la PCPA II i 
fins els 30 minuts en el de la PCPA I. Malgrat que el nivel! de 
definició d'aquesta técnica electroforética no permeti assegurar-ho, 
algunes análisis serablaven indicar que aquesta banda pot ser en realitat 
un doblet de dues bandes que representarien especies diferenciades per 
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FISURA XI i. 49. Análisi per electroforesi en gels de pal i acrilamida 
en urea 7f1-SDS de iwstres agafades al llarg ds l'activació tríptica de 
la PCPA II (esquerra) í PCPA I (dreta). Condicions de l'activació» CCJÜ a 
la Figura III.47, a reiacions proteina/tripsina (p/p) de 4/1 (part 
superior) i 40/1 (part inferior). A l'electroferesi feta a relació 4/1 
no es presenta el teops d'activació de 24 hores. 
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pocs residus aminoácids. 

No s'observen diferencies significativas entre les activacions 

dutes a terme a relacions diferents de tripsina. Pot veure's, en tot 
cas, una degradació mes extensiva a relació 4/1, que fa que no quedi 
rastre electroforétic del segment o de fragments del mateix a 24 hores 
per a la PCPA 11 i a prácticament 4 hores per a la PCPA I, i 1'aparició, 
ja a temps curts, d'una banda electroforética poc intensa de baix pes 
molecular. Atpests resultats confirmen els ja comentats en el capítol de 
seguiment de la generació d'activitat CPA. 

Si bé és cert que les especies generades a temps curts d'activació 
semblen ser les mateixes per a la PCPA II coro per a la PCPA I, al menys 
segons el criteri de l'electroforesi en urea-SDS, hi ha diferencies 
entre les dues formes de la PCPA peí que respecta a la velocitat de 
degradació del péptid prímari (anomenant així al péptid d'activació mes 
llarg deis possibles), A les dues relacions de tripsina emprades es 
comprova que la desaparició deis fragments de mes alt pes molecular es 
produeix abans en el cas del complex binari. Es possible que la propia 
proteinasa E, generada a partir del zimógen E per acció de la mateixa 
tripsina, col.labori en aquesta degradació, o que l'accessibilitat de la 
tripsina a certs enllagos del segment sigui major en el complex binari. 

Es possible plantejar una primera relació entre aquests resultats i 
els corresponents a la generació d'activitat CPA. S'havia comprovat que, 
a temps superiors ais 30 minuts, l'activitat CPA de la barreja 
d'activació feta a partir de la PCPA I era superior a 1'obtinguda amb la 
forma monomérica. Aqüestes dades teñen clara correspondencia amb els 
resultats de l' electroforesi, on es comt -ova que és en la forma de 
complex binari on s'aprecia una mes rápida desaparició del segment de 
major pes molecular, concretament a temps d'activació de nés de 30 
minuts. En tal cas es planteja, pero, una altra qüestiói com és que 
1'activitat CPA sigui inferior en el complex binari durant els priraers 
minuts posteriors a l'atac triptic? Possiblement, aquesta inversió 
inicial de l'expressió d'activitat no tingui res a veure amb 
1'eficiencia de l'atac triptic inicial, que hem comprovat que ha de ser 
del mateix grau en els dos casos. Hés raonable sembla pensar que, 
mentre el segment d'alt pes molecular no és degradat <per acció de la 
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tripsina o per acció conjunta de la tripsina i la proteinasa E ) , el 
complex ternari CPA-segment-PE, probablement forga estable, impideix, 
per raons conformacionals que podrien explicar-se cora un dificultament 
de l'accessiblitat al centre actiu de la CPA, l'expressió de l'activitat 
d'aquesta darrera. Es podria fins i tot pensar que en el complex 
CPA-saA-PPE el segment adopta una posició espaial mes favorable per 
inhibir la CPA que a dins del proenzima natiu, o bé que la PE col.labora 
en la unió CPA-saA. La deoiostració, feta per electroforesi en medi no 
dissociant <San Segundo, 1982) i per electroforesi en gradient d'urea 
(Vilanova et al., 1985), que els complexos CPA-segment o CPA-segment-PE 
segueixen existint després de l'activació, abonen les anteriors 
hipótesis. 

III.S.2.b. ELECTROFORESI EN UREA 7 H 

Un estudi semblant al de 1'apartat anterior es va fer amb un altre 
tipus d'electroforesi , en urea 7M i abséncia de SDS, que dona una 
resolució de bandes diferent. Per 1'análisi de isostres de la barreja 
d'activació al llarg del temps nitjangant acpest tipus d'electroforesi 
es van agafar alíquotes al mateix temps que se seguía la generació 
d'activitat, de manera idéntica a la que es feia per l'altre tipus 
d'electroforesi; 1' única diferencia consistía en el procediment emprat 
per inhibir 1'acció de la tripsina, consistent en afegir al medi PMSF i 
STI, congelar imfflediatament i mantenir m\ aquest estat fins el moment de 
l'electroforesi (veure II.9.3). A la Figura III.50 es veuen els 
resuitats del seguiment de l'activació i \ gels en urea 7 M i abséncia de 
SDS. 

Aquest tipus d'electroforesi permet analitzar independentment les 
dues formes de CPA porcina generades per acció tríptica sobre la PCPAs 
CPAoc i CPA ^ . Les dues CPA es diferencien en el seu aminoácid 
N-terminal, essent la forma el producte de la pérdua d'un dipéptid 
Ala-Arg per part de la forma«.(Folk, 1963). En aquests gels de 
poliacrilamida en ísedi dissociant la forma és la que presenta un major 
desplagament electroforétic (Vilanova et al., 1985) degut a la pérdua 
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FlttRA III.TO- Análisi per electroloresi en §els de poliacrilaaida 
en urea 7« del procés d'activació tríptic de la PCPA II lesquerra) i la 
PCPA I Cdreta). Condicions d'activació, ce» a la Figura 111,47, a 
relacicms proteina/tripsina (p/p) de 4/1 (part superiíâ ) i 40/1 (part 
inf «"ior), 
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Resuitats i Mscussio 

d'una cárrega positiva, el que la fa avangar cap al pal positiu. 
La informació obtinguda amb aquesta mena de gels és en certa manera 

complementaria a la que proporcionen els gels fets amb SDS. Es torna a 
comprovar, per exemple, que el trencament de l'enllag ¡pe uneix enzim i 
segment és immediat després del tractament triptic i que les diferencies 
entre les activacions a relacions proteína/tripsina 4/1 i 40/1 no son 
importants peí que respecta al tipus i proporció deis diferents 
fragments generats. Es poden fer, pero, algunes observacions que no son 
evitíents en els gels fets en presencia de SDS: 

« Es comprova que la banda de segment de mes alt pes molecular de 
la Fig. II1.49 és en realitat un doblet de bandes i consta de 
dues especies diferents segons criteris d'electroforesi en urea 7 
M, tal com 1'electroforesi en presencia de SDS permetia intuir 
pero no confirmava. A l'apartat 111.5,4 s'aportaran proves 
experimentáis d'aquesta assignació, que aquí es dedueix de la 
presencia de dues bandes a temps 1 min, 

* Un deis components del doblet de bandes esmentat és absent a les 
mostres d'activació de la PCPA I, El component que es detecta en 
l'electroforesi en presencia de SDS és el de menor pes molecular 
deis dos (veure també III.5.4). 

» Si bé no hi han diferencies entre les activacions a 4/i i 40/1 
peí que respecta ais fragments generats, si n'hi ha peí que 
respecta a les formes de CPA presents durant l'activació! la 
forma a desapareix del medí entre els 15 i 30 minuts a relació 
proteina/ tripsina 4/1, tant per la PCPA 11 com per la PCPA I, 
mentre que a relació 40/1 sembla ser molt roes resistent i 
romandre present fins a temps d'activació tant llargs com 4 hores 
en ambdós casos. 

Si les corbes de generació d'activitat CPA a les dues relacions de 
tripsina activants no presenten diferencies importants, és possible 
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deduir que la presencia en el medi d'una forma de CPA o d'una altra no 
és un factor rellevant en el procés d'activació i que no és necessária 
la presencia d'una forma concreta d'enzim per a que l'activitat es 
manifesti. El fet que les dues formes tinguin en estat aillat una 
activitat especifica semblant (Folk et al., 1963| Serra et al., 1986) 
recolta aquest punt de vista. Una primera conclusió general que es pot 
treure és, dones, que la transformació d'una forma de CPA en una altra 
no té un reflex important en la generació d'activitat. 

La desaparició de la banda de menor desplagament electroforétic de 
la zona deis péptids (adjudicada, com hem vist a 1'especie de major pes 
molecular i, per tant, al segment sencer) és simultánia al creixement de 
l'activitat, tal com demostra l'análisi deis gels per densitometria 
(veure mes endavant). Aquesta banda no és prácticament present a les 
activacions de la PCPA I, amb el que es pot deduir que no és el segment 
mes llarg possible el responsable de la inhibició inicial observada en 
aquest cas, sino que, possiblement, l'altre component del doblet 
aparegut en la electroforesi en urea-SDS manté la capacitat 
d'interaccionar amb el complex binari d'enzims proteolítics forroat per 
la CPA i la PPE. 

Es va quantificar la intensitat de les diferents bandes 
electroforétiques mitjangant densitogrames deis gels en urea 7 Mj i els 
resultats corresponents a la PCPA II es presenten a la Figura 111.51. 
Es pot comprovar que la generació de segment d'activació o de fragments 
del mateix segueix un camí semblant tant a relació 4/1 com a relació 
40/1. Insistint en el que es deia en el parágraf anterior, és 
interessant observar que el grau de desaparició del fragment de 
desplagament electroforétic mes lent corre paral,leí al d'aparició de 
l'activitat CPA (comparar amb la Figura 111,44). Aquest resultat permet 
circunscriure al segment d'activació complet la responsabilitat de la 
inhibició de la CPA o, al menys, la qualitat de ser el fragment amb raes 
afinitat per 1'enzim actiu. 

Com ja s'ha dit préviament, les diferencies entre les activacions a 
relacions PCPA/tripsina 4/1 i 40/1 es manifesten principalment en les 
proporcions de les diferents especies de CPA en el medí. Els 
densitograraes de la Figura 111,50 corroboren aquest fet. 
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FIGURA II 1.51. Densitometria de les electroforesis en urea 7M de les 
mostres agafades al llarg del procés d'activació de la PCPA II (Figura 
III.47). Es representa les proporcions relatives al llarg de l'activació 
de les dues formes de CPA (requadres superiors) i deis diferente 
fragments genérate (requadres inferiors). Relacions proteina/tripsina 
40/1 (esquerra) i 4/1 (dreta). Els valors de 2h i 4h s'han deduit amb 
l'ajut de densitometries puntuáis deis gels d'urea-SDS de la Figura 
II 1.49 i deis valors d'integrado d'árees presentats a la Figura II 1.53. 
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m . S . 3 . C O M P A R A C i d E N T R E L E S D U E S F O R M E S D E P C P A 

Donat que els experiments presentats fins aquí son aquelis que 
s'han dut a terme amb les dues formes de PCPA, i que en els detallats a 
continuació només s'ha utilitzat la forma monomérica, es discutirá 
breument en aquest apartat els trets diferenciáis en l'activació de les 
dues formes. 

