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II11.5. PROCES D°ACTIVACIO DE LA PROCARBOXIPEPTIDASA
A MONOMERICA. COMPARACIO AMB EL COMPLEX BINARI

) A diferéncia  dlaltres zimdgens  pancreatics, el météﬁiﬁé&
dactivacid de les procarboxipeptidases A @5 un procés conequt amb
escassa profunditat. Es coneixen, per exemple, amb detall els
aconteizenents que teﬁea lloc durant llactivacid de la tripsina i
guismntripsina, havent-se definit les seves caracteristigques cindtigues i
identificat els residus implicats en els trencaments proteclitics que
pateizen. No obstant, tant sols es disposa de dades generals scbre el
- mecanisme dactivacid de les procarbovipeplidases A de pancrzas de bou,
gque fan referencia a les espécies dienzim actiu alliberades 1 al temps i
condicions necessaries per a l’activacid. A més, les dades trobades a la
bibliografia sén sovint parcialment contradictdries. Menys és encara el
que es c&ﬂéix‘ sghre =i mstsaizm& que presenten els corresponents
zimdgens ée pancreas de pore.

Diverses son  les raons que  Justifiquen 1'interds de 1’estudi
lpra%entét en aguest apartat. En primer lloc, i de caire general, la
preséncia  &n pancreas  porel dfuna forma monomdérica de la
procarboxipeptidasa A farilita anquest estudi 3l fer innecessari  un
tractament dissociatiu previ, imprescindible en estudis que s’'han dut a
terme amb proteines de pancreas de bou (Freisheim et al., 1967b) i gue,
com  veurem més endavant, ha introduit factors de dubte a 1la
interpretacid dels resultats. Per altra banda, i també a diferdncia dels
zimdgens de les endopeptidases pancredtiques més conegudes (tripsindgen,
quimotripsindgen, proelastasa), 1activacis in vitro da
procarboxipeptidasa A &s molt lents, fins i tot a slevades relacions
tripsina/proteina. En darrer terse, 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'activacid {94 residus en el cas
dal porcl.

Estudis previs (San Segundo, 1982; San Sequndo et al., 1982) han
demostrat que, si bé 1’alliberament del péptid dactivaciéd per
protedclisi limitada és5 immediat al tractament amb tripsina, la seva
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degradacid posterior transcorre molt més lentament, fent palesa una
important resisténcia a la protedlisi. En aquells estudis també es va
demostrar que el péptid aillat es comporta com un potent inhibidor de la

carboxipeptidasa A, amb una constant d’inhibicié de 1’ordre nanomolar.

De les céracteristiques anteriorment descrites se’n dedueix
1’interés en 1 'estudi del procés d’activacid, que se centra en intentar
congixer les raons de la lentitut en la generacid d'activitat i el tipus
d’'interaccions que poden tenir lloc entre 1'enzim actiu i el segment o
fragments del mateix generats durant la seva lenta degradacid. Definint,
per tant, el transcurs de 1'aparicid i desaparicid del  péptid
d’activacid i dels fragménts que d’'ell es generen, 1 1’'efecte que té
cada un d’'ells sobre 1 activitat de 1’enzim, es podra accedir a un

primer nivell de comprensid d’'aquest fendmen.

En aquest apartat es presenten els resultats obtinguts eh 1'estudi
del proceés d’activacid de la procarboxipeptidasé A mponomérica de
pancreas de porc. Al mateiy temps, 1 donat gque diversos estudis
(Freisheim et al., 19467b; Puigserver i Desnuelle, 1977; VYendrell et al.,
1982) s’'han referit a 1'influéncia que sobre 1la velocitat d’activacid
pot tenir la preséncia d’estructura quaternaria, es presenta també en
alguns dels experiments un estudi comparatiu dels processos d'activacid
de la forma monomérica i la forma de complex binari, ambdues p%esenté en

pancreas porci.
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II11.S.1. GENERACIO D°ACTIVITAT CPA

El seguiment de la conversid de PCPA en CPA per accid de la
@rigsina va fer-se en dos medis diferents: en fosfat sodic a pH 6,5 1 en
Tris-HCI a pH 7,5 (veure 11.9). Les diferéncies observades foren nomées
d'ordre gqualitatiu, veient-se que 1’activacid de la forma monom&rica a
pH 6,5 era lleugerament més lenta que a pH 7,5, La forma de la corba
d'activacid obtinguda en els dos casos era perfectament comparable.
Donada la poca importancia de les diferéncies observades 1 la més
completa activacid obtinguda a pH 7,5, la totalitat d’expariments
posteriors es van dur a terme en aquestes darreres condicions. En aquest

apartat, doncs, només es fard esment dels resultats assolits a pH 7,8 en
Tris-HC1 50 oM.

Guelcom semblant passa en 1‘apartat de caomparacid de 1’'efecte dels
dos tipus de‘tripsina assajats, Es va activar els zimdgens amb tripsines
bovina i porcina, ambdues tractades amb TPCK. Els resultats foren
practicament idéntics en els dos casos. També aqui, per evitar

Yrepeticiona i perqué es disposa d’'un nombre més gran d’assajos fets amb
la»tripéina de bou, es fari esment dnicament dels resultats assolits amb
agquest segon tipus de tripsina.

Donat gue 1 activacid de les diferents POFAs és molt lenta in
vitro a 37? C (veure Yamasaki et al., 1963, pel cas de les formes de
pancreas de bou) i gue aguest fendmen és dificil que ez produeini amb la
mateixa lentitut en el dupdé, on 1l activacid dels zimdgens  és
indispensable per a que es doni una normal digestid, vam considerar
que les condicions d'activacid in vitro normalment utilitzades no eren
un fidel reflex del procés natural {(cal només recordar gque les proteases
activadores poden ser altres a més de la tripsina). A partir d‘aquesta
consideracid vam adoptar la temperatura de 25° C per les activacions de
les PCPAs porcines; en aguestes condicions, a 1'iqual que a 37 €, no
s ‘obté una mimesi del procés que té lloc in vivo, perd es disposa d'un

lleuger enlentiment que afavoreix 1'estudi de les seves diverses
etapes.

A la Figura 111,47 es presenta el perfil de generacié d'activitat
CPA al llarg del temps per accid de la tripsina scobre les dues formes de
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PCPA de pancreas de porc, a relacions proteina/tripsina de 40/1 1 4/
(p/p). Es pot comprovar que 1 activacid és lenta tant pel monomer com
pel complex binari, perd que a la vegada hi han diferéncies qualitatives
entre ambdéds processos. Estudis d'activacid anteriors (Martinez, 1980)
ﬁavien evidenciat que la generacid d'activitat CPA no és completa fins
al cap d’'aproximadament 2 hores, estabilitzant-se a partir d'aguest
moment. Els nostres resultats, en canvi, demostren que 1‘activitat
especifica mesurada va creixent fins més enlld de les 4 hores des de
1‘inici de 1’activacid, i gue el seu mauim s’'assoleix abans de les 24
hores (a partir d’aquest punt ] activitat comenca lentament a decréixer;
resultats no presentats). Es poden trobar discrepancies semblants amb
els resultats de Kobayashi et al. (1978) on només s’'estudia 1 activacid
del complex binari.

lLes dues formes de PCPA presenten caming dactivacid diferents.

Aixi, mentre que amb la forma monomérica s'obté una expressid inicial
més“répida de 1'activitat, que després creix mes lentament, amb el
complex binari s’observa un procés en certa manera complementari que fa
que 1a generacid-d activitat sigui lenta al comengament, i que a partir
‘d‘un cert punt s’'acceleri, donant valors d’activitat més elevats que el
monomer. En linies generals, la preséncia del zimdgen E endarrereiy en
un principi 1 expressié de 1 activitat, mentre que a continuacid 1la
promou en un grau superior al que 25 ddna en la seva abséncia. El canvi
entre una situacid i 1'altra es produeix entre els 15 1 els 30 minuts
després de 1'addicid de la tripsina al medi.

No hi ha diferéncies importants pel que respecta als resultats
assolits amb les dues relacions proteina/tripsina emprades. L'dnica
diferéncia a camentaf té relacid amb els valors d'activitat mesurats a
temps llargs: mentre que a relacid 40/1 els valors d'activitat s’igualen
a temps 4 h i romanen molt semblants, a relacid 4/1 la corba
corresponent al monédmer ultrapassa la del complex binari entre les 2 i
les 4 h. Es probable gue a concentracions elevades de tripsina i en
preséncia d una altra proteinasa {(la PFE), es pugui comencar a produir
degradacid de 1’enzim actiu, el que explicaria el descens d’ activitat en
relacid amb la forma monomérica. En tot cas, i en el marge de condicions

estudiades, es pot afirmer que 1'activacid de les PLCPAs és
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relativament independent de la concentracid de tripsina utilitrsada.
Yamasaki et al. (1963) havien arribat a conclusions semblants amb la
PCPA S6 de pancreas de bou.