Ja s'han comentat les diferencies en les corbes d'activitat, en les 
que s'aprecia que l'activació inicial del monómer és mes rápida que la 
del complex binari, situació que s'inverteix ja a temps curts 
d'activació (15-30 min), on s'observa una major activitat peptidásica en 
la forma de complex binari activada. Aquest fet guarda una clara relació 
amb la desaparició de fragments d'alt pes molecular del raedi, fet que es 
produeix mes aviat en la PCPA I (veure Figura 111.46). 

De la mateixa manera que l'observació de diferencies en la 
cinética de desaparició de la CPA segons l'activació hagués estat feta, a 
una relació de tripsina o altra, juntament arab l'abséneia de diferencies 
en l'activitat mesurada, permetien deduir que la transformado d'una CPA 
en una altra no era un factor determinant en 1'expressió de 1'activitat, 
la identitat en els processos de transformado de CPA a C P A ^ ,tant 
si es tracta de PCPA II com de PCPA I, permet deduir que aquest. procés 
de tranformado no influeix en 1'expressió diferencial de l'activitat 
segans es tracti d'un zimógen o d'un altre. Per tant, un punt de 
coincidencia entre ambdós processos d'activació és que aquests venen 
modulats per la progressiva transformació deis fragments alliberats i no 
per les formes d'enzim actiu presents al medi, comuns a les dues 
formes. 

En les electroforesi5 en urea 7Í1 es pot apreciar una diferencia 
significativa: el segment de menor desplagament electroforétic, que s'ha 
demostrat que és el de mes alt pes molecular i representa el péptid 
d'activació sencer, no apareix prácticament en el medi en cap moment de 
l'activació de la PCPA I. S'observa, en canvi, l'aparició de bandes 
intermedies, molt minses, entre les dues formes de menor desplagament, 
no presents a l'activació de la PCPA II. En general, s'observa una majar 
heterogeneitat de bandes en el complex binari. 
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En conjunt sembla detectar-se una major rapidesa en la desaparició 
deis dos fragments d'aparició mes primerenca, producte d'una mes rápida 
transformació en els altres fragments detectats, que podria explicar la 
major celeritat observada en l'activació del complex binari. Aqüestes 
diferencies son la conseqüéncia directa de la presencia de PPE, que 
actuarla bé com a proteinasa, digerint parcialroent el segment, bé com 
agent merament modulador de la conformació del saA i deis seus complexos 
amb la CPA, convertint aquell en mes susceptible a l'atac proteolitic. 
Sigui com sigui, cal aprofundir els estudis amb el complex binari, duent 
a terme en primer lloc experiments d'aillament deis fragments generats 
tal i com s'ha fet amb la PCPA II (veure a continuació) per a poder 
discutir l'activació del complex binari amb dades mes fonamentades. 

II1.5.4. S E G U I M E N T D E L ' A C T I V A C I Ó D E L A P C P A II P E R 
H P L C A N A L Í T I C A 

Es va utilitzar la cromatografía liquida d'alta pressió com a 
métode complementari de les electroforesis per la caracterització deis 
diferents fragments generats al llarg de l'activació. Aquest métode 
permet obtenir una millor resolució entre especies molt semblants, a 
1'hora que aparta també dades quantitatives i permet aillar els 
diferents fragments d'activació. 

Donat que els resultats de 1'apartat anterior perraetien comprovar 
una ressemblanga important entre els tipus i quantitats de fragments 
generats durant l'activació a les dues relacions de tripsina 
utilitzades, i per evitar en el possible contaminacions per part 
d'aquesta, el seguiment per HPLC de l'activació només es va fer a 
relació PCPA/tripsina 40/1 (p/p). A la Figura III.52 es poden veure els 
perfils cromatográfics de barreges d'activació analitzades a temps 
diferents. L'análisi electroferética d'aqüestes fraccions en un 
experiraent preparatiu que s'explicará a continuació (veure II1.5.4) va 
perraetre caracteritzar les diferents fraccions, identificant-les amb les 
bandes electroforétiques que es comenten ais dos apartats anteriors. 
Aixi, es va poder comprovar que el temps de retenció a la cromatografía 
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FISURA 111,52. Perlils cromatograf ics de HPLC de mostres de PCPA II 
injectades a diferents temps al llarg de l'activació amh tripsina a 
relació PCPA Il/tripsina 40/1 (p/p), Condicions d'activació com a la 
Figura III.47, Columna Nucleosil C-4, Solventsí A, TFA 0,r/.| B, CH3CM 
80% * TFA 0,09%. FlUKS 0,5 ml/min. La numeració fa referencia a l'ordre 
d'aparició de pies al llarg de l'activació i no a la seva posició 
cromatograf i ca. 
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T e m p s (h) 

FIBURA II 1.53. Representació de les árees deis pies cromatográf ics 
de la Figura III.52 al llarg del temps d'activació. Els valors d'área 
s'expressen en unitats arbitrarles, a partir de les integracions 
obtingudes amb el sistema de detecció de l'aparell de HPLC. La numerado 
correspon a la de la figura citada. 
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segueix un ordre invers al pes molecular deis fragments íexcepció feta 
del péptid 5 ) , i que a 1'aparició a temps curts de 1'especie de majar 
pes molecular li segueix 1'aparició consecutiva d'espécies mes curtes i 
el descens paral.leí en 1'área de la primera. La numeració utilitzada a 
la figura fa referencia a 1'ordre d'aparició al llarg de l'activació i 
no té res a veure amb els temps de retenció cromatográfics. 

A la Figura III.53 es presenta la representació de la recuperació 
cromatográfica deis péptids al llarg del temps. La numeració és la 
mateixa que en la figura anterior. La comparació de les representadons 
de les figures III.51 i III.53 permet observar una correspondencia entre 
els péptids anomenats 1, 2 , 3 i S a l e s dues figures peí que respecta a 
la forma de la corba. La resta de fragments detectats per HPLC no és 
apreciable en les electroforesis. Es interessant remarcar altra vegada 
que el perfil de la desaparició del péptid anomenat 1 és equivalent al 
d'aparició de l'activitat CPA. Aquest fet és aqui encara mes evident que 
en la representació deis densitogrames de les electroforesis en urea 7M 
(Figura IH.4Q), El seguiment per HPLC permet també comprovar que el 
péptid aquí anomenat 5, majoritari a temps 4 hores d'activació, 
correspon amb tota probabilitat a una forma de desplagament intermedi 
observada en els dos tipus d'electroforesi. Si aquest fragment és de pes 
molecular inferior a les formes 1 i 2, cal adscriure el seu temps de 
retenció en HPLC a un cert grau de desplegament que el faría 
interaccionar amb la columna en major grau a cora ho faría un péptid de 
la seva mateixa llargada no desplegat. 

L'única discrepancia que s'observa entre les análisis per 
electroforesi i per HPLC és la proporció de 1' especie anomenada 3 a 
temps de digestió 1 hora. No ens és possible peí moment explicar aquesta 
petita discrepancia mes que per possibles diferencies en el procés 
utilitzat en cada cas per inhibir 1'acció de la tripsina: és molt 
probable que la baixada de pH i immediata cromatografía utilitzades a 
1'análisi per HPLC siguin mes efectives que l'atur amb STI deis altres 
dos casos, sobretot en el de 1'electroforesi en abséncia de SDS. 
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II 1.5.5. AILLAMENT PER HPt-C DEL8 PEPTID8 OENERATS 

La repetició a nivell preparatiu de les cromatografies que es 
presenten a la Figura III.52 va permetre l'aillament de les diíerents 
especies i la seva posterior caracterització. 

A la Figura III.54 es presenta 1'anal i si electroforética de les 
diverses fraccions amb els dos tipus de gel de paliacrilamida eraprats en 
aquest capítol. La comparació del desplagament electroforétic deis 
péptids individuáis amb la seva posició a les butxaques on s'analitzen 
les barreges totals d'activació permet assignar bandes d'electroforesi a 
pies cromatografies de HPLC. Concretament, el pie 1 correspon a la banda 
de mes alt pes molecular a la zona deis fragments de la electroforesi en 
urea-sos (part superior del doblet) i a la banda de menor desplagament a 
1'electroforesi en urea 7 M. El pie 2 correspon al component de menor 
pes molecular del doblet (urea- SOS) i a la segona banda amb menys 
desplagament (urea 7 M). Aixá confirma 1'existencia d'un doblet a pes 
molecular aproxiraat de 11.000 en 1'electroforesi de urea-SDS. El pie 3 

correspon a la posició de pes molecular intermedi a la primera 
electroforesi i a la banda de major desplagament a l'altra. Els pies 4 i 
5 corresponen també a la posició de pes molecular intermedi en 
1'electroforesi en urea 7M-SDS i a la vegada a la banda de desplagament 
intermedi en l'altra electroforesi. Aquest desplagament intermedi del 
pie 5, de mes tardana aparició probablement que els anteriors, i 
possiblement mes curt, fa pensar una altra vegada en que pugui adoptar 
una conformació diferent, mes oberta que la deis seus precursors. El pie 
6 resulta ser el de mes baix pes molecular o, dit d'altra manera, el 
péptid que ha sofert una mes extensiva d: íestió d'entre aquells que son 
susceptibles de ser analitzats per electroforesi. L'esquema que es 
presenta a la Figura III.55 ajudará a resumir aqüestes assignacions. 
Observi's que la numeració adoptada, de la que ja se n'ha anat fent 
esment fins ara, és la que correspon a l'ordre de desplagament deis 
péptids a 1'electroforesi en urea 7M-SDS, i que aquesta numeració no 
guarda perfecta relació amb l'ordre de desplagament o elució deis altres 
métodes analltics. 

De les dades conjuntes de totes les análisis fins aquí esmentades 
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FISURA III,5#. Análisi dais péptids gwierats durant l'activació i 
aillats per I^C preparativa, feta p«- dos «étodes electrofo^éticsi en 
«rea 7M-SDS (part superior» 1 en urea 7W (part inferior)» Veure Figura 
III.55 per la numeració. Juntament amb 1'análisi de les fraccions es 
presenta les electroforesis de les barreges totals d'activació ais temps 
assenyalats. 
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FIBURA III. 55. Diagrama comparatiu de les posicions 
electroforétiquBsdels fragments generats al llarg de l'activació de la 
PCPA II en els dos sistemes electroforétics utilitzats: urea 7M-SDS 
(esquerra) i urea 7M (dreta). La numerado és la mateixa que en les 
figures 111.49, 50, 51, 53 i 54) 

s'en pot deduir que la progressió de l'activació és principalment el 
resultat d'una digestió seqüencial del péptid primari, entenent com a 
tal el producte del primer atac triptic que allibera la CPA a i el 
segment d'activació. Aixó no exclou, en principi, que canvis 
conforraacionals de fragments del mateix pes molecular o variacions en la 
interacció de les dues formes de CPA amb els diferents fragments puguin 
influir també en l'expresió de l'activitat. 