En comparacid amb els resultats préviament publicats que fan
referéncia a les PCFAs de pancreas de bou, les grafiques presentades a
la Figura I11.47 coincideixen en 1’aspecte de la lentitut del procés
general. No obstant, totes les dades de que es disposa en bou (no molt
abundants, per altra part), fan referéncia a 1'enlentiment que
1'estructura quaternaria produeix sobre 1’activacid de 1la subunitat
precursaora de la CPA. Aixil, Freisheim et al. {(1967b) 1 Puigserver i
Desnuelle (1977) cbserven que la subunitat PCPA aillada dels complexes
ternaris per dos métodes diferents eupressa la seva activitat més
rapidament i en major grau gque quan estd inclosa en un complex binari o
ternari, tant a temps curts com a temps finals d’activacid. Les
diferéncies observades entre una i altra forma sén, no aobstant, tant
importants, que no es pot descartar que el fet de treballar amb mondmers
aillats artificialment i, per tant, no naturals, introdueixi una
component de labilitat adquirida que faci que aquestes formes siguin

menys resistents a 1'activacid.

Per altra banda, Freisheim et al. (1967b) ocbserven també que
1'activacid de la subunitat PCPA aillada és un procés bifésic, on
apareix un repla dfactivitat entre els minuts 15 i 30 aproximadament.
Els autors adjudiquen aguest procés en dos passos a la deacilacid de
dues succinil-tirosines i a un possible canvi conformacional que la fa
possible. No obstant aixd, el mateix tipus de procés s‘observa amb la
PCPA monomérica de pancreas de parc, proteina present naturalment al
pancreas, el que elimina en part la possibilitat que la deacilacid sigui
la responsable d'aquest fenomen, tot i recordant que es tracta de
proteines d’especies diferents. Aixd voldria indicar que aquest repla
observat a la corba d’activacid és una caracteristica consustancial del
procés, indicativa d’un possible canvi conformacional o de 1 ‘existéncia
d’'una especie transitoria, i, com es veurd més endavant i també apunten
Freisheim i col., de la progressiva desaparicié del medi del segment
d’activacid complet, que és el que presenta una més gran afinitat per

1'enzim.
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També es va estudiar la influéncia dels cations Ca®** i Tb>* sobre
el procéds de generacid d'activitat CPA. Diversos autors havien aportat
dades sabre la influéncia que els cations calci exerceixen sobre la
rapidesa de 1’activacid dels proenzims de bou. En alguns casos (Uren i
Neurath, 1972) s’interpretava que 1‘efecte tenlia 1lloc mitjangant un
relarament de 1’estructura quaternaria que eliminava 1’efecte retardant
de 1 activacid gue aguesta tenia scbre la subunitat PCPA. Aquesta versid
no era congruent amb 1 efecte positiu gque els ions Ca2?* tenien sobrea
PCPA monomériques (Lacko i Neurath, 19703 Reeck i Neurath, 1972), com
discutien Puigserver i Desnuelle (1977) al considerar aguesta qglestid.
Per altra banda, Freisheim et al. (19467b) no observaren una disminucidé
de la velocitat d activacié de la PCPA succinil.lada en abséncia d'ions
talecis ans al contrari, el mondmer s activa amb gran velpcitat en aquest
darrer cas. Per altra banda, en 1°'dnic treball de que es disposa sochre
les PCPAs porcines (Kobayashi et al., 1978), no s'utilitza Ca®** en
I'aétivacié, i s'obtenen unes corbes de generacid d'activitat que
indiquen gque aquesta transcorre tant rapidament com estava descrit per a
les formes bovines en preséncia de Ca2*, En treballs previs (Martinez,
19803 Saﬁ Sequndo, 1982) fets en el nostre grup no s’havia observat

dependéncia del procés d’activacid en cap mena de catid.

Aixi, en principi, ultra certes contradiccions en la bibliografia
pel que respecta a les proteines de bou, no semblava que el calci
tingués efecte sobre les PCPA porcines. No obstant, recents treballs del
grup han tornat a posar émfasi en aquesta questid, en trobar importants
relacions estructurals entre el saA i les proteines fixadores de  Ca=2+
de la familia EF-hand. Degut a aixd hem realitzat estudis d’activacio
triptica de les PCPA porcines en abséncia i preséncia de Ca2* i
Tb=+, agquest darrer un istster del primer del que s'ha demostrat que
s'uneix fortament al sad (Vilanova, 1987; Avilés et al., 1987). A4 la
Figura 111.48 es presenten les corbes de generacid d’activitat CPA per
accid de la tripsina en preséncia d'ions Ca®> i Ths*, ambdés a
concentracid 2 mM. Si bé resulta evident la relacitd del segment
d’activacid amb les proteines fixadores de calci, 1 1'efecte que 1°id
terbi té sobre el mateix (veure els treballs esmentats), cap d'aquests

cations té un efecte positiu sobre el procés dractivacid. Es pot
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Activitat especifica

Temps (h)

FIGURA III.A8 Generacid d'activitat CPA per accid de la tripsina a
relacié proteina/tripsina 40/1 (p/p). Condicions idéntiques a les de 1la
Figura II1.47, amb 1'addicid de Ca®* 2mM (A, PCPA Il; A, PCPA I) o
Tb>* 2mM (@ ,PCPA II; O , PCPA I). Les linies en trag discontinu fan

referéncia a les corbes de la figura anterior en abséncia d’'ions.
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comprovar que la preséncia de Ca®* no afecta en absolut la cintdtica de
generacid d'activitat, mentre gue el terbi, del que si s'ha demostrat
que s‘uneix al segment, provoca un enlentiment de 1’activacidé. Aquest
enlentiment podria, perd, ser adjudicat, a wuna certa agregacid que
aguest catid provoca en les procarboxipeptidases, i especialment en la
tripsina, reduint a 1'hora el nombre de molécules susceptibles de ser
activades i 21 nombre de molécules activadores. Ajuestes consideracions
son valides tant per al mondmer com per a la forma en complex binari.
Cal afegir que andlisis electroforétiques del procés d'activacid
{resultats no presentats) indiquen que en preséncia de Tb>*  també es
produeix CPA i saf (i fragments) des dels primers minuts de 1'addicid de
tripsina, a 1'igual que en les mostres de referéncia i amb  Ca=*,
Probablement convindria en el futur repetir aquests experiments en
preséncia de concentracions molt menors de TH™* a fi d’evitar efectes

Jlaterals indesitijats.

III.5.2. SEGUIMENT DE L‘ACTIVACIO PER ELECTROFORESI
HOMOGENIA

En estudis anteriors fets en el si del nostre grup (Martinez, 1980;
San Sequndo, 1982) s’'havia analitzat el progrés de 1 activacid de les
dues PCPA per electroforesi en poliacrilamida-8DS i en gradient de
poliacrilamida-8D5. Aquestes técniques només eren capaces de donar
compte de la generacid de segment d’activacid i de la seva desapariciéd,
perd no permetien sequir l’aparicid de fragments més curts del segment o
la possible conversié d'una forma de CPA en una altra. Els dos tipus
d'electroforesi aqui wutilitzats permeten analit:zar péptids de pes
molecular inferior als analitzables amb les electroforesis convencionals
en SDS i destriar entre espécies 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 ™ - SDS) els fragments

curts, tot i sent visibles i clarament separats, poden presentar un pes
molecular aparent erroni.
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I11.5.2.a. ELECTROFORESI EN UREA 7 M — SDS

Al mateix temps que se seguia la generacid dactivitat CPA en
1 'experiment de 1'apartat anterior es van anar agafant aliquotes de 13
barreja d'activacid, que eren immediatament sotmeses 3 un tractament per
inhibir el progrés de 1'atac triptic ‘sobre les espécieé generades i
posteriorment analitzades per electroforesi. La inhibicid es promovia
mitjancant 1’addicid de PMSF i STI, per aquest Qrdfe, a la barreja
d’activaciéd, seguida de 1°addicid de tampd d’aplicacié de mostres per
electroforesi {(amb 2-mercaptoestanol) i escalfament immediat a 100° C
(veure I11.9.3.). A la Figura II1.49 es mostra el resultat de 1 'analisi

de les allquotes inhibides per electroforesi en urea 7 M - SDS.

De la mateixa manera que succeeix amb la major part de zimdgens
coneguts, el trencament dels enllacos que alliberen la forma activa es
produeix de forma practicament immediata a 1°'atac per la proteinasa
activant. Pot comprovar-se gque, a temps tant curts com 1 ainut
d‘activacid, la conversid de PCPA en CPA i segment d’activacid #s total,
i que agquesta afirmacid és valida per les dues PCPA 1 per les dues
relacions de PCPA/tripsina emprades. Fer tant, la preséncia del complex
binari no fa disminuir 1‘accessibilitat de 1la tripsina a 1l’enllag
activador. Aguests resultats, considerats en conjunt amb els de
generacitd d’activitat, suggereixen que 1 ‘estructura quaternaria np
impideix 1 activacid sind que modifica 1’‘expressid de 1’‘activitat de
1’enzim alliberat mitjancant un canvi en les interaccions entre les

espécies presents.

El segment generat a temps curts d’activacid té un pes molecular
aparent d’aproximadament 11.000. Aquest valor coincideix amb dades
preéviament publicades (S5an Segundo, 1982} i indica que el fragment
alliberat en primer terme conté la totalitat del peéptid d'activacié. La
banda electroforética a que es fa referéncia segueix present al medi
d’activacid fins aproximadament les dues hores en el cas de la PCPA 11 i
fins els 30 minuts en el de la PCPA 1. Malgrat que el nivell de
definicid d’aguesta tecnica electroforética no permeti assegurar-ho,
algunes analisis semblaven indicar que aquesta banda pot ser en realitat

un doblet de dues bandes que representarien espécies diferenciades per
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pocs residus aminoacids.

No s’'observen diferéncies significatives entre les activacions

dutes a terme a relacions diferents de tripsina. Pot veure's, en tot
cas, una degradacid més extensiva a relacid 4/1, que fa que no quedi
rastre elecﬁroforétic del segment o de fragments del mateix a 24 hores
per a la PCPA II i a practicament 4 hores per a la PCPA I, i 1'aparicid,
ja a temps curts, d'una banda electroforeética poc intensa de baix pes
molecular. Aquests resultats confirmen els ja comentats en el capitol de

sequiment de la generacié d’activitat CPA.

Si bé és cert que les especies generades a temps curts d‘activacid
semblen ser les mateixes per a la PCPA Il com per a la PCPA I, al menys
segons el criteri de 1 'electroforesi en urea-SDS, hi ha diferéncies
entre les dues formes de la PCPA pel que respecta a la wvelocitat de
degradacid del péptid primari (anomenant aixi al peptid d’activacid més
llarg dels possibles). A les dues relacions de tripsina emprades es
comprova que la desaparicid dels fragments de més alt pes molecular es
produeix abans en el cas del complex binari. Es possible que la prbbia
proteinasa E, generada a partir del zimdgen E per accid de la mateixa
tripsina, col.labori en aquesta degradacié, o que 1‘accessibilitat de la

tripsina a certs enllacos del segment siqui major en el complex binari.

Es possible plantejar una primera relacid entre aquests resultats i
els corresponents a la generacid d'activitat CPA. S'havia comprovat que,
a temps superiors als 30 minuts, 1 activitat CPA de la barreja
d’activacid feta a partir de la PCPA I era superior a 1’'obtinguda amb la
forma monomérica. Aquestes dades tenen clara correspondéncia amb els
resultats de 1 electroforesi, on es com -ova que és en la forma de
complex binari on s’aprecia una més rapida desaparicié del segment de
major pes molecular, concretament a temps d'activacid de més de 30
minuts. En tal cas es planteja, perd, una altra giestid: com 6s que
1’activitat CPA sigui inferior en el complex binari durant els primers
" minuts posteriors a 1’atac triptic? Possiblement, aquesta inversié
inicial de 1 'expressid dactivitat no tingui res a wveure amb
1’eficiéncia de 1‘atac triptic inicial, que hem comprovat que ha de ser
del mateix grau en els dos casos. Més raonable seambla pensar  que,
mentre el segment d’alt pes molecular no és degradat (per accid de 1la
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tripsina o per accid conjunta de la tripsina i la proteinasa E), el
complex ternari CPA-segment-PE, probablement forca estable, impideix,
per raons conformacionals que podrien explicar-se com un dificultament
de 1‘accessiblitat al centre actiu de la CPA, 1'expressid de 1 activitat

d‘aquesta darrera. Es podria fins i tot pensar que en el complex
CPA~-saA~PPE el segment adopta una posicid espaial més favorable per
inhibir la CPA que a dins del proenzima natiu, o bé que la PE col.labora
en la unid CPA~safA. La demostracid, feta per electroforesi en medi no
dissociant (Ban Segundo, 1982) i per electroforesi en gradient d'urea
(Vilancva‘et al., 1985), que els complexos CPA-segment o CPA-segment-PE

segueixen existint després de 1'activacid, abonen les anteriors
hipdtesis.

I11.5.2.b. ELECTROFORESI EN UREA 7 M

Un éstudi semblant al de 1 ‘apartat anterior es va fer amb un altre
tipus d electroforesi , en urea 7M i abséncia de 8DS, que ddna una
resolucid de bandes diferent. Per 1’anilisi de mostres de 1la barreja
d‘activacid al llarg del temps mitjangant aquest tipus d’electroforesi
es van agafar aliguotes al mateix temps que se seguia la generacid
d'activitat, de manera idéntica a la que es feia per 1’altre tipus
d‘electroforesii 1’ dnica diferéncia consistia en el procediment emprat
per inhibir 1 accié de la tripsina, consistent en afegir al medi PMSF i
§T1, congelar immediatament i mantenir en aquest estat fins el moment de
1 ‘electroforesi (veure‘ 11.9.3). A la Figura I11.50 es veuen els

resultats del sequiment de 1’'activacid ¢y gels en urea 7 M i abséncia de
SDS. ‘

Aquest tipus d’electroforesi permet analitzar independentment les
dues formes de CPA porcina generades per accid triptica sobre la PCPA:
CPAcc i CP@ /3 . Les dues CPA es diferencien en el seu aminodcid
N-terminal, essent la forma el producte de 1la pérdua d'un dipéptid
Ala~Arg per part de la formao«(Folk, 1963). En aquests gels de
poliacrilamida en medi dissociant la forma s la que presenta un major
desplacament electroforétic (Vilanova et al., 1985) degut a la pérdua
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FIGURA 111.50. Analisi per electroforesi en ngeylg de = poliacrilamida
gn urea 7M del proceés d activacid triptic de la PCPA 11 {gsguerral) 1 la
PCPA 1 (dreta). Condicions kd’afzt,ivacié, com a la Figura 111.47, a

relacions prmi‘:éi’naltripsina' {pip} d‘e 4/ (paf‘t superior) 40/1  (part

inferior).
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d’una caArrega positiva, el gque la fa avangar cap al pol positiu.

La informacid obtinguda amb aquesta mena de gels es en certa manera
complementaria a la que proporcionen els gels fets amb 8D5. Es torna a
comprovar, per exemple, que el trencament de 1’enllag que uneix enzim i
segment és immediat després del tractament triptic i que les difer#ncies
entre les activacions a relacions proteina/tripsina 4/1 1 40/1 no son
importants pel que respecta al tipus i proporcid dels diferents
fragments generats. Es poden fer, perd, algunes observacions que no  son
evidents en els gels fets en preséncia de SDS:

* Es comprova que la banda de segment de més alt pes molecular de
la Fig. 111.49 és en realitat un doblet de bandes 1 consta de
dues espécies diferents segons criteris d’electroforesi en urea 7
M, tal com }l'electroforesi en preséncia de B8DS permetia intulr .
perd no confirmava. A& 1’apartat 111.5.4 s’aportaran  proves
experimentals d'aquesta assignacid, que aqul es dedueix de 1la

preséncia de dues bandes a temps 1 min,

* Un deIS‘tmmpcnéﬁts del doblet de bandes esmentat és abhsent a les
mostres d’activacid de la PCPA I. El component que es detecta en
1’electroforesi en presencia de SDS es el de menor pes molecular
dels dos (veure també III.5.4).

* Si bé no hi han diferéncies entre les activacions a 4/1 1 40/1%
pel que respecta als fragments generats, si n'hi ha pel que
respecta a les forames de CPA presents durant 1‘activacid: la
forma o desapareiy del medi entre els 15 1 30 minuts a relacid
proteina/ triésina 471, tant per la FCPA 11 com per la PCPA Is
mentre que a relacid 40/1 sembla ser molt més resistent i

ramandre present fins a temps d'activacid tant llargs com 4 hores
en ambdds casos.

8i les corbes de generacid dactivitat CPA a les dues relacions de

tripsina activants no presenten diferéncies importants, és possible
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deduir que la preséncia en el medi d'una forma de CPA o d'una altra no

és un factor rellevant en el procés dactivacid i que no és necessaria

la preséncia d’'una forma concreta d'enzim per a que 1 activitat es
manifesti. El fet que les dues formes tinguin en estat aillat una
activitat especifica semblant (Folk et al., 19633 Serra et al., 1986)
recolca aguest punt de vista. Una primera conclusid general que es pot
treure és, doncs, que la transformacid d‘una forma de CPA en una altra

no té un reflex important en la generacid d’activitat.

La desaparicid de la banda de menor desplacament electroforgtic de
l1a zona dels péptids (adjudicada, com hem vist a 1’'espécie de major pes
molecular i, per tant, al segment sencer) és simultania al creixement de
1'activitat, tal com demostra 1'andlisi dels gels per densitometria
{veure més endavant}. Aquesta banda no #&s practicament present a les
activacions de la PCPA I, amb el que es pot deduir que no és el segment
més llarg possible el responsable de la inhibicid inicial observada en
aquest cas, sino que, possiblement, 1'altre component del doblet
aparggut en la electroforesi gn  urea-SDE8 pmanté la capacitat
d'interaccionar amb el complex binari d'enzims proteolitics format per
la CPA i la PPE. " |

Es va quantificar la intensitat de les diferebts bandes
electroforétiques mitjangant densitogrames dels gels ep urea 7 M; 1 els
resultats corresponents a la PCPA 11 es presenten a la Figura III1.81.
Es pot comprovar que la generacié de segment d’activacid o de {fragments
del mateix segueix un cami semblant tant a relacid 471 com a relacid
40/1. Insistint en el que es deia en el paragraf anterior, és
interessant obsgervar que el grau de desaparicid del fragment de
desplagament electrofarétic més lent corre paral.lel al daparicid de
lfactivitat CPA {comparar amb la Figura I11.44). Aquest resultat peramet
circunscriure al segment d’activacid complet la responsabilitat de la
inhibicid de la CPA o, al menys, la gqualitat de ser el fragment amb més

afinitat per 1l’enzim actiu.