- 299 



Resultats i Mscussio 

IlI.S.é». C A R A C T E R I T Z A C I Ó N - T E R M I N A L D E L S P E P T I D S 

Alguns deis fragments aillats per HPLC a diferents punts del procés 
d'activació - de la PCPA monomérica van poder ser analitzats per 
degradació automática d'Edman, i els resultats d'aquesta análisi 
seqüencial es poden veure a la Taula III.17. Es comprova que els cinc 
péptids posseeixen la mateixa seqüéncia N-terrainal i que aquesta és la 
mateixa que la del segment d'activació sencer. Cora a conseqüéncia 

T A U L A I I I . 1 7 

D E G R A D A C I Ó S E Q Ü E N C I A L A U T O M Á T I C A D E F R A G M E N T S G E N E R A T S A L 

L L A R 6 D E L P R O C E ' S D ' A C T I V A C I Ó 

Fragtent 

Cicle í 2 3 4 5 

1 Lys Lys Lys Lys Lys 
2 Slu Glu Glu Glu Glu 
3 Asp Asp Asp Asp Asp 
4 Phe Phe 

immediata d'aquest fet se'n dedueix que la degradació del segment 
d'activació té lloc peí seu extrera C-terminal, al menys peí que respecta 
ais péptids analitzats, que son tots els fins aquí descrits menys el de 
mes baix pes molecular, que no va poder ser aillat en quantitat 
suficient per procedir a una análisi seqüencial. 

Aquests resultats 1liguen pobrament amb els que es poden deduir de 
les electroforesis en urea-SDS. Tot i recordant que el cálcul de pesos 
moleculars en aquest tipus de gels és forga deficient, es pot estimar 
uns pesos moleculars aproximats pels fragments a partir d'un patró de 
mioglobina tractada arab bromur de cianógen; fent un cálcul aproximat es 
pot veure que els dos components del doblet de bandes de menor 
desplagament tindrien uns valors de 10.800 i 10.100, corresponents a 94 
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i 88 residus respectivament, mentre que ais péptids de la zona de pesos 
moleculars intermedis se'ls hi podría adjudicar un valor 
d'aproximadament 9.000, corresponent a 78 residus. Aqüestes llargades no 
coincideixen amb cap possible trencament triptic del segment. 
Efectivament, al comprovar que tots els péptids analitzats difereixen, 
en tot cas, en el seu extrem C-terminal, les úniques llargades possibles 
a partir de digestió tríptica (recordem que és l'única proteinasa 
present) son 94, 69, 60, etc. residus, cap d'ells coincident amb els 
valors hipotetitzats. En tot cas, i considerant que les electroforesis 
indiquen la formació de CPA a i CPA^ des de bon comengament, es podría 
considerar també possible la formació del fragment 1-96 (1-94 + 2 
residus de la CPA), arab el que les llargadss possibles serien 96, 94, 
69, 60, etc., que tampoc coincideixen bé. 

Potser cal concloure que l'electroforesi d'urea-SDS no és un bon 
medi d'análisi de pesos moleculars, encara que serveixi bé a finalitats 
de separació de fragments d'altra manera impossibles d'analitzar en gels 
en presencia de SDS. Per altra banda, la petita diferencia entre els dos 
péptids mes llargs només podría ser adjudicada d'antuvi a la pérdua d'un 
péptid curt com el N-terminal; ja s'ha vist que aquesta possibilitat 
queda aparentment anul.lada per 1'análisi de seqüéncia. 

Malhauradament no es pcsseeixen dades fiables d'análisi 
d'aminoácids deis diferents fragments. Els fragments analitzats a partir 
d'una cromatografía preparativa van donar en tots els casos unes 
análisis d'aminoácids molt semblants, fruit probablement d'una 
contaminació de fons de la columna, la qual, al treballar sempre amb 
quantitats molt petites de mostra va impedir la clara diferenciació 
entre les diferents entitats. No obstant, es va poder apreciar una 
disminució en la senyal de glutámics i leucines en les análisis 
corresponents ais péptids de desplagament electroforétic intermedi, dada 
que recaiga l'assumpció que la digestió s'efectúa peí extrem C-terminal. 
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I I 1 . 5 . 7 . A N A L I S I D E L A C A P A C I T A T I N H I B I D O R A D E L S 
P É P T I D S B E N E R A T S D U R A N T L ' A C T I V A C I Ó 

Fins aquí hem pogut comprovar la correspondencia entre la generació 
i degradació de fragments del segment d'activació i 1'alliberament de 
l'activitat enzimática de la CPA. Es necessari, pero, relacionar 
aqüestes observacions amb estudis sobre la capacitat d'aquests fragments 
per interaccionar amb 1'enzim. 

Amb aquesta finalitat es van obtenir corbes d'inhibició de les CPA 
amb els diversos fragments del segment aillats per HPLC. Els resultats 
d'aquest experiment es presenten a la Figura 111.56 on es mostren les 
corbes d'inhibició deis fragments anomenats l, 2 i 3 amb la CPAa i de 
la totalitat deis fragments (1,2,3,4,5, i 6> amb la CPA fi (veure Figures 
III.47 i 111.52 per la nomenclatura de les diferents especies). 

L'addició de péptid d'activació primari a relacions molars 
progressives sobre les CPA produeix una creixent inhibició de la seva 
activitat peptidásica mesurada en front del substráete BGP, L'activitat 
residual a relació molar segment primari/CPA de 10 és del 137. per a la 
forma a i del 17% per a la forma , Si bé la capacitat d'inhibició del 
segraent primari és lleugerament inferior sobre la forma ¡i , és ciar que 
en cada cas aquesta forma de segment és la que presenta, arab diferencia, 
major capacitat inhibidora. 

Es evident en les dues figures el descens en 1'afinitat per la CPA 
que experimenta el segment al transforraar-se en la forma anomenada 2. 
Aquesta especie no ha pogut ser caracteritzada completament per la seva 
regió C-terminal, quedant oberta la possibilitat que sigui el producte 
d'una digestió parcial que afecti a pocs residus del segment primari (la 
seva lleugerament menor mobilitat electroforética aixi ho faria pensar) 
o bé el producte d'un canvi conformacional que produeixi la seva 
diferenciació del segment primari per criteris tant d'electroforesi en 
urea-SDS, urea 7 M i HPLC. Sigui com sigui, aquest fragment, tot i 
mantenint una iraportant capacitat inhibidora (activitat residual a 
relació molar de 10 igual al 207. amb la CPA a ) , posseeix una af initat 
per les CPA de grau cansiderablement inferior a la del segraent primari, 
sent necessáries relacions molars que oscil.len entre 2 i 3 vegades les 
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corresponents a la forma 1 per obtenir els mateixos graus d'inhibició. 

Les altres especies aillades, aqüestes sí producte inequlvoc de 
digestid enzimática de la -forma primaria, presenten un poder d'inhibició 
clarament inferior a les altres dues. Els máxims valors d'inhibició 
assolits a relacions equimolars fragment/CPA son del 43 i 61 7. de 
1'activitat especifica inicial per a la forma 3 (amb CPA a i 

fi respectivament) , i del 79 7. i el 85 '/. de 1'activitat especifica 
inicial per a les formes 5 i 4 respectivament amb la CPA /3 . Per altra 
banda, la capacitat inhibidora del fragment 6 és nul.la. 

Resulta lógic pensar que la dificultat inicial en 1 'expressió de 
1'activitat, remarcable característica del procés d'activació de les 
PCPA, té com a responsables a les especies peptidiques amb mes capacitat 
inhibidora, la presencia de les quals coincideix, per altra part, amb el 
període en el qual 1'activitat presenta valors llunyans del máxim. No 
obstant, encara que baixa, la resta de fragments analitsats presenta 
certa capacitat inhibidora, la qual sería la responsable de que, fins i 
tot en abséncia de les formes 1 i 2, 1'expressió de 1'activitat no sigui 
la total. D'aquesta manera, malgrat que el grau d'inhibició produit per 
les formes 3-6 a relació molar 1/1 (que, per altra part, no s'assoleix 
probablement mai) sigui molt baix, no es pot parlar d'alliberament total 
de 1'activitat CPA fins que la de^aparició deis fragments d'activació 
primari i secundaris no és completa. 

En general també cal comentar que el grau d'inhibició mostrat per 
les diferents especies estudiades és lleugerament superior amb la 
forma a de 1 'enrim que amb la forma ji . Aquest fet és sorprenent donats 
els resultats de les corbes de generació d'activitat realitzades a 
diferents relacions de tripsina en les que, comprovació feta per 
electroforesi, hi havía diferencies en les proporcions relatives de les 
dues CPA, sensB que aixó es reflectís en diferencies en el curs de 
generació de 1'activitat peptidásica. No es pot descartar la 
possibilitat que els valors d'activició de la PCPA a diferents temps i a 
la relació protexna/tripsina 40/1 siguin revisables. 

En cap de les corbes d'inhibició aquí presentades s'arriba a valors 
d'activitat CPA comparables al valor residual que presenta la forma 
proenzimática. Aixó s'interpreta com que, tot i sent el segment 
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d'activado aillat un inhibidor roolt potent de l'enzim, el trencament de 
l'enllag d'activació és determinant en la disminució de la inhibició i 
en 1 'expressió de 1'activitat. 

II 1.5.8. 8EBUINENT DE L'ACTIVACIO DE f>CPII II f»ER 
ELECTROFORE8I EN ORADIENT D'UREA TRANSVERSAL 

La técnica electroforética emprada en aquest apartat pernet 
detectar 1'existencia d'interacció <i, per tant, afinitat) entre 
di verses especies proteiques, i l'e-fecte que sobre aquesta interacció i 
sobre cada una de les especies teñen les diferents concentracions 
d'urea. <veure II.8.5). El nostre grup es va interessar per aquesta 
técnica i la seva aplicació a 1'estudi de 1'interacció entre proteines 
pancreátiques. Fruit d'aquest interés n'és, entre altres coses* la 
deíinició del tipus de desplagament electroforétic de tota la serie de 
proteines anb les que es treballa en aquest estudi (Vilanova et al., 
1985). En aquest treball es va comprovar, per exemple, que la PCPA i la 
CPA sotraeses á electroforesi en gradient transversal d'urea (0-9 H) 
corren com una banda continua sense decreixements sobtats de la 
fflobilitat a concentracions altes d'urea, el que és indicatiu de manca de 
canvis con-fornacionals o desplegaments importants de la proteina al 
llarg de les concentracions d'urea estudiades. També es va comprovar que 
el segment d'activació primari aillat presenta una mobilitat 
electroforética sigmoidal en atravessar un gradient transversal entre O 
i 9M urea, comportament indicatiu d'una desnatural ització que segueix un 
model de dos estats. Per la seva part, 1 itnálisi d'una barraja de CPA i 
segment d'activació donava com a resultat una banda que carria coro la 
PCPA fins a a 4 ti urea, que després es desdoblava en dues bandes de 
desplagaments corresponents ais de la CPA i el segment aillats. Dins del 
treball aquí presentat es va voler aplicar aquesta técnica a l'análisi 
de la capacitat d'unió deis diferents fragments d'activació a les CPA. 