Com ja s’ha dit préviament, les diferéncies 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 o1 medi. Els
densitogrames 5& l1a Figura II[.50 car%aberen aguest fet,
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FIGURA 111.51. Densitometria de les electroforesis en urea 7M de les
mostres agafades al ‘llarg del procés d'activacid de 1a PCPA 11 (Figura
.111.47). Es representa les proporcions relatives al llarg de 1 activacid
de les dues formes de CPA (requadres superiors) i dels diferents
fragments generats (requadres inferiors). Relacions proteina/tripsina
40/1 (esquerra) i 4/1 (dreta). Els valors de 2h i 4h s’'han deduit amb
1’ajut de densitometries puntuals dels gels d‘urea-SDS de la Figura

I11.49 i dels valors d'integracid d’arees presentats a la Figura 1I11.53.
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I11.5.3. COMPARACIO ENTRE LES DUES FORMES DE PCPA

Donat que els experiments presentats fins aqul sdén aguells que
s'han dut a terme amb les dues formes de PCPA, i que en els detallats a
continuacid només s’ha utilitzat la forma monomdrica, es discutird
breument en aquest apartat els trets diferencials en 1’activacid de les

dues formes.

Ja s’han comentat les diferéncies en les corbes d’activitat, en les
que s’aprecia que 1'activacid inicial del mondmer és més rapida que la
del complex binari, situacid que s'inverteix 3ja a temps curts
d‘activacid (15-30 min), on s’observa una major activitat peptidasica en
la forma de complex binari activada. Agquest fet guarda una clara relacid
amb la desaparicid de fragments d’alt pes molecular del medi, fet que es

produeix més aviat en la PCPA I (veure Figura III.44).

De la mateixa manera que 1 'ohservacid de diferéncies en la
cinetica de desaparicid de la CPA segons 1 activacid hagués estat feta a
una relacid de tripsina o altra, juntament amb 1’ abséncia de diferéncies
en 1‘activitat mesurada, permetien deduir qua la transformacié d’una CPA
en una altra no era un factor determinant en 1 expressid de 1activitat,
l1a identitat en els processos de transformacid de CPA,  en CPRﬁ tant
si es tracta de PCPA Il com de PCPA I, permet deduir que aquest. procés
de tranformacid no influeix en l’expressid diferencial de 1'activitat
segons es tracti d'un zimdgen o d'un altre. Per tant, un punt ds
coincidencia entre ambdds processos d'activacid €3 que aquests  venen
modulats per la progressiva transformacid dels fragments alliberats i no
per les formes d’enzim actiu presents al medi, comuns a les dues

formes.

En les electroforesis en urea 7M es pot apreciar una diferéncia
significativa: el segment de menor desplagament electroforétic, que s’ha
demostrat que és el de més alt pes molecular i representa el péptid
d’activacid sencer, no apareix practicament en el medi en cap moment de
1'activacid de la PCPA 1. S’'chserva, en canvi, 1‘aparicié de bandes
intermédies, molt minses, entre les dues formes de menor desplagament,
no presents a 1‘activacio de la PCPA Il. En general, s’observa una majm?

heterogeneitat de bandes en el complex binari.
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En conjunt sembla detectar-se una major rapidesa en la desaparicid
dels dos fragments d’aparicid més primerenca, producte d’una més rapida
transformacid en els altres fragments detectats, que podria explicar la
major celeritat abservada en 1’'activacid del complex binari. Aquestes
diferéncies son la conseqiiéncia directa de la preséncia de FPPE, que
actuaria bé com a proteinasa, digerint parcialment el segment, heé com
agent merament modulador de la conformacid del saf i dels seus complexos
amb 1a CPA, convertint aquell en més susceptible a 1’atac proteolitic.
Sigui com sigui, cal aprofundir els estudis amb el complex binari, duent
a terme en primer lloc experiments d’aillament dels fragments generats
tal i com s°ha fet amb la PCPA 11 (veure a continuacid) per a poder

discutir 1l ‘activacid del complex binari amu dades meés fonamentades.

111.5.4. SEGUIMENT DE L‘'ACTIVACIO DE LA PCPA Il PER
"HPLC ANALITICA

Es va utilitzar la cromatografia ligquida d’alta pressidé com a
métode complementari de les electroforesis per la caracteritzacié dels
diferents fragments generats al 1llarg de 1 activacid. Agquest métode
permet obtenir una millor resolucid entre espécies molt semblants, a

l1'hora que aporta també dades quantitatives 1 permet aillar els
diferents fragments d activacid.

Donat que els resultats de ] 'apartat anterior permetien comprovar
una ressemblanga important entre els tipus i quantitats de fragments
generats durant 1°‘activacid a 1les dues relacions de tripsina
utilitzades, i per evitar en el possible contaminacions per part
d ‘aquesta, el seguiment per HPLC de 1’activacid només es va fer a
relacid PCPA/tripsina 40/1 (p/p). A la Figura 111.52 es poden veure els
perfils cromatografies de barreges d‘activacid analitzades a temps
diferents. L‘anilisi electroforética d’'aquestes fraccions en un
experiment preparatiu que s’explicara a continuacid (veure III.5.4) va
permetre caracteritzar les diferents fraccions, identificant-les amb les
bandes electroforetiques que es comenten als dos apartats anteriors.

Aixi, es va poder comprovar que el temps de retencid a la cromatografia
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FIGURA 1I11.32. Perfils cromatografics de HPLE de mostres de PCPA 11
injectades a diferents temps al llarg de 1°‘activacid amb tripsina a

relacid PCPA Il/tripsina 40/% (p/p). Condicions d’activacid com a 1la
Figura IIl.47. Columna Nucleosil C-4. Solvents: A, TFA O0,1%; B, CHiCN
80% + TFA 0,09%. Flux: 0,5 ml/min. La numeracid fa referéncia a 1'ordre
d'aparicid de pics al llarg de 1'activacid i no a la seva posicid
cromatografica.
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FIGURA II1.53. Representacid de les arees dels piecs cromatografics
de la Figura II1.52 al 1llarg del temps d’activacié. Els valors d'aréa
s'expressen en unitats arbitraries, a partir de les integracions
obtingudes amb el sistema de deteccid de 1’aparell de HPLC. La numeracid

correspon a la de la figura citada.
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segueix un ordre invers al pes molecular dels fragments (excepcid feta
del péptid S), i que a 1’aparicid a temps curts de 1’espécie de major
pes molecular li sequeix 1’aparicié consecutiva d’espécies més curtes i
el descens paral.lel en l‘area de la primera. La numeracid utilitzada a
la figura fa referéncia a 1'ordre d’aparicid al llarg de 1 activacid i

no té res a veure amb els temps de retencid cromatografics.

A la Figqura I11.53 es presenta la representacid de la recuperacid
cromatografica dels péptids al llarg del temps. La numeracid és 1la
mateixa que en la figura anterior. La comparacid de les representacions
de les figures II1.51 i 111.53 permet observar una correspondéncia entre
els péptids anomenats 1, 2, 3 1 § a les dues figures pel 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 desaparicid del péptid anomenat i és equivalent al
d'aparicid de 1’activitat CPA. Aquest fet és aqui encara més evident que
en la representacid dels densitogrames de les electroforesis en urea 7M
(Figura 111.48). El seguiment per HPLC permet també comprovar que el
peptid aqul anomenat S, majoritari a temps 4 hores d’activacid,
correspon amb tota probabilitat a una forma de desplagament intermedi
observada en els dos tipus d’electroforesi. 8i aquest fragment és de pes
molecular inferior a les formes 1 i 2, cal adscriure el seu temps de
retencido en HPLC a un cert grau de desplegament que el faria
interaccionar amb la columna en major grau a com ho faria un péptid de

la seva mateiva llargada no desplegat.

L'dnica discrepancia que s‘cbserva entre 1les analisis per
electroforesi i per HPLC és la proporcid de 1’ espécie anomenada 3 a
tempé de digestid 1 hora. No ens és possible pel moment explicar aquesta
petita discrepancia més que per possibles diferéncies en el procés
utilitzat en cada cas per inhibir 1‘accid de la tripsina: és molt
probable que la baixada de pH 1 immediata cromatografia utilitzades a
1'analisi per HPLC siguin més efectives que 1‘atur amb STI dels altres

dos casos, sobretot en el de 1’electroforesi en abséncia de SDS.
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I11.5.5. AILLAMENT PER HPLC DELS PEPTIDS8 GENERATS

La repeticié a nivell preparatiu de les cromatografies que es
presenten a la Figura 111.52 va permetre 1'aillament de les diferents

espécies i la seva posterior caracteritzacioa.