A la Figura III.57 es pot veure les electroforesis en gradient 
transversal d'urea de mostres agafades a temps d'activació i minut i 2 
hores. S'observa que la raostra corresponent a 1 minut després de 
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FlGUm III»57. Seguiment del procés d'activació tríptica de la PCPA 
monoaérica «itjangant electroforesi m gradient transversal d'urea. Es 
presenta les análisis de «ostras d'activació a 1 «inut i 2 hwes. 
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l'addició de tripsina presenta, -fins aproximadament 4 M en urea una 
banda principal i una secundaria, corresponents al complex de les dues 
formes de, CPA amb el segment d'activació llarg, puix aqüestes son les 
especies.presents en una barreja d'activació agafada a aquest temps 
<veure Figura 111.50). Per damunt de 4 M urea, es produeix la 
desaparició de la interacció, cada una de les especies corre segans el 
seu desplagament especific al no estar ja unides covalentment, i 
s'aprecia l'existencia de dues formes de CPA i de dues formes de 
segment, tal i com era d'esperar. 

Els temps intermedis de 1 hora (electroforesi no presentada) i 2 
hores d'activació permeten observar un descens progressiu en la 
intensitat de la banda de complex a concentrado O h d'urea, a la vegada 
que una desaparició de la mateixa a concentracions cada vegada mes 
baixes d'urea. Paral.lelament, s'intensifiquen i apareixen a 
concentracions d'urea mes baixes les bandes corresponents a les especies 
aillades que son, en cada cas, fidel reflex de les que s'observen en 
gels lineáis amb urea 7 M (veure també Figura III.50). A 1'electroforesi 
feta amb la mostra de 2 hores d'activació s'observa la conversió de CPAa 
en CPA /5 i la presencia gairebé a tot el llarg del gradient de dos 
fragmenta majoritaris amb desplagament sigrooidal. Aquests resultats han 
de ser interpretats com una disminució del grau d'interacció entre les 
especies o, dit d'altra manera, com un reflex de la menor afinitat que 
per les CPA teñen els fragments de segment generats a temps llargs 
d'activació. Cal també fer notar que de les dues bandes de complexas 
CPA/segments visibles a baixes concentracions d'urea en aquesta darrera 
electroforesi,la superior, assignable a CPAa /saA, persisteix mes al 
llarg del gradient que la inferior, assignable a CPA /saA. Aquest 
comportament reafirma la lleugerament major afinitat de la CPAa 
respecte de la CPA pels diferents fragments del segment observada 
ja anteriorment (veure apartat III.5.7). L'electroforesi de la mostra de 
4 hores d'activació ja no permet observar el menor rastre de complex, el 
que indica abséncia d'interacció entre les especies presents 
majoritáries, CPA /5 i fragment 5 (resultats no presentats). 

Els resultats aquí descrits recolcen els de 1'apartat anterior, 
demostrant que les capacitats inhibidores mesurades teñen fidel reflexe 
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en la capacitat d'intEracció entre fragments i CPA, producte a la vegada 
de l'afinitat entre les diferents especies. El fragment d'activació 
primari, obtingut a tetnps curts d'activació i producte directa del 
primer atac triptic i, fins a cert punt també el fragroent d'activació 
secundari, son les especies que mantenen en ¡najor grau la capacitat 
d'interaccianar amb la CPA i inhibir-la. En aquesta Tesi no s'ha afaordat 
i'estudi de la naturalesa d'aquesta interacció, pero respecte a aquest 
punt cal afegir que Chapas et al., 1987) apunten la possibilitat que 
sigui deguda a les interaccions electrostátiques que es donen entre les 
dues especies i que l'afinitat observada pat ser eliminada i restaurada 
reversiblement depenent de que s'anul.li o no les cárregues superficials 
de les proteines. 

I I I . 5 . 9 . M O D E L P R O P O S A T P E L P R O C E S D ' A C T I V A C I O 
D E L A P C P A H O N O M É R I C A 

Amb el conjunt de dades que es té sobre la generació d'activitat, 
generació de diferents fragments a partir del segment d'activació 
primari i capacitat d'inhibició d'aquests sobre 1'enzim actiu, es pot 
intentar elaborar un model inicial per a explicar a grans trets els 
acanteixements que teñen lloc durant l'activacio triptica de la PCPA 
monoraérica en les condicions tríades Cveure Figura III.58Í, 

L'observació de les intensitats de les bandes electroforétiques o 
deis pies de HPLC de les especies generadas durant el procés d'activació 
(Figures III.51 i III.53) indiquen clarament que la conversió de CPAa en 
CPA j8 no és el pas determinant de la generació d'activitat. La mateixa 
observació suggereiK que la generació d'activitat segueix principalment 
el mateix curs que la desaparició del fragment 1 o primari, fins i tot 
en quant a la inflexió observada entre els 15 i els 30 minuts. Ara bé, 
la disminució de la inhibició de les CPA al desaparéixer el fragment 1 
ha de quedar parcialment compensada per l'acció inhibidora de fragments 
secundaris, sobre tot el 2, segons indiquen els resultats de la Figura 
III.56. La quantificació d'aquest procés és, pero, difícil, al menys amb 
els resultats aquí obtinguts. 
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El conjunt de resultats discutits ia pensar que l'atac triptic es 
podria produir exclusivament per 1'enlla? 9 4 « « ^ ™ , „ t - L o . * » , en totes 
les moléculas de PCPA o bé simultániament per aquest enlla? en una 
proporció de moléculas de PCPA i per l'enllag situat dos residus mes 
endavant, el 2 « n » * » 3ii»r»«tif» en la resta de molécules de PCPA. En el 
primer cas s'alliberaria al medi el fragment d'activació de 9 4 residus i 
la CPA , mentre que en el segon cas s'obtindria una barreja de fragments 
d'activació de 9 4 i 9 6 residus i de CPA a i CPA ̂  , Val a dir que els 
estudis de HPLC, els mes fiables quantitativament, recolcen la primera 
de les dues opcions. La segona opció sembla menys probable que i a 
primera, donat que presuposa que la formació de fragment 1 estarla 
intimaraant relacionada amb la de CPA/3 , de la que se'n forma només 
aproximadament un 2 5 % a l minut d'activació i relació proteina/tripsina 
de 4 0 / 1 , el que implicarla la formació d'una quantitat inicial samblant • 
de fragment . 1 , situació que no s'observa al ser aquest fragment 
majoritari a temps curts d'activació sigui quina sigui la técnica 
emprada per a mesurar-ho. 

Cal, de tota manera, fer notar que la formació simultánia deis 
fragments de 9 4 i 9 6 residus explicaría fácilment els pattsrns 

electroforétics observáis: una sola banda (doble) de Mr 1 1 . 0 0 0 

aproximadament en SDS-urea, i dues bandas en urea 7M, de les que la 
corresponent al fragment 2 (en aquest cas de 9 4 residus) presentaría una 
majar mobilitat electroforética en haver perdut una cárrega positiva 
(del dipéptid Ala-Arg) respecte al fragment 1. 

Si inicialment es formes només al fragment de 9 4 residus, com es 
pot explicar 1'aparició de dues bandas de fragment en electroforesi en 
urea 7M a temps curts d'activació? Podría succeir que la CPA formada 
inicialment ataques immediatament al segment d'activació primari 
eliminant el seu residu C-ter (Arĝ ,̂ ) i el convertís parcialment i 
lentament en un fragment de 9 3 residus, Tindriem en aquest cas dos 
fragments , de 9 4 i 9 3 residus, amb una diferencia de pes molecular i de 
cárrega semblants a la deis hipotétics de 9 6 i 9 4 residus, i que també 
encaixarien amb el paítern electroforétic observat. 

Aquesta hipótesi darrera ha de fer front, malgrat tot, a una 
crítica molt consistantí costa d'accaptar que la CPA digereixi el seu 
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propi segraent d'activació, que és un potent inhibidor d'ella mateixa, i 
que posseeix, a mes, un residu C-terminal d'arginina, que encaixa molt 
poc amb 1 'especi-ficitat de la CPA. En aquest contexte cal recordar que 
la CPA també digereix el darrer residu del seu potent inhibidor extret 
de patates (Haas i Ryan, 1980), residu també dificilment digerible per 
les CPA en ser una 61y. El fet que el segment d'activació de la PCPA de 
porc presentí una Bly en posició 93 podria facilitar que la CPA aturi la 
seva acció degradativa en aquest residu. 

Durant tot el procés de transformació del fragment 1 en fragment 2, 
que no és gaire depenent de la concentrado de tripsina addicionada, la 
CPA a es va convertint en CPA /} en un procés que sembla ser independent 
del primer i que es veu accelerat per la presencia d'elevades 
concentracions de tripsina en el medi. Aquesta transforraació de CPAa en 
CPA/5 implica la pérdua del dipéptid N-terminal Ala^-Arg^ per acció de la 
tripsina, cora ja han indicat altres autors (Folk, 1963) i nosaltres 
mateixos (San Segundo et al., 1982). 

A partir de les consideracions anteriors es pot proposar un model 
temptatiu per explicar el comportament de la PCPA II durant l'activació 
triptica in vitroi 

Durant les dues primeres hores d'activació es generarla fragment 2 
a partir del fragment 1 i CPA ̂  a partir de CPAa, el que donarla lloc a 
la formació i conversió successiva deis següents complexos: CPA a /FA-1, 
CPA/5/FA-1, CPAa /FA-2, I CPA/? /FA-2. Donada la decreixent inhibició 
enziraática d'aquests complexas (veure Figura III.56), les 
transformacions esmentades permetrien l'increment pragressiu de i 

1 'activitat CPA durant el periode esmentat. 

L'acció posterior de la tripsina sobre el segment produiria un tall 
per l'enllag 6 9 « « g „ « n t - 70,«a^r . t : , escurgant el fragment d'activació 
fins a 69 residus (FA-3). Aquí de nou, l'acció posterior de la CPA sobre 
aquest fragraent podria eliminar-li el seu residu C-ter <Arg<s.9) i 
convertir-lo parcialment i lentament en un fragment de 68 residus 
(FA-4). Degut a la seva llargada sensiblement menor, els fragments 3 1 4 
podrien presentar una mobilitat electroforética clarament superior ais 
fragments 1 1 2 , fet que s'observa experimentalraent (veure Figura 
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III.55). El que ja no queda tant ciar és el -fet que el fragment 3 
presentí una mobilitat electroforética en urea 7M lleugerament superior 
a la del 4, si resulta cert que aquest ha perdut una cárrega positiva 
respecte al primer. Aquesta aparent incongruencia podría ser deguda a 
una major susceptibilitat del fragment 4, el mes curt, a 1'acció 
desplegant de l'urea a concentració 7H, possibilitat que ja s'entreveu 
en 1'observació de les electroforesis en gradient d'urea de la Figura 
111,57. En qualsevol cas, la transformació del fragment 2 en els 
fragments 3 i 4 provoca una disminució substancial de la inhibició de 
l'activitat CPA. 

Resulta difícil avaluar la contribució quantitativa de la 
transformado del fragment 2 en els fragments 3 i 4 en el procés 
d'activació de la PCPA. En base ais resultats presentats a la Figura 
111.56 es pot concloure, pero, que els complexos CPA-fragments formats 
després d'aquesta transformació tindran poca capacitat per a inhibir 
l'activitat CPA. 

Les caracteristiques deis fragments apareguts posteriorment 
permeten hipotetitzar la prodúcelo subseqüent de dos talls per acció de 
la tripsina: un primer tall sobre l'enllag 60-61 P̂ r el que es 
formaría un péptid de 60 residus íFA-5) i un tall sobre l'enllag 
ll-12 « «g»«„t ; , per el que es formaría un péptid de 49 residus (FA-6). 
El primer d'aquests fragments probablement mantindria una conformació 
mes desplegada que els 3 i 4 en urea 7M i en urea-SDS, el que explicaría 
que tots tres presentin mobilitats electroforétiques semblants, o que el 
5 s'elueixi mes tard en fase reversa, malgrat el seu menor pes 
molecular. La major mobilitat electroforética del fragment 6, així com 
la seva elució primerenca en cromatografía en fase reversa, es poden 
explicar exclusivaroent en funció del seu menor pes molecular. Aquest 
darrer fragment (n* 6) seria de fet el primer que hauria sofert 
escurgament de la seva regió N-terminal respecte del saA complet. 

D'aquests dos darrers fragments discutits, només el 5 presenta una 
certa capacitat inhibidora (veure Figura 111,56), rao per la que es pot 
considerar que, després de la seva transformació en la forma 6, el 
procés d'activació ha arribat a un punt gairebé final on momés resta la 
total degradació deis fragments rsstants. 
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No es disposa peí moment de cap model tridimensional de 
1'estructura del saA. No obstant aix5, i considerant les relacions 
estructuráis i funcionáis recentment establertes entre el saA i les 
proteínas fixadores de calci de la familia EF-hand (Vilanova, 1987; 
Aviles et al., 1987), es pot considerar temptativatnent que la seva 
estructura terciaria guarda estreta relació amb la definida per aquest 
tipus de proteines. Si aixó resulta cert, considerant el model 
estructural general que s'ha proposat (Efimov, 1984), els enllagos que 
hem definit com probablement sotmesos a hidrólisi en el segment 
corresponen a zones de la seqüéncia que interconnecten regions d'hélixír 
i que representen regions externes de la molécula. Aquesta 
accessibilitat al solvent seria mes evident per ais enllagos 93-94, 
92-93, 69-70 i 68-69. Es de suposar que 1'eliminació seqüencial de 
fragments peptídics peí extrem C-terminal fa variar la conformació 
global de la cadena polipeptidica i converteix en mes accessibles els 
enllagos 59-60 i 11-12, sobre els que hipotéticament teñen lloc els 
altres trencaments triptics que donen lloc ais fragments 5 i 6 
respectivament. 
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A la Introduccio d'aquesta Tesi s'ha posat ja de manilest que son 
dos els camps d'interés general sobre els que s'ha treballat; el camp 
metodológic, centrat en la posta a punt de métodes analitics per HPLC, i 
el de 1'aplicació d'aquestes i altres técniques a 1'estudi estructural i 
funcional de les procarboxipeptidases A de páncreas de porc, en 
particular del seu segment d'activació i del procés de conversió del 
zimógens en enzim actiu. Es presenta aqui una discussió general dividida 
en els dos apartats corresponents. 

DESENVOLUPAHENT 1 ESTUDI DE MÉTODES CROMATOGRÁFICS 

La utilització en aquesta Tesi de tant sois columnes 
cromatográfiques de fase reversa i no d'altres tipus (bescanvi iónic, 
gel filtració... etc.) ha fet que, deixant de banda un possible estudi 
de idoneitat de diferents suports cromatográfics, el treball s'enfoques 
sobre quines eren les millors condicions d'análisi i recuperació de 
proteines i péptids, tant a nivell analitic com preparatiu, posant 
especial émfasi en els nivelIs de sensibilitat deis métodes 
desenvolupats. 

L'observada superioritat de l'acetonitril com agent elutor en front 
de 1'isopropanol en quant a la seva capacitat d'oferir una bona 
resolució ja havla estat descrita per Regnier (1983). Aquesta millar 
resolució obtinguda en linies generáis amb l'acetonitril es veu 
compensada per un major poder d'elució de l'isopropanol, particularment 
evident quan es cromatográfien proteines hidrofóbiques. Aquesta 
consideració és válida en general per a proteines i péptids acídics 
sotmesos a un sistema cromatográfic en que s'utilitza aquests solvents a 
pH ácid (1,5 - 2,0). Hem trobat pero, que les proteines objecte del 
nostre interés no eren en absolut recuperables després de la seva 
injecció a una columna equilibrada a pH baix. En efecte, només és 
possible separar i recuperar les diferents PCPs i CPs mitjangant 
cromatografía a pH intermedi í¿,5). Aqüestes proteines, forga 
volufflinoses i acídiques, presenten, a 1'igual que d'altres proteines de 
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característiques semblants, problemes de solubilitat a pH ácid que 
desapareixen al treballar a pH intermedi. Cal teñir en compte que 
existeixen evidencies que aqüestes proteínes sofreixen desnatural itsació 
irreversible a pH inferior a 3,0 <Ldpez, 1980), fet que, a «nés de 
condicionar la seva solubilitat, pot induir 1'establiment d'interaccions 
especialment fortes amb la columna de fase reversa. Encara que el 
sistema cromatográfic a pH baix és el mes utilitzat a fase reversa, hi 
han molts exemples d'utilització de pH intermedi en la cromatografía de 
péptids i proteínes íveure Hughes i Wilson, 1983, per una revistó del 
tema). Contráriament ai cas citat, aquelles proteínes cromatográfiables 
a pH baix no son eluídes de la columna o resoltes cromatográficament a 
pH intermedi. Cal remarcar que, tot i que un simple ajust del pH d*una 
solució que no contingui cap tipus de sais és suficient per a permetre 
1'elució de les nostres proteínas, és convenient treballar amb solucions 
amortidores diluides per assegurar un pH constant. En relació amb aquest 
darrer punt, cal adoptar mesures de seguretat que impideixin l'aparicié 
de problemes d 'obturado del sistema deguts a possibles precipi tacions 
salines en augmentar la concentració de dissolvent orgánicj 
concretament, hem observat que els límits del nostre sistema son, per 
exemple, unes concentracions de 25 mM piperazina disolta en 50% 
i sopropanol. 

Al tractar assiduament amb quantitats petites de mostra, un deis 
factors que mes ens interessaven era el de la recuperació cromatográfica 
de péptids i proteínes. Peí que respecta ais primers, val a dir que, 
Bxcepció feta d'alguns péptids molt llargs o hidrofóbics, la seva elució 
es pot considerar acceptable en la majoria deis casos, Diferent era el 
cas de les proteínes panereátiques amb que treballem, de les que ja s'ha 
comentat la hidrofobicitat i la conseqüent tendencia a interaccionar amb 
la columna. Com a condicionants de la recuperació es va estudiar el 
temps de retenció, la quantitat de mostra aplicada i la concentració de 
sais en el medi. 

A mesura que augmenta el temps de retenció a dins de la 
columna disminueix la recuperació de moltes proteínes, especialment de 
les mes hidrofobiques o voluminoses. També hem pogut observar que un 

- 318 -



Mscussid general 

augrosnt en la forga idnica del medí en el qual s'injecten les mostres de 
proteina a la columna pot provocar una disminució en la seva 
recuperació. Cohén et al. (1984) havien descrit un efecte similar, pero 
referit a la forga iónica de la dissolució d'elució i deduiren que en 
augmentar la forga iónica de les dissolucions disminuía la solubilitat 
de les especies a cromatografiar. Nosaltres hem observat que la sola 
presencia de sais en el petit volum d'aplicació de les mostres pot 
influenciar, encara que en poca mesura, la recuperació final, ftquest 
efecte pot ser interpretat de la mateixa manera, i suposar que hi ha una 
certa quantitat de proteina insolubilitsada préviament a l'injecció, 
proteína que interaccionaria posteriorment amb la matriu i no seria 
eluida. També es pot pensar en la possibil itat que la presencia d'ima 
alta forga iónica debiliti les interaccions polars i incrementi les 
interaccions hidrofóbiques de la proteina amb la fase reversa, 
dificultant la seva elució. La recuperació de proteines separades en 
calumnes de fase reversa segueiK una relació lineal amb la quantitat 
injectada inicialment, sempre que aquesta estigui per damunt d'un valor 
rainim, per sota del qual la proteina no és recuperable de la columna. 

Les observadons del parágraf anterior teñen importancia quan s'ha 
de treballar amb quantitats petites i no fácilment obtenibles de 
proteina. Aquest és, per exemple, el cas de l'análisi i identificació de 
procarboxipeptidases procedents de suc pancreátic huma (Burgos et al., 
treball en preparación en el que cal dissenyar sistemes cromatografies 
capagos de separar les proteines en temps curts i d'oferir, a la vegada, 
una bona separació. Cal partir, per tant, de concentracions no roassa 
baixes de dissolvent orgánic, treballar per damunt de 1'umbral de 
detecció i teñir la precaució de dialitsar les mostres, cas que aqüestes 
Bstiguin en un medi d'elevada forga iónica. 

A mes de la quantitat de proteina recuperada, és important també 
recuperar-la en bones condicions. A aquest respecte cal comentar que la 
separació de les proteines en un medi que conté dissolvents orgánica pot 
desnaturalitzar-les parcialment, efecte a vegades potenciat quan es 
treballa a pH molt ácid. En el nostre cas hem observat, amb proteases 
pancreátiques, que aqüestes sofreixen una certa pérdua d'activitat 
enzifflática, reversible si la cromatografía ha estat realitzada a pH 
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intermedi i si les proteínas son sotmeses a una diálisi exhaustiva amb 
posterioritat a 1'elució de la columna. 

L'obtenció de segment d'activació per HPLC ha aportat a la 
metodología clássica dues avantatges i una desavantatge. Aquesta darrera 
fa referencia a la limitado en la quantitat de mostra injectada a la 
columna, limitado que afecta a molts tipus de separacions per HPLC 
sempre que es campari amb els métodes clássics. Les dues avantatges son 
el millor rendiment de la cromatografía d'alta pressió i la millor 
inhibició del procés d'activació de la PCPA <el que permet una millar 
definició deis productes) que s'obté grácies a la baixada de pH i a la 
rápida cromatográfia. Amb aquest sistema la homogeneitat del segment 
obtingut és molt millor que en el clássic, evitant-se degradacions 
errátiques i mal controlades. 

L'estratégia escollida en les cromatográfies analítiques i 
preparatives de péptids per HPLC al llarg d'aquesta Tesi no difereix 
substancialment de la que actualment apliquen laboratoris avangats en 
aquest terreny, llevat de certes modificacions metodológiques. Així, és 
important la selecció de la concentració de TFA al 0,05% en la barreja 
eluent a comptes de 0,17. <la mes habitual) ja que hem observat que 
permet una resolució equivalent els péptids, pero allarga la vida de la 
columna al treballar a pH menys baix. També és important la utilització 
d'un sistema de doble detecció a 280-295 i 214 nm, que permet una 
primera caracterització deis péptids separats, indicant quins contenen i 
quins no contenen aminoácids aromátics. Aquesta primera caracterització 
resulta de valuasa ajuda en les posteriors análisis d'aminoácids i en la 
comparació de patterns cromatográfics complexes. La utilització 
alternativa de 280- 295 nm permet la identificació selectiva de péptids 
que contenen Tyr i/o Trp, respectivament, procediment novedós en aquest 
camp. 