A la Figura 111.54 es presenta 1'analisi electroforeéetica de les
diverses fraccions amb els dos tipus de gel de poliacrilamida emprats en
aquest capitol. La comparaci®d del desplagament electroforétic dels
péptids individuals amb la sevé posicid a les butxaques on s’analitzen
les barreges totals d activacid permet assignar bandes d’electroforesi a
pics cromatografics de HPLC. Concretament, el pic 1 correspon a la banda
de més alt pes molecular a la zona dels fragments de la electroforesi en
urea—-SDS (part superior del doblet) i a la banda de menor desplacament a
1’'electroforesi en urea 7 M. E1 pic 2 correspon al component de menor
pes molecular del doblet (urea- SDS) i a 1la segona banda amb menys
desplacament (urea 7 M). Aixd confirma 1 existéncia d‘un doblet a pes
molecular aproximat de 11.000 en 1°electroforesi de urea-SDS. E1l pic 3
correspon a la posicio de pes molecular intermedi a la primera
electrufbresi i a la banda de major desplacament a 1°'altra. Els pics 4 i
S5 corresponen també a la posicié de pes molecular intermedi en
l’electroforesi en urea 7M-SDS i a la vegada a la banda de desplagament
intermedi en 1'altra electroforesi. Aquest desplacament intermedi del
pic S, de més tardana aparicié probablement que els anteriors, i
possiblement més curt, fa pensar una altra vegada en que pugui adoptar
una conformacid diferent, més oberta que la dels seus precursors. El pic
6 resulta ser el de més baix pes‘molecular o, dit d’altra manera, el
peéptid que ha sofert una més extensiva d: estid d’'entre aquells que s6n
susceptibles de ser analitzats per electroforesi. L‘esquema que es
presenta a la Figura III.55 ajudard a resumir aquestes assignacions.
Observi ‘s que la numeracid adoptada, de la que ja se n‘ha anat fent
esment fins ara, és la que correspon a 1l'ordre de desplagament dels
péptids a 1’electroforesi en urea 7M-SDS, i que aquesta numeracid no

guarda perfecta relacid amb 1 'ordre de desplagament o elucid dels altres
métodes analitics.

De les dades conjuntes de totes les andlisis fins aqul esmentades
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FIGURA 111.54. AnAlisi dels péptids generats durant l‘activacid i
aillats per HPLUL preparativa, feta per dos métodes electroforétics: en
urea 7M-SDS {part superior) { en urea 7MW (part inferior). Veure Figura
I111.595 per la numeracid. Juntament amb 1 analisi de les fraccions es
presenta les electroforesis de les barreges totals d’activacid als temps

assenyalats.
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FIGURA I111.55. Di agrama comparatiu de les posicions
electroforétiquesdels fragments generats al llarg de 1’activacidé de la
PCPA II en els dos sistemes electroforétics utilitzats: urea 7M-8DS
(esquerra) i urea 7M (dreta). La numeracid és la mateixa que en les

figures 111.49, 50, S1, 53 i 54)

s’‘en pot deduir que la progressid de 1 activacid és principalment el
entenent com a
el

canvis

resultat d’'una digestid seqlencial del péptid primari,
tal el producte del primer atac triptic que allibera la CPAa i
segment d‘activacié. Aixd no  exclou, en principi, que
conformacionals de fragments del mateix pes molecular o variacions en la
interaccid de les dues formes de CPA amb els diferents fragments puguin

influir també en 1 'expresid de I activitat.
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IIl.S.6. CARACTERITZACIé N-TERMINAL DELS PéPTIDS

Alguns dels fragments aillats per HPLC a diferents punts del procés
d‘activacid . de la PCPA monomérica van poder ser analitzats per
degradacié automdtica d°'Edman, i els resultats d’aquesta analisi
seqliencial es poden veure a la Taula IIl.17. Es comprova que els cinc
péptids posseeixen la mateixa sequiéncia N-terminal i que aquesta és la

mateixa que la del segment d‘activacid sencer. Com a consegliencia

TAULA III.17

DEGRADACIO SEQQ&NCIQL QUTDMéTICQ DE FRAGMENTS GENERATS AL
LLARG DEL PRUCES D ACTIVACIO

Fragement
Cicle 1 2 3 4 5
1 Lys Lys Lys Lys Lys
2 Glu Glu Glu Glu Glu
3 Asp Asp Asp Asp Asp
4 Phe Phe

immediata d'aquest fet se’'n dedueix que la degradacid del segment
d'activacid té 1lloc pel seu extrem C-terminaly al menys pel que respecta
als pé#ptids analitzats, que son tots els fins aqui descrits menys el de
més baix pes molecular, que no va poder ser aillat en quantitat

suficient per procedir a una andlisi seqlencial.

Aquests resultats lligquen pobrament amb els que es poden deduir de
les electroforesis en urea-SDS. Tot i recordant que el calcul de pesos
moleculars en aguest tipus de gels és forca deficient, es pot estimar
uns pesos moleculars aproximats pels fragments a partir d‘un patré de
mioglobina tractada amb bromur de ciandégen; fent un cilcul aproximat es
pot veure que els dos components del doblet de bandes de menar

desplagament‘tindrien uns vzlors de 10.800 i 10.100, corresponents a 94
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i 88 residus respectivament, mentre gque als péptids de la zona de pesos
moleculars intermedis se’ls hi  podria adjudicar un valor
daproximadament 9.000, corresponent a 78 residus. Aquestes llargades no
coincideixen amb cap possible trencament triptic de% segment.
Efectivament, al comprovar gue tots els péptids analitrats difereinen,
en tot cas, en &1 seu extrem C-terminal, les dniques llargades possibles
a partir de digestid triptica (recordem que és 1°dnica proteinasa
present) son 94, &9, 60, etc. residus, cap d’'ells coincident amb els
valors hipotetitzats. En tot cas, i considerant que 1les electroforesis
indiquen la formacid de CPAa i CPA B des de bon comengament, es podria
considerar també possible la formacid del fragment 1-96 (1-94 + 2
residus de la CPA), amb el que les llargadszs possibles serien 96, 94,
&9, &0, etec., que tampoc coincideixen bé.

Potser cal concloure que 1 'electroforesi d’urea-8DS no és un  bon
medi d’analisi de pesos moleculars, encara que serveixi bé a finalitats
de separacid de fragments d’altra manera impossibles d’analitzar en gels
en preséncia de 8DS. Per altra banda, la petita diferéncia entre els dos
péptids més llargs només podria 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’anilisi de seqiéncia.

Malhauradament no es poesseeixen dades fiables d’analisi
d‘aminoacids dels diferents fragments. Els fragments analitzats a partir
d'una cromatografia preparativa van donar en tots els casos unes
anadlisis d’aminodcids molt semblants, fruit probablement d'una
contaminacid de fons de 1a columna, la gual, al treballar sempre amb
quantitats molt petites de mostra va impedir la clara diferenciacid
entre les diferents entitats. No obstant, es va poder apreciar una
disminucid en la senyal de glutadmics i leucines en les anilisis
corresponents als péptids de desplagament electroforétic intermedi, dada

gue recolga 1’assumpcid que la digestid s'efectiia pel extrem C-terminal.
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III.5.7. ANALISI DE LA CAPACITAT INHIBIDORA DELS
PEPTIDS GENERATS DURANT L*ACTIVACIO

Fins aqui hem pogut comprovar la correspondéncia entre la generacid
i degradacid de fragments del segment d‘activacidé i 1’alliberament de
1’activitat enzimAtica de la CPA. Es necessari, perd, relacionar
aquestes observacions amb estudis sobre la capacitat d’aquests fragments

per interaccionar amb 1'enzim.

Amb aquesta finalitat es van obtenir corbes d’inhibicid de les CPA
amb els diversos fragments del segment aillats per HPLC. Els resultats
d‘aquest experiment es presenten a la Figura I1I1.56 on es mostren les
corbes d’'inhibicid dels fragments anomenats 1, 21 3 amb la CPRa 1 de
la totalitat dels fragments (1,2,3,4,5, i &) amb la CPA 8 (veure Figures

111.47 i 111.52 per la nomenclatura de les diferents especies).

L.’addicid de péptid d'activacid primari a relacions - molars
progressives sobre les CPA produeix una creixent inhibicid de la seva |
activitat peptidasica mesurada en front del substracte BGP. L’activitat
residual a relacid molar segment primari/CFA de 10 és del 13% per a la
formaa i del 174 per a la forma § . Si beé la capacitat d’'inhibicid del
segment primari és lleugerament inferior sobre la forma f , és clar que
en cada cas aguesta forma de segment és la que presenta, amb diferéncia,

major capacitat inhibidora.