La cromatografía de barreges molt complexes de péptids Cp.e. el 
producte de digestions triptiques de proteines de mes de 300 residus) no 
permet generalment resoldre la totalitat deis péptids de manera 
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individual. L'aplicació de gradients molt suaus pot cal.laborar en la 
resolució d'algunes fraccions, pero si les diferencies en temps de 
retenció deis pies son relativament molt petites, és mes económic i mes 
répid procedir a una recromatografia de la barreja heterogénia. Hem 
observat que la recuperació mitjana de péptids recromatografiats (71%) 
és suficientment bona com per a recomanar 1'adopció d'aquest métode, 
especialment en els casos de péptids de temps de retenció molt llargs. 

Quan vam intentar posar a punt un métode d'análisi d'aminoácids que 
ens permetés aprofitar la tecnología d'HPLC i complementar adequadament 
els métodes de microseqüenciació emprats tinguerem en compte els 
requisits generáis que, segons Chang et al. <1983), ha de complir un 
métode de derivatització pre-coiumnas (i> derivatització homogénia per a 
tots els aminoácids; (ii) reproduibilitat a la derivatització; (iii) 
estabilitat deis derivats obtinguts. Al nostre entendre, aquests 
requisits no estaven plenament satisfets en el métode original (Chang et 
al., 1982) que ens propasárem optimitzar, puix que observarem, al 
aplicar-lo, certs problemes d'homogeneitat i reproduibilitat en la 
derivatització. El métode de Chang no permetía, a mes, la determinació 
de Trp, encara que aquest no és un problema inherent al métode de 
derivatització, sino que és el resultat de 1'adopció de la metodología, 
gairebé universal, d'hidrólisi amb ácid clorhídric. 

Es pot considerar que les mi11ores aportadas al métode, peí que 
respecta ais problemes abans citats, han estat satisfactories, 1 que 
s'ha dissenyat una metodología d'hidrólisi amb ácid p-toluensulfónic que 
és plenament compatible amb la de derivatització i que permet 1'análisi 
quantitativa directa de residus triptófan. Aquesta análisi directa és 
rápida, sensible, reproduxble, i mes convenient que las medicions 
espectrofotométriques habituáis i que les determinacíons de Trp previa 
conversió a derivats reduits o oxidats com, per exemple, la kinurenina 
(Inglis et al., 1979). 

La possibilitat d'aplicació de diversos gradients cromatografics 
permet adaptar-se a les necessitats de cada mostra a analitzar. Aixi, 
per una análisi de rutina de mostres de composició ja coneguda o 
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prevista és convenient utilitsar el gradient rápid, que permet obtenir 
el5 resultáis quantitatius en un temps roolt curt, 25 min. Amb ¡nostres de 
composició desconeguda o molt descompensada es pot triar un gradient de 
major resolució i temps intermedis d'análisi (35 fliin), mentre que, en 
els casos extrems d'análisi de mostres raolt complexes cal utilitzar 
gradients roes lents Í75 ¡ninuts), coro en el cas de l'análisi d'aminoácids 
en fluids biológics. Cal pero, no oblidar que existeixen altres métodes 
actuáis d'análisi d'aminoácids que també ofereixen la possibilitat 
d'análisi de mostres biológiques CBodel et al., 1984; Cohén et al., 
1986). 

La derivatització pre-columna permet estalviar la pérdua de 
sensibilitat que es produeix normalment en els métodes post-columna a 
causa de la dilució de la mostra a la cámara de barreja de sortida de 
columna. No obstant aquesta avantatge, cal recordar que el ¡nétode 
so-freix també certes limitacions en la sensibilitat, que son 
principalment el producte de contaminacions deis reactius d'hidrólisi o 
de les dissolucions emprades a la derivatització. Aqüestes 
contarainacions es veuran magnificades com roes petita sigui la quantitat 
de mostra de qué es disposa, i particularment si aquesta procedeix 
directament d'un eíluent cromatográfic. Cal treballar, per tant, peí 
damunt del límit de sensibilitat aconsellat per a obtenir resultats 
quantitativament correctes sempre que es pugui, puix que aquest (100 
pmols per al nostre métode) s'ha determinat a partir de proteines patró 
purificades. 

La reproduibilitat general calculada per aquest métode optimitzat 
per nosaltres és perfectament comparable arab la que s'obté arab altres 
métodes, ja siguin els clássics de faescanvi iónic arob derivatització 
post-columna amb ninhidrina (Moaré i Stein, 1963) o els mes moderns de 
derivatització post-columna amb o-fatalaldehid (Bohlen i Schroeder, 
1982). 

No podem tampoc oblidar que la raetodologia aqui explicada está 
subjecta a certs problemes derivats de la seva aplicació molt continuada 
Q d'un hipotétic elevat nombre de mostres a analitzar. En efecte, la 
columna emprada tendeix a sofrir una pujada continuada de la pressió de 
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treball quan el nombre d'análisis en una inateixa serie o el nombre de 
series analitzades és elevat. Aquest podría ser el simptoma d'una certa 
insolubilització del reactiu de derivatització en el cap de columna, amb 
la conseqüent lormació de petits precipitats, a podría ser un problema 
derivat de 1*ús de fosfat com amortidor que també precipitaria en 
barrejar-se amb 1'acetonitril en el rentat de la columna. Sigui cora 
sigui, és necessari procedir a rentats periódics i exhaustius de la 
columna. Amb aquest objecte, i a fi d'eliminar qualsevol traga de sais, 
en acabar cada serie d'análisi hem adoptat el procediment de sotmetre-la 
a Uargs rentats amb aigua (10-15 volums) abans de passar-hi la 
quantitat de solvent orgánic exent de sais aconsellada per a obtenir un 
bon rentat final. Aixi mateix, quan el nombre de mostres a analitzar 
comporta l'análisi ininterroropuda durant mes de 12 horas de roostres 
derivatitzades, és convenient intercalar un gradient de rentat, en 
abséncia de sais, cada 6-10 hores de funcionament. 

El fflétode aquí presentat no pateix els problemss reconeguts amb 
altres, com el de 1'o-ftalaldehid, de manca de reacció amb els residus 
prolina i poca estabilitat deis derivats amb tots ais aminoácids, ni els 
problemes de rendiments no quantitatius que s'obtenen amb els métodes de 
conversió a PTH-arainoácids, que fan que els seus autors els presentin 
normalment cora métodes de "separació" i no com métodes de 
"quantitatització" (Kolbe et al., 19835; Heuth i Fox, 1986). Es també 
cert, pero, que darrerament la tecnología en aquest camp ofereix 
constant evolució, coro ho dsmostren, per exemple, l'estensió del métode 
del OPA a ifflinoácids (Cooper et al., 1984) o el nou métode de 
determinado de PTC-arainoácids (Bidlingmeyer et al., 1984| Cohén et al., 
1986), el qual sembla que és capag de resoldre la majar part de 
problemes que aquí s'han comentat. 
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ESTUDIS SOBRE LES PROCARBOXIPEPTIDASES A DE PÁNCREAS DE PORC 

AquBsts estudis han tingut dues vertentss una d'estructural, que ha 
compres la determinació de la identitat entre les dues -formes de PCPA 
presents al páncreas de porc i la dedúcelo de la seqüéncia d'aminoácids 
de la regió del segment d'activació, i una de funcional que, tenint 
també a veure amb el capítol d'identitat entre les dues PCPA, s'ha 
dirigit fonamentalment a 1'estudi deis aspectes relacíonats amb 
el procés d'activació del zimógen. 

Els resultats de les comparacions deis mapes peptidics trlptics de 
la PCPA 11 i de la PCPA I-m, fets tant per cromatografía en capa prima 
com per HF*LC, permeten concloure que la identitat de les dues proteínes 
és gairebé absoluta. Tot i així, la total identitat entre ambdues 
proteínes només podrá ser afirmada si es duen a terme estudis de 
seqüéncia. Amb anterioritat a aquest treball no s'havia intentat en cap 
raoment fer un estudi comparatiu de 1'estructura de les subunitats PCPA 
presents en les diverses formes oligomériquss, donant-se sempre per 
suposat que es tractava de la mateixa proteina, present en diversos 
nivells d'associació. Tant sois, en alguns treballs s'havien presentat 
dades no massa concloents sobre la ressemblanga de les composicions 
d'aminoácids deis protómers de PCPA en 1'especie bovina (Freisheim et 
al., 1967a; Uren i Neurath, 1972). Relativament parlant, fins i tot hi 
havien mes dades en relació amb aquest tema que feien referencia a les 
PCPA de páncreas de porc. Les análisis d'aminoácids de Kobayashi et al. 
(1978) i els mapes peptidics obtinguts per Martínez (1980) indi caven que 
el raes probable era que es tractés d'una mateixa proteina, associada o 
no amb la PPE. Si a aqüestes dades se'ls hi adjunten les aquí 
presentados, no és aventurat afirmar que han de quedar pocs dubtes sobre 
aquest particular. 

Lógicament, si es tracta de la mateixa proteína, és d'esperar que 
la identitat pugui referir-se per igual a porcions de la mateixa. En 
concret, els estudis fets en aquesta Tesi amb els segments d'activació 
aíllats de cada una de les formes de PCPA porcina concorden amb la 
identitat observada per ais zimógens. 
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Entre la PCPA porcina monomérica i el corresponent protámer aillat 
del complex binari (PCPA I-m) s'observa, no obstant la identitat 
estructural, lleugeres diferencies quantitatives, que no qualitatives, 
peí que respecta al procés de generació d'activitat per acció de la 
tripsina sobre el zimógen. Aqüestes diferencies son probablement degudes 
al métode utilitzat per a la separació de les subunitats, a resultes del 
qual és possible que la PCPA I-m quedi parcialment desnaturalitsada. 
Malhauradament, no hem pogut emprar amb les nostres proteines el métode 
de Puigserver i Desnuelle (1975) que permet obtenir les subunitats en 
estat natiu. 