Es evident en les dues figures el desctens en 1’afinitat per la CFPA
que experimenta el segment al transformar-se en la forma anomenada 2.
Aguesta espécie no ha pogut ser caracteritzada completament per la sgeva
regid C—-terminal, quedant oberta la possibilitat que siqui el producte
“d’una digestid parcial que afecti a pocs residus del segment primari (la
seva lleugerament menor mobilitat electroforética aixi bo faria pensar)
o bé el producte d'un canvi conformacional que produeixi la seva
diferenciacid del segment primari per criteris tant d'electroforesi en
urea~-5DS8, urea 7 M 1 HPLC. Sigui com sigui, aquest fragment, tot i
mantenint una important caparcitat inhibidora ({activitat residual a
relacid molar de 10 igual al 20%Z amb la CPA @ ), posseeix una afinitat
per les CPA de grau considerablement inferior a la del se§ment primari,

sent necessaries relacions molars que oscil.len entre 2 1 3 vegades les
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corresponents a la forma 1 per obtenir els mateixos graus d'inhibicid.

Les altres espécies aillades, aguestes si producte inequivoc de
digestid enzimAtica de la forma primaria, presenten un poder d’inhibicid
clarament inferior a les altres dues. Els maxims valors d’'inhibicid
assolits a relacions equimolars fragment/CPA . s6n del 43 1 61 %4 de
1’activitat especifica inicial per a la forma 3 tamb CPA a i
B respectivament), i del 79 X i el 85 % de 1'activitat especifica
inicial per a les formes 5 i 4 respectivament amb la CPA g . Per altra

banda, la capatitat inhibidora del fragment 6 és nul.la.

Resulta ldagic pensar que la dificultat inicial en 1 expressid de
1’activitat, remarcable caracteristica del procés d'activacié de les
PCPA, té com a responsables a les espécies peptidiques amb més capacitat
inhibidora, la preséncia de les quals coincideix, per altra part, amb el
periode en el qual 1‘activitat presenta valors llunyans del maxim. No
obstant, encara gque baixa, la resta de fragments analitzats presenta
certa capacitat inhibidora, la qual seria la responsable de que, fins i
tot en absencia de les faormes 1 i 2, 1’ 'expressid de 1‘activitat no sigui
la total. D’aguesta manera, malgrat que el grau d’inhibicid produit per
les formes 3-6 a relacid 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 decaparicid dels fragments d’activacié

primari i secundaris no és completa.

En general també cal comentar que el grau d’inhibiciéd mostrat per
les diferents espeécies estudiades és lleugerament superior amb la
forma a de 1’enzim que amb la forma 8§ . Aquest fet és sorprenent donats
els resultats de les corbes de generacid d‘activitat realitzades a
diferents relacions de tripsina en 1les que, comprovacid feta per
electroforesi, hi havia diferéncies en les proporcions relatives de les
dues CPA, sense que aixd es reflectis en diferéncies en el curs de
generacido de 1°‘activitat peptidasica. No es pot descartar la
possibilitat que els valors d’activicid de la PCPA a diferents temps i a

la relacid proteina/tripsina 40/1 siguin revisables.

En cap de les corbes d‘inhibicid aqul presentades s'arriba a valors
d‘activitat CPA comparables al valor residual que presenta la forma

proenzimétita. Aixd s’'interpreta com que, tot 1 sent el segment

- 308 -



Resultats i Biscussid

d‘activacié aillat un inhibidor molt potent de 1’enzim, el trencament de
l1'enllag d’activacid és determinant en la disminucid de la inhibicid i

en 1l ‘expressid de 1’activitat.

I11.5.8. QEBUIHENT DE L'ACTIVACIO DE LA PCPA 1XI PER
ELECTROFORESI EN GRADIENT D'UREA TRANSVERSAL

La técnica electroforética emprada en aquest apartat permet
detectar 1’'existéncia d’interaccid (i, per tant, afinitat) entre
diverses espécies proteiques, i 1 'efecte que sobre aguesta interaccid i
sobre cada una de les espécies tenen les diferents concentracions
d‘urea. {(veure 11.8.5). El nostre grup es va interessar per aquesfa
técnica i la seva aplicacid a 1 'estudi de ]'interaccid entre proteines
pancreatiques. Fruit d’aquest interés n’'és, entre altres caoses, la
‘definicid del tipus de desplagament electrofareétic de tota la série de
prntéfnes amb les que es treballa en aquest estudi (Vilanova et al.,
1985). En aquest treball es va comprovar, per exemple, que la PCPA i 1la
CPA sotmeses a electroforesi en gradient transversal d‘urea (0-9 M)
corren com una banda continua sense decreixements sobtats de la
vmobilitat a concentracions altes d'urea, el que és indicatiu de manca de
canvis conformacionals o desplegaments importants de la proteina al
1larg de les concentracions d’'urea estudiades. També es va comprovar que
el segment. d’activacid primari aillat presenta una mohilitat
electroforética sigmpidal en atravessar un gradient transversal entre O
i 9M urea, comportament indicatiu d‘una fesnaturalitzacid que segueix un
model de dos estats. Per la seva part, 1 nalisi d’'una barreja de CPA i
segment d’activacié donava com a resultat una banda que corria com la
PCPA fins a a 4 M urea, que després es desdoblava en dues bandes de
desplagamenfs corresponents als de la CPA i el segment aillats. Dins del
treball aqui presentat es va voler aplicar aguesta tecnica a 1'analisi

de la capacitat d'uniéd dels diferents fragments d’activacid a les CPA.

A la Figura I11.57 es pot veure les electroforesis en gradient
transversal d’‘urea de mostres agafades a temps d’activacid 1 minut i 2

haores. S'observa que 1a mostra corresponent a 1 minut després de



fesuitats i Discussid

I min

PCPA __

, |5 CPA
JasA

2 hores

FIGURA 111.57. Seguiment del procés d'activacid triptica de la PCPA
monomérica aitjang;ant electrnfamsi en gradient transversal d'urea. Es
presenta les anadlisis de mostres d*activa;ia a i sinut i 2 hores.
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1’addicid de tripsina presenta, fins aproximadament 4 M en wurea una
banda principal i una secundaria, corresponents al complex de les dues
formes de CPA amb el segment d’activaciéd llarg, puix aquestes sdn les
especies. presents en una barreja d’activacid agafada a aquest temps
(veure Figura II1I.50)., Per damunt de 4 M urea, es produeix la
desaparicid de la interaccid, cada una de les espécies corre segons el
seu desplacament especific al no estar ja unides covalentment, i
5'aprecia ] 'existéncia de dues formes de CPA 1 de dues formes de

segment, tal i com era d’'esperar.

Els temps intermedis de 1 hora (electroforesi no presentada) 1 2
hores d‘activacid permeten observar un descens progressiu en la
intensitat de la banda de complex a concentracid O M d'urea, a la vegada
que una desaparicid de la mateixa a concentracions cada vegada més
baixes d’urea. Paral.lelament, 5 'intensifiquen i aparsixen a -
concentracions d’urea més baixes les bandes corresponents a les espécies
aillades que sén, en cada cas, fidel reflex de les que s'cbserven en
gels lineals amb urea 7 M (veure també Figura II1.50). A 1l'electroforesi
feta amb la mostra de 2 hores d’activacid s’'observa la conversid de €PAy
en‘CPA B i la preséncia gairebé a tot el 1llarg del gradient de dos
fragments majoritaris amb desplagament sigmoidal. Aquests resultats han
de ser interpretats com una disminucid del grau d'interaccid entre les
esbécies 0, dit d‘altra manera, com un reflex de la menof afinitat que
per les CPA tenen els fragments de segment generats a temps 1llargs
d’activacid. Cal també fer notar que de les dues bandes de complexos
CPA/segments visibles a baixes concentracions d’urea en aquesta darrera
electroforesi,la superior, assignable a CPA a /saf, persisteix més al
llarg del gradient que la inferior, assignable a CPA § /saR. Aquest
comportament reafirma la lleugerament major afinitat de la CPA«
respecte de la CPA S pels diferents fragments del segment observada
ja anteriorment (veure apartat I1II1.5.7). L'electroforesi de la mostra de
4 hores d’activacid ja no permet observar el menor rastre de complex, el
gque indica abséncia dinteraccid entre les  espécies  presents

majoritaries, CPA 3 i fragment 5 (resultats no presentats).

Els resultats agui descrits recolcen els de 1‘apartat anterior,

demostrant que les capacitats inhibidores mesurades tenen fidel reflexe
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en la capacitat d'interaccid entre fragments i CPA, producte a la vegada
de 1’afinitat entre les diferents espécies. El1 fragment d’activacio
primari, obtingut a temps curts d’activacid i producte directe del
primer atac triptic i, fins a cert punt també el <fragment d’'activacid
secundari, son les espécies que mantenen en major grau la capacitat
d’interaccionar amb la CPA i inhibir-la. En aguesta Tesi no s’'ha abordat
1’estudi de la naturalesa d’aquesta interaccid, perd respecte a aquest
punt cal afegir gue Chapus et al., 1987) apunten 1la possibilitat que
sigui deguda a les interaccions electrostatiques que es donen entre les
dues espécies 1 que 1’afinitat observada pot ser eliminada i restaurada
reversiblement depenent de que s’anul.li o no les carregues superficials

de les proteines.