La capacitat inhibidora que la PPE presenta sobre l'activitat 
intrínseca de la PCPA es va utilitzar com una altra sonda per estudiar 
la identitat de comportaments entre les dues formes de PCPA. Aquests 
estudis, que van donar resuitats que concordaven amb la idea general, 
van servir a 1'hora per fer un intent de quantificar la intensitat de la 
interacció entre les dues subunitats del complex binari. Com ja es 
comenta a 1'apartat corresponent (111.6.3) els cálculs s'han fet a 
partir d'unes aproximacions teóriques sobre la quantitat d'espécie 
Iliure i els valors obtinguts han de ser avaluats a la llum d'aquesta 
consideració. Tot i aixl, tot sembla indicar que la interacció és forta 
i que la constant d'associació deduida (aprox. 10'̂  M~*) es correspon 
forga amb la realitat. Per altra banda, Puigserver i Desnuelle (1977) ja 
parlaven d'una constant d'aquest ordre per al complex binari S5 de bou. 
Aquesta interacció entre les dues subunitats té lloc segurament a través 
de regions corresponents ais enzims actius, com sembla poder deduir-se 
de 1 'observada interacció entre CPA i PPE (San Segundo, 1982) en 
páncreas de porc i d'una observació similar en páncreas de bou entre la 
CPA i la subunitat II (Behnke et al., 1970), aixl com del fet que les 
subunitats segueixin unides després de 1'activació del complex ternari 
de bou (Kerfelec et al., 1985). Si aixó fos cert, el segment d'activació 
quedaría exclós com a zona de contacte entre subunitats. Experiments mes 
recents (Vilanova et al., 1985), tot i que no posen en dubte aquesta 
consideració, apunten la possibilitat que el saA també col.labori 
directament a la interacció, tal i com les electroforesis en gels d'urea 
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transversal presentades en aquest darrer treball citat indiquen. 
El segment d'activació de la PCPA de páncreas de porc ha estat el 

primer en ser aillat d'aquesta mena de proenzimes i el primer del que 
se'n ha deduít 1'estructura primaria mitjangant análisi per degradació 
d'Edman; anteriorment es coneixía la seqüéncia corresponent al proenzima 
de rata, deduida a partir de la seqüéncia de bases del cDNA (Quinto et 
al., 1982). L'estructura primaria del péptid d'activació ha estat 
obtinguda per solapament de les seqüéncies deis péptids producte de 
digestions enzimátiques, no havent-se pogut utilitzar en cap cas péptids 
producte de trencaments químics. Aquest fet és el resultat de la 
resistencia mostrada peí segment al tractament amb reactius químics, el 
que suggereiK que la cadena polipeptidica sofreix agregació en presencia 
d'elevadas concentracions d'ácids orgánics i a baix pH, el que dificulta 
l'accessibilitat ais punts de trencament. No es pot excloure la 
possibilitat que el trencament quimic mes cercat, per l'enllag TrpsT-
Aspse sigui resistent ais reactius o metodología emprats degut a la seva 
naturalesa o ais residus i conformació que l'envolten 

D'entre els tractaments enzimátics aplicats, tripsina, proteinasa 
V-8 de Staphylococcus Aureus i pepsina, només el primer va ser aplicat 
al proenzim i al enzim origináis, per tal d'obtenir péptids diferenciáis 
que, lógicament, havíen de pertányer al saA. Aqüestes dues darreres 
especies son molt mes asequibles que el propi saA i son per tant una 
bona font de péptids, encara que la rao darrera del seu ús radiqui en la 
baixa recuperado d'algún péptid quan es partía de segment aillat. 

El fet d'emprar la seqüéncia del saA de rata, préviament coneguda, 
com a base per a l'alíneament de la seqüéncia del saA de porc, tot i que 
va resultar altament aclaridor i beneficios a la llarga, va provocar a 
la vegada una assumpció errónia en la distribució d'alguns péptids 
tríptics. Efectivament, si s'observen les dues seqüéncies presentadas a 
la Figura 111.41, es pot comprovar que hi ha una coincidencia exacta de 
situado de residus Lys i Arg peí que respecta ais 7 primers péptids 
tríptics possibles. No succeeix així amb els dos darrers que, grades a 
un canvi en la posició deis aminoácids básics, canvien la seva llargada, 
D'aquesta manera, els péptids tríptics 8 i 9 (segons 1'ordre de 
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disposició des de 1'extrem N-ter) que en rata teñen, respectivament, 25 
i 9 aminoácids, es converteixen en porc en dos de, respectivament, 9 i 
25 aminoácids. Aquesta diferencia tant simple, a 1'ajuntar-se amb una 
tant alta coincidencia peí que respecta ais péptids anteriors, va 
provocar no poques confusions en el definitiu alineament deis péptids 
C-terminals, clarament establerta finalment al sumar-hi les dades deis 
trencaments pepsínic i de V-8. 

El saA presenta una zana molt rica en prolines, situada entre els 
residus 40 i 54, amb un total de 5 residus Pro. Es ben sabut que la 
degradació seqüencial d'Edman presenta precissament la seva eficiencia 
mes baixa amb enllagos Pro-X, que donen normalment trencaments parcials 
i provoquen 1'alliberament de doblets de feniltiohidantaines en els 
cicles successius. Donada la concentració de les prolines en una zona 
molt determinada del saA, 1'obtenció de la seqüéncia d'aquesta regió va 
ser la que va presentar mes problemes, requerint 1 'acumulado d'un 
nombre considerable de dades de diversos trencaments per establir 
finalment 1'alineament i els solapaments definitius. 

Els solapaments obtinguts son, en general, suficiente, excepció 
feta de la posició 70, on només consta d'un residu. No obstant aixó, al 
ser aquest residu una tirosina, 1'única del segraent, i en estar 
unlvocaraent demostrada per análisi d'aminoácids 1'existencia de Tyr en 
els dos péptids en qüestió, no han de quedar gaire dubtes sobre la 
bondat d'aquest solapament. 

Al no disposar de dades directes sobre la seqüéncia C-terminal del 
saA no podem afirmar arab total seguretat que la seqüéncia que aqui es 
presenta constitueixi la totalitat del saA i que 1'aminoácid que s'uneix 
amb el que aqui es presenta cora a C-ter al proenzim sigui el residu 
N-ter de la CPA. Cal recordar, pero, que 1'elevada homologia que aquesta 
seqüéncia lüanté amb la corresponent a páncreas de rata, que arriba fins 
al punt de no oferir, en els 94 residus seqüenciats, la presencia de cap 
delecció ni de cap inclusió, i només d'unes paques substitucions, és una 
garantia suficient per suposar que no hi han residus "extra" a páncreas 
de porc. Si fos aixi, aquests estarien justament localitzats a 1'extrem 
C-terminal cora a perllongació de la seqüéncia presentada, possibilitat 
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que ens inclinera a considerar cora a poc probable. No obstant aqüestes 
consideracions, és cert que només la seqüenciació de la zona que uneix 
segment i enzim actiu pot demostrar inequivocaroent quina de les dues 
opcions apuntadas és la vertadera. Lógicament, si es pretén dur a terme 
aquests experiments, caldrá disposar de digestions diferenciáis d'enzima 
i de proenzima amb proteinases diferents de la tripsina. 

Els estudis conformacionals iniciáis de prediccié d'estructura 
secundaria i d'espectroscopia de RHN, ultra reforjar en el primer cas 
1'evidencia d'homolagia entre els saA de rata i de porc, han servit per 
a comprovar una altra vegada que el segment aillat adopta una 
conformació de proteina globular, amb un elevat contingut en hélis Oí , 

1 arab una considerable estabilitat front a variacians en les condicions 
ambientáis, el que está plenament d'acord amb anteriars consideracions 
(San Segundo et al., 1982; Aviles et al., 1982). Aqüestes 
caracteristiquBS confarmacionals están d'acord amb la resistencia del 
segment a la degradacié protsolitica i obren la porta a estudis sobre la 
seva possible funcionalitat una vegada segregat de 1'enzima, 
possibilitat ja apuntada en estudis teórics i funcionáis realitzats amb 
el segment aillat íVilanova, 1987), 

Es coneixen amb detall els processos d'activació que teñen U o c amb 
determinades proproteases, coa les serina-proproteinases pancreátiques o 
el pepsinógen. En general, paró, el coneixement sobre acpest particular 
sol ser, pero, escás, i es limita a estudis sobre la generació 
d'activitat, sense aprofundir a nivell molecular. Les 
procarboxipeptidases están incloses dins d'aquest segon grup de 
zimógens, ja que poca cosa es coneix respecte del seu procés 
d'activació. La idea que fins ara es té mecanisme d'activació 
proteolitic de la PCPA de páncreas de bou, la roes estudiada, és ben 
escás, i d'aqui que 1 *estudi corresponent a les formes de páncreas de 
porc no ha pogut gaudir de cap model al que fer referencia ni amb el que 
comparar-lo. Recentment, pero, un estudi fet amb les PCPA bovines adopta 
una metodología semblant a la que es discuteix en aquesta Tesi (Chapus 
et al., 1987). 
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Les antigües hipótesis que feien referencia a l'activació de les 
PCPAs de bou, i que consideraven la previa activació de la denominada 
subunitat II com a pas indispensable per a la generado d'activitat de 
la subunitat precursora de la CPA (Brown et al., 1963; Uren i Neurath, 
1972) no semblen teñir una aplicado general a l'especie porcina si es 
considera la presencia en aquesta especie d'una forma monomérica, 
activable directament per la tripsina. No obstant aixó, hem observat que 
1'estructura quaternária té un ciar efecte sobre el procés de generado 
d'activitat després de l'atac de la tripsina, evidenciant-se altra 
vegada que les serina-proteinases unides a la PCPA (la PPE en páncreas 
de porc) col.laboren en el procés d'activació triptica. 

Diversas poden ser les explicacions par l'observada diferencia de 
comportament da les dues PCPAs quant a la generado d'activitat es 
refereix, depenent que es tinguin en compte únicament consideracions . 
conformadonal5 o que es corapti amb el protagonisme actiu de la PE. El 
que sembla ¡nés probable és que la relativa inhibido inicial observada a 
la PCPA I en relació amb la PCPA II sigui deguda a que, a digestions poc 
exhaustivas, el complex ternari format país productes iniciáis, és a 
dir, CPA, PE i saA, sigui suficientment compacte coro per a impedir un 
accés cómoda del substrat al centra actiu de la CPA, En canvi, la 
superior activitat da la PCPA I a temps intermedis pot ser deguda a la 
col.laboració de la PE en la degradació del segment d'activació primari, 
dones está comprovat que la clau de la total expressió de l'activitat 
carboxipeptidasa A está en la degradació per 1'extrera C-terminal del 
péptid producte immediat del primer atac triptic. 

Diversos autors han fet referencia a processos de generació 
d'activitat per formes monomériques naturals (Lacko i Neurath, 1970) o 
artificiáis de PCPA (Freisheim et al., 1967b), Sobretot en aquest darrer 
cas s'observa una ressemblanga important en la forma de la corba, 
bifásica, encara que els autors adjudiquen aquest fenómen a factors no 
presents en els nostres experiments, la qual cosa ens fa pensar en la 
inexactitud de les seves conclusions. Da fet, l'explicado que nosaltres 
proposem per tais observacions té relació amb la cinética de degradació 
seqüencial del péptid primari o saA complet, que, com els experiments de 

- 329 -



Discussió gen»-al 

seguiment de l'activació per HPLC o per electroforesi confirmen, és el 
factor que té mes influencia en la generació d'activitat. En els 
treballs citats no es feien altres tipus d'experiments de seguiment de 
l'activació que la mesura d'activitats CPA. 