I111.5.9. MODEL PROPOSAT PEL PROCES D'ACTIVACIO
DE LA PCPA MONOMERICA

Amb el conjunt de dades que es té sobre la generacid d’activitat,
generacid de diferents fragments a partir del segment d’activacid
primari i capacitat d’'inhibicidé d aquests sobre 1‘enzim actiu, es pmt
intentar elaborar un model inicial per a euxplicar a grans trets els
aconteizements que tenen lloc durant 1‘activacio triptica de la FPCPA

monomérica en les condicions triades (veure Figura III.58).

L 'ohservacid de les intensitatskde les bandes electroforétiques o
dels pics de HPLC de les espécies generades durant el procés d'activacid
(Figures II1.351 i III.S3) indiquen clarament que la conversid de CPAa en
CPA B no és5 el pas determinant de la generacid d‘activitat. La mateixa
observacid suggereix que la generacid dactivitat segueix principalment
el mateix curs que la desaparicid del fragment 1 o primari, fins i tot
en quant a la inflexid observada entre els 15 i els 30 minuts., Ara bé,
la disminucid de la inhibicid de les CPA al desaparéixer el fragment 1
ha de quedar parcialment compensada per 1’accid inhibidora de fragments
secundaris, sobre tot el 2, segons indiquen els resultats de la Figura
I11.546. La guantificacid d'aquest procés és, perd, dificil, al menys amb

els resultats aqui obtinguts.
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El conjunt de resultats discutits fa pensar que 1'atac triptic es
podria produir exclusivament per 1'enllag Pdeegment = len=im en  totes
les molecules de PCPA o bé simultaniament per aguest enllag en una
proporcid de molécules de PCPA i per l'enllag situat dos residus més
endavant, 81 Zanxim = Jenxim 21 13 resta de molécules de PCPA. En el
primer cas s’alliberaria al medi el fragment d'activacid de 94 residus i
la CPA , mentre que en el segon cas s’'obtindria una barreja de fragments
d’activacidé de 94 i 96 residus i de CPAa i CPA B . Val a dir que els
gstudis de HPLE, els més fiables quantitativament, recolcen la orimera
de les dues opcions. La segona opcid sembla menys probable que la
primera, donat que presuposa que la formacid de fragment 1 estaria
intimament relacionada amb la de CPAS , de la que se'n forma només
aproximadament un 20% a | minut dactivacid i1 relacid proteina/tripsina
de 40/1, el que implicaria la formacid d’una quantitat inicial semblant .
de fragment 1, situacid que no s’'ohserva al ser aquest fragment
majoritari a temps curts d'activacid sigui quina sigui la teécnica
emprada per a mesurar-ho.

Cal, de tota manera, fer notar que la formacid simultdnia dels
fragments de 94 1 96 residus explicaria facilment els patterns
electroforétics observats: una sola banda (doble) de Mr 11.000
aproximadament en SDS-urea, i dues bandes en urea M, de les que la
corresponent al fragment 2 {en aguest cas de 74 residus) presentaria una
major mobilitat electroforética en haver perdut una carrega positiva
(del dipéptid Ala-Arg) respecte al fragment 1.

S8i inicialment es formés només el fragment de 94 residus, com es
pot explicar 1’ aparicié de dues bandes de fragment en electroforesi en
urea 7M a temps curts dactivacid? Podria succeir que la CPA formada
inicialment ataqués immediatament al segment d activacid  primari
eliminant el seu residu C-ter (Arges) i e1 convertis parcialment i
lentament en un fragment de 93 residus. Tindriem en aquest cas dos
fragments , de 94 1 93 residus, amb una diferéncia de pes molecular i de
cArrega semblants a la dels hipotétics de 96 1 94 residus, 1 que també

encaixarien amb el pattern electroforétic observat.

Aquesta hipdtesi darrera ha de fer front, malgrat tot, a una

critica molt consistent: costa d’acceptar que la CPA digereixi el seu
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propi segment d’activacid, que és un potent inhibidor d’ella mateira, i
que posseeir, a més, un residu C-terminal d’arginina, que encaixa molt
poc amb 1'especificitat 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 Bly. El fet qgue el segment d’activacid de la PCPA de
porc presenti una Gly en posicid 93 podria facilitar que la CPA aturi la

seva accid degradativa en aquest residu.

Durant tot el procés de transformacid del fragment ! en fragment 2,
gue no és gaire depenent de la concentracid de tripsina addicionada, 1la
CPA a es va convertint en CPA 3 en un procés que sembla ser independent
del primer 1 que es veu accelerat per la preséncia d'elevades
concentracions de tripsina en el medi. Aquesta transformacidéd de CPAa en

CPAB implica la pérdua del dipéptid N-terminal Aia;—Argz per accid de la
tripsina, com 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 FCPA II durant 1’activacio
triptica in vitro:

Durant les dues primeres hores d’activacid es generaria fragment 2
a partir del fragment 1 i CPAB a partir de CPAx , &1 que donaria lloc a
la formacid i conversid successiva dels segilients complexos: CPA o /FA-1,
CPA B /FA-1, CPAa /FA-2, 1 CPAB /FA-2. Donada la decreixent inhibicid
enzimatica d’'aquests complexos (veure Figura 111.56), les
transformacions esmentades  permetrien 1'increment  progressiu  de

1’activitat CPA durant el periode esmentat.

L accid posterior de la tripsina socbre el segment produiria un tall
per 1'enllag 8%aegment = 70neamenty €scurcant el fragment d’activacid
fins a 49 residus (FA-3). Agui de nou, 1’accid posterior de la CPA sobre
aquest fragment podria eliminar-1i el seu residu C-ter (Arges) i
convertir-lo parcialment i lentament en un fragment de 68 residus
(FA-4). Degut a la seva llargada sensiblement meneor, els fragments 3 1 4
podrien presentar una mobilitat electroforética clarament superior als

fragments 1 i 2, fet que s'chserva euperimentalment (veure Figura
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111.55). El que ja no queda tant clar és el fet que el fragment 3
presenti una mobilitat electroforética en urea 7M lleugerament superior
a la del 4, si resulta cert que aquest ha perdut una carrega positiva
respecte al primer. Aguesta aparent incongrugncia podria ser deguda a
una major susceptibilitat del fragment 4, el més curt, a 1’accid
desplegant de 1’'urea a concentracié 7M, possibilitat que Jja s’ entreveu
en 1‘observacid de les electroforesis en gradient d'urea de la Figura
I11.57. En gualsevol casz, la transformacid del fragment 2 en els
fragments 3 i 4 provoca una disminucid substancial de la inhibicid de
1 activitat CPA.

Resulta dificil avaluar la contribucid quantitativa de la
transformacid del fragment 2 en els fragments 3 1 4 en el procés
d‘activacid de la PCPA. En base als resultats presentats a la Figura
111.56 es pot concloure, perd, que els complexos CPA-fragments formats -
després d’aguesta transformacid tindran poca capacitat per a inhibir
1’activitat CPA.

Les caracteristiques dels fragments  apareguts posteriorment
permeten hipotetitzar la produccid subseqlient de dos talls per accid de
la tripsina: un primer tall sobre l'enllag 60-6luegment, pEr 21 gue es
formaria un péptid de &0 residus (FA-5) i un tall sobre 1’enllag
1112 qagmunty per el que es formaria un peéptid de 49 residus 6F§~&}.
El primer d'aquests fragments probablement mantindria una conformacid
més desplegada que els 3 1 4 en urea 7M i en urea-8D8, sl que explicaria
que tots tres presentin mobilitats electroforétiques semblants, o que el
3 s'elueixi més tard en fase reversa, malgrat el seu menor pes
molecular. La major mobilitat electroforética del fragment &4, aixi com
la seva elucio primerenca en cromatografia en fase reversa, es poden
explicar exclusivament en funcid del seu menor pes molecular. Aquest
darrer fragment (n® &) seria de fet el primer que hauria sofert

escurgament de la seva regio N-terminal respecte del saA complet.

D'aquests dos darrers fragments discutits, només el S presenta una
certa capacitat inhibidera (veure Figura III.56), rad per la que es pot
considerar que, després de la seva transformacié en la forma &, el
procés d'activacid ha arribat a un punt gairebé final on momés resta la

total degradacid dels fragments restants.
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No es disposa pel moment de cap model tridimensional de
1’estructura del safA. No obstant aixd, 1 considerant les relacions
estructurals i funcionals recentment establertes entre el saf 1 les
proteines fixadores de calci de la familia EF-hand (Vilanova, 1987;
Avilés et al., 1987), es pot considerar temptativament que la seva
estructura terciaria guarda estreta relacid amb la definida per aguest
tipus de proteines. 8i aixd resulta cert, considerant el madel
estructural general que s'ha proposat (Efimov, 1984), els enllagos que
hem definit com probablement sotmesos a hidrélisi en el segment
corresponen a zones de la sequeéncia que interconnecten regions d helix a
i que representen regions externes de la molécula. Aquesta
accessibilitat al solvent seria meées evident per als enllagos 93-94,
92-93, 69-70 i &8-6%9. Es de suposar que 1°'eliminacid seqlencial de
fragments peptidics pel extrem C-terminal +fa variar 1la conformacid
global de la cadena polipeptidica i‘canverteix en més accessibles els
enllagos 99-60 i 11-12, sobre els que hipotéticament tenen 1lloc els
altres trencaments triptics que donen lloc als fragments S5 1 &
respectivament.
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Discussio general

A la Introduccid d’aquesta Tesi s’'ha posat ja de manifest que son
dos els camps d’'interés general sobre els que s'ha treballat: el camp
metodoldgic, centrat en la posta a punt de métodes analitics per HPLC, i
el de 1'aplicacid d'aquestes i altres técniques a 1estudi estructural i
funcional de les procarboripeptidases A de pancreas de porc, en
particular del seu segment d’activacid i del procés de conversid del

zimdgens en enzim actiu, Es presenta aqui una discussid general dividida
en els dos apartats corresponents.