Peí que respecta al complex binari, la hipótesi de Uren i Neurath 
<1972) referent al complex 55 de páncreas de bou, que suposa que la 
formació de CPAĵ vé produida per 1'acció de la quimotripsina <o subunitat 
II activada), hauria de ser revisada si s'observés que, a 1'igual que en 
el cas del porc o de rata, l'aminoácid que precedeix a la Ala» de la 
seqüéncia de la CPA és un residu básic (Arg en el nostre cas). Si fos 
aixi, aquest enllag que uniria el saA i la CPA seria del tipus Arg-Ala, 
que no és atacat per la quimotripsina, el que exclouria la possible 
acció primaria d'aquesta proteínasa en l'activació de la PCPA S5. De 
fet, aquesta hipótesi no ha estat tinguda mai en compte en les PCPA de 
porc, puix que la propia forma monomérica natural és ja directament 
activable per tripsina sola. 

Els experiments que aquí resulten novedosos respecte a altres 
treballs en que també s'estudiava el procés d'activació, és a dir, el 
seguiment del raateix per electroforesi en diversos medis, el . seguiment 
analitic i preparatiu per HPLC i els estudis d'inhibido duts a terme 
amb els péptids generats al llarg de l'activació i aillats, han permés 
identificar les especies generades i establir, a partir de la cinética 
de transformadons de les mateines i de les dades de capacitat 
d'interacció péptids-CPAs i de generació d'activitat, una hipótesi de 
mecanismo general d'activació per a la forma monomérica. Aquesta 
hipótesi es nodreix de fets comprovats, com 1'acció hidrolitica de la 
tripsina a diferents fases, i de proposicions temptatives, com les que 
fan referencia a la col.laborado directa que la CPA podría teñir en el 
procés de degradació deis péptids generats. Sigui com sigui, és un fet 
comprovat que la generació d'activitat está Intlmament relacionada amb 
la desaparició paulatina del medi del segment primari, observació que no 
havia estat mai formulada clarament en anteriors estudis d'activació de 
PCPAs que, en canvi feien molt d'émfasi en la importancia de l'aparició 
de CPAQ,Í la seva transformado en CPA j ^ . 
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La degradacio seqüencial deis primers residus de 1'extrem 
N-terminal de fragments generats al llarg de l'activacio han permés 
observar que 1'escurgament del segment d'activació primari es produeix, 
mentre encara s'observa una inhibició important de 1'activitat CPA, peí 
extrem C-terminal. La hipótesi de trencament seqüencial presentada 
guarda bona relació amb prediccions conformadonals peí que respecta a 
llocs situats en la superficie i per tant accessibles a l'atac 
protolitic. 

El procés d'activació que s'ha discutit aqui guarda poca relació 
amb altres processos d'activació de zimógens coneguts. També está molt 
lluny deis definits per les serina-proteínases pancreátiques, on només 
es perden pocs residus aminoácids, i es diferencia del corresponent al 
pepsinógen, no solament en la llargada del péptid perdut, sino en els 
agents activadors (el mateix pepsinógen en un cas, la tripsina en 
l'altrs>, i no pot coroparar-se amb el corresponent a una proteínasa com 
la proteínasa estreptococal, que perd un péptid d'aproximadament 100 
residus, en ser molt poques les dades de que es disposa sobre aquesta 
prateina. 
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1,- S*ha tíissenyat un sistema d'análisi i aillament &e proearboxi­
peptidases i carboxipeptidases pancreátiques per HPLC, basat en la 
utilització de columnes de lasa reversa i gradients de piperazina WmM -
acetonitril a pH 6,5, Aquest sistema és itíoni per a 1'análisi de 
quantitats reduides de mostra. 

La recuperacié de proearboxipeptidases i carboxip'eptidases 
pancreátiques després d'una cromatografía en columnes de fase reversa 
está scjtmesa ais següents condiciíanantss 

a) La cromatografi a ha de ser feta a pH intermedi? el pes molecular 
i el carácter acldic d'aquestes proteines i«pedeix la seva recuperacié 
en condicions de pH baix, 

b) La recuperacié cromatograf ica disftinueix en augaientar el temps 
de retenció. Es aconsellable dissenyar gradients que permetin l'elució 
de les mostres entre els tO i els 15 minuts quan es treballa amb 
columnes de fase reversa, 

c) Cal treballar, sempre que sigui possible, en abséncia de sais, 
puix que la farga iónica afecta negativament la recuperacié, 

2.~ S'ha dissenyat un sistema d'afllament preparatiti del segaent 
•d'activació -de la procarboxipeptidasa A i deis seus fragments per HPLC 
que permet escurgar substancialment el temps d'obtenció i millorar la 
inhibició de 1'acció ds la tripsina, i., que ofereix un millor rendiiaent 
que el «itode d'obtenció aosb columnes de .bescanvi ifeilc, 

3,-El seguiment, croBíatográfic a 214 i a 280 - 2f5 nm peraet 
detectar selectivaaient aquelis péptids que contenen residus tircsin.» o 
triptófan, respectivatent, en una barreja inicial co«ple«a. Aquesta 
deteció selectiva pot fer-se extensiva ais péptids que contenen 
histidina mitjan^ant aplicació d'aliquotes de les fraccions 
cromatograf i ques a capes pri.«es de poliasnida o silica i detecció per 
métodes de tinció especifics. 

4.- Me» observat que la recuperado «itja de péptids satíiesos a 
recromatografia per HPLC en suports de fase reversa de C-IS i porus 
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estret és del 71*/.. Aquesta recuperado és «nenor quant mes llar§, acídic 
i hidrafóbic sigui el péptid. 

5.~ S'ha posat a punt un siétode d'análisi d'afflinoácids per 
derivatitzacié pre-columna amb ciorur de Oabsíl i HPLC de fase reversa. 
L'estudi d'una áísplia gamaia de condicions de derivatització i 
cromatografía, entre les que s'inclouen les concentradons de ciorur de 
Dabsil, de la solució amortidora i del solvent orgánic, el pH de la 
reacció i les condicions del gradient ha perinés mi llorar substancialment 
la hoffiogeneitat i el rendiment del procés. El terops d'análisi estandard 
és de 25 minuts i 100 pmols la quantitat estándard de mostra requerida. 

Aquest «étode pot ser estés, mitjangant «odificacions del gradient, 
a l'análisi de mostres complsKes d'aminoácids no proteínogénics, tant 
naturals com modificats químicament. La hidrólisi previa de les raostres 
amb ácid p-toluensulfónic permet la detecció i quantitatització deis 
residus triptófan de manera simultánia a la resta d'aminoácids. 

La reproduíbilitat del métode és comparable a la d'altres «étodes 
d'análisi d'aminoácids per HPLC, sent la desviació estándard relativa 
del l,3X peí que respecta al sistema croaatográfic, l del 2,1% quan s'hi 
afegeix la variabilitat deguda al procés de dabsilació. 

é.- La procarboxipeptidasa A monomérica natural i la subunitat 
procarboKlpeptidasa A afilada a partir del complex binari a«b la 
proprotei'nasa E son idéntiques quant a pes «olecular, llargada del 
segment d'activació i ¡napes peptidics seguíts tant per capa prima com 
per HPLC, En abséncia d'estudis complets de seqüéncia no es pot, pero, 
afirmar i'absoluta identitat de les seves estructures primarles. 

7.-- El comportament de la sybunitat procarboxipeptidasa A aíllada a 
partir del complex binari front l'activacio triptica és, des d'un punt 
de vista qualitatiu, igual al que presenta el monómer natural. Aquesta 
observació recolta la conclusió anterior. 

8.- S'ha comprovat que la constant d'associació' entre Iss 
subunitats PCPA i PPE és de l'ordre de 10» M-»| si es considera que la 
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proproteinasa E és un inhibidor de 1'activitat residual dé la 
procarboxipeptidasa ñ, es pot calcular una constant d'inhibició de 
1 'ordre 10"'' M. 

f,- S'ha deduft l'estructura primáiria del segment d'activació de la 
pracarboxipeptidasa A monomérica de páncreas de porc per degradació 
seqüencial automática i manual del zimógen sencer i de fragments del 
segment d'activació obtinguts mitjangant digestió digerits amb tripsina, 
proteinasa V-8 i pepsina i separació per HPLC. 

El segraent d'activació está constituit per 94 residus aminoácids amb 
una elevada proporció de residus acidics (18%> i hidrofóbics <48%>. La 
seva seqüéncia presenta una forta homología aitis la corresponent al 
mateix segment en páncreas de rata, especialraent en les regions 3-38, 
44-57 i 72-84, amb 94%, 927. i 100% d'horaologia, respectivament. Es també 
reraercable l'abséncia de residus cisteína en ambdós segments i la 
concentració de residus prolina en la seva regió central. 

10.- Les prediccions d'estructura secundaria i els estudis 
conforraacionals fets «itjangant ressonáncia magnética nuclear confirmen 
que el segraent d'activació aillat presenta «na estructura globular 
compacta, rica en hélíK a . Concretaraent, es preveu 1'existencia de dues 
regions extremes riques en hélix o: i una regió central arab diversos 
girs |j , 

11.- L'estructura quaternária afecta notableraent el procés 
d'activació triptica de les procarboxipeptidases A, de manera que la 
presencia de la proproteinasa E praduBix en un principi una inhibició i 
posteriorment una acceleració relatives en la generació d'activitat 
carboxipeptidasa A. Aquest fenómen es dona probablement cora a resultat 
conjunt d'efectes conformacionals en el segment d'activació i de la 
col,laborado da la subunitat PPE en el se« procés de degradació, 

12.- L'aparició, per efecte de l'activació triptica, d'un fragment 
d'activació primar! que conté el segraent d'activació sencer, és 
i«mediata en les dues formes de procarboxipeptidasa A porcina. La 
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posterior degradació d'aquest fragment primari és mes rápida en el 
complex binari. 

13.- El seguiment del procés d'activació tríptica de la 
procarboxipeptidasa A per HIH-C i per técniques electroforétiques permet 
observar un ciar paral.leíisme entre la desaparició del fragment 
d'activació primari i 1'aparició d'activitat peptidásica de la 
carboxipeptidasa A. L'expressió de l'activitat depén dones, 
principalment, de la degradació del fragment d'activació primari. També 
hem establert que la conversió paral.lela de la forma o; de la 
carboxipeptidasa A en la forma no té prácticament conseqüéncies en la 
generació de la seva activitat. 

14.-El fragment d'activació primari és el que posseeix una mes 
elevada capacitat d'inhibició de 1'en¿im actiu, en comparació amb altres 
fragments de menor llargada generats durant l'activació. Estudis 
d'interacció CPA-fragments seguits per electroforesi en gradient d'urea 
permeten comprovar 1'observado anterior. 

15.- La degradado inicial i intermedia del segment d'activació es 
produeix per la seva regió C-terminal. L'extrem N-terminal només és 
accessíble a l'atac per la tripsina quan el segment d'activació ha estat 
considerablement escurgat per l'altre extrem, fenómen probablement 
acompanyat per una relaxament de la conformació. Els trencaments 
tríptics proposats temptativament per explicar la seqüencialitat del 
procés son congruents amb la situació deis punts de tall en zones 
accessibles de la molécula, considerades aixi a partir d'aproximacions 
hipotétiques sobre la seva estructura terciaría. La propia 
carboxipeptidasa A podria col.laborar en la degradació seqüencial del 
seu segment d'activació. 
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