DESENVOLUPAMENT I ESTUDI DE METODES CROMATOGRAFICS

La wutilitszacid en aguesta Tesi de tant sols  columnes
cromatogratiques de fase reversa i no d'altres tipus (bescanvi iénic, |
gel filtracid... etc.) ha fet que, deixant de banda un possible estudi
de idoneitat de diferents suports cromatografics, el treball s’enfoqués
sobre quines eren les millors condicions d’anAlisi i recuperacido de
proteines i péptids, tant a nivell analitic com preparatiu, posant

especiai emfasi en els nivells de sensibilitat dels métodes
desenvolupats.

L. "observada superioritat de 1 acetonitril com agent elutor en front
de 1'isopropanol en quant a la seva capacitat d'oferir una bona
resolucid ja havia estat descrita per Regnier (1983). Aquesta millor
resolucid obtinguda en 1linies generals amb 1 acetonitril es veu
compensada per un major poder d’elucid de 1'isopropanol, particularment
evident quan es cromatografien  proteines hidrofobiques. Agquesta
consideracid és valida en general per a proteines i Vpéptids acidics
sotmesos a un sistema cromatografic en que s’'utilitza aquests solvents a
pH acid (1,5 - 2,0). Hem trobat perd, que les proteines obiecte del
nostre interés no eren en absolut recuperables després de la seva
injeccid a una columna equilibrada a pH baix. En efecte, només és
possible separar 1 recuperar les diferents PCPs i1 CPs mitjangant
cromatografia a pH  intermedi {6,5). Aquestes proteines, forga

voluminoses i acldiques, presenten, a 1’igual que d’altres proteines de
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caracteristiques semblants, problemes de solubilitat a pH acid que
desapareixen al treballar a pH intermedi. Cal tenir en compte que
existeixen evidéncies que aguestes proteines sofreixen desnaturalitzacid
irreversible a pH inferior a 3,0 (Lépez, 1980), +fet que, a més de
condicionar la seva solubilitat, pot induir 1’establiment d'interaccions
especialment fortes amb la columna de fase reversa. Encara que el
sistema cromatografic a pH baix és el més utilitzat a fase reversa, hi
han molts exemples d'utilitzacid de pH intermedi en la cromatografia de
peptids i proteines (veure Hughes i Wilson, 1983, per una revisid del
tema). Contrariament al cas citat, aguelles proteines cromatografiables
a pH baix no sdn eluides de la columna o resoltes cromatograficament a
pH intermedi. Cal remarcar que, tot i que un simple ajust del pH d’una
solucid que no contingui cap tipus de sals és suficient per a pernetre
1’elucidé de les nostres proteines, és convenient treballar amb solucions |
amortidores diluides per assegurar un pH constant. En relacid amb aguest
darrer punt, cal adoptar mesures de seguretat que impideixin 1'aparicid
de problemes d obturacid del sistema dequts a possibles precipitacions
salines en  augmentar la concentracid de dissolvent  organics
concretament, hem observat gue els limits del nostre sistema sdén, per
exemple, unes concentracions de 25 mM piperazina disolta en 50%

isopropanol,

Al tractar assiduament amb quantitats petites de mostra, un dels
factors que més ens interessaven era el de la recuperacid cromatografica
de peéptids i proteines. Pel que respecta als primers, val a dir que,
excepcid feta d’'alguns peptids molt llargs o hidrofébics, la seva elucid
es pot considerar acceptable en la majoria dels casos. Diferent era el
cas de les proteines pancredtiques amb que treballem, de les que ja s'ha
comentat la hidrofobicitat i la conseqlent tendéncia a interaccionar amb
la columna. Com a condicionants de la recuperacid es va estudiar el
temps de retencid, la quantitat de mostra aplicada i la concentracié de

sals en el medi.

A mesura que augmenta el temps de retenciéd a dins de la
columna disminueix la recuperacid de moltes proteines, especialment de

les més hidrofébiques o voluminoses. També hem pogut observar que un
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augment en la forga ionica del medi en el qual s'injecten les mostres de
proteina a la columna pot provocar una disminucié en la seva
recuperacidé. Cohen et al. (1984) havien descrit un efecte similar, perd
referit a la forca idnica de la dissolucid d'elucid i deduiren que en
augmentar la forga iénica de les dissolucions disminuia la solubilitat
de les espécies a cromatografiar. Nosaltres hem observat que la sola
preséncia de sals en el petit volum d’aplicacié de les mostres pot
influenciar, encara que en poca mesura, la recuperacid final. Aquest
efecte pot ser interpretat de la mateixa manera, i suposar que hi ha una
certa quantitat de proteina insolubilitrada préviament a 1'injeccid,
proteina que interaccionaria posteriorment amb la matriu i no seria
pluida. També es pot pensar en la possihilitat que la preséencia d'una
alta forga idnica debiliti les interaccions polars i incrementi les
interaccions hidrofobiques de 1la proteina amb la fase reversa,
dificultant la seva elucid. La recuperacid de proteines separades gn
columnes de fase reversa sequeiyx una relacid lineal amb la quantitat
injectada inicialment, sempre que aquesta estigui per damunt d’un  valor

minim, per sota del gual la proteina no és recuperablekde la columna.

Les observacions del paragraf anterior tenen importdncia gquan s'ha
de treballar amb quantitats petites 1 no facilment obtenibles de
proteina. Aquest és, per exemple, 21 cas de 1’analisi i identificacid de
* procarboxipeptidases procedents de suc pancredtic humd (Burgos et al.,
‘treball en preparacid) en el que cal dissenyar sistemes cromatografics
capagos de separar les proteines en temps curts i d'oferir, a la vegada,
una bona separacid. Cal partir, per tant, de concentracions no massa
baixes de dissolvent organic, treballar per damunt de 1'umbral de
deteccid i tenir la precaucid de dialitzar les mostres, cas que aquestes
estiguin en un medi d‘elevada forga idnica.

A més de la quantitat de proteina recuperada, és important també
recuperar-la en bones condicions. A aquest respecte cal comentar que la
separacid de les proteines en un medi que conté dissolvents organics pot
desnaturaiitzar~les parcialment, efecte a vegades potenciat quan es
treballa a pH molt Acid. En el nostre cas hem observat, amb proteazes
pancreatiques, que aquestes sofreixen una certa peérdua d'activitat

enzimatica, reversible si la cramatagkafia ha estat realitzada a pH
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intermedi i si les proteines sdn sotmeses a una dialisi  exhaustiva amb

posterioritat a 1‘elucid de la columna.

L'obtenci®d de segment d’activacid per HPLC ha aportat a la
metodologia cliassica dues avantatges i una desavantatge. Aquesta darrera
fa referéncia a la limitacid en la guantitat de mostra injectada a 1la
columna, limitacid que afecta a molts tipus de separacions per HFLC
sempre gque es compari amb els matodes classics. Les dues avantatges son
el millor rendigent de la cromatografia d'alta pressio i la millor
inhibicid del procés d'activacid de la PCPA (el que permet una millor
definicid dels productes) que s'obté gracies a la baixada de pHi a la
rapida cromatografia. Amb aquest sistema 1la homogensitat del segment
obtingut és molt millor que en e classic, evitant?sa degradacions

erratiques 1 mal controlades.

L'estratégia escollida en les  cromatografies  analitiques i
preparatives de péptids per HPLE al llarg d’aquesta Tesi no difereix
substancialment de la que actualment apliquen laboratoris avangats en
aquest terreny, llevat de certes modificacions metodoldgiques. Aixi, és
important la seleccié de la concentracio de TFA al 0,03% en la barreja
eluent a comptes de 0,1% (la més habitual) ja que hem observat que
permet una resolucid equivalent els peéptids, perd allarga la vida de 1la
columna al treballar a pH menys baix. Tanmbé és important la utilitzacid
d‘un sistema de doble deteccid a 280-295 1 214 nm, que permet una
primera caracteritzacid dels péptids separats, indicant quins contenen i
quins no contenen aminoacids aromidtics. Aquesta primera caracteritzacid
resulta de valuosa ajuda en les posteriors andlisis d’aminocacids 1 en 1a
comparacita de patterns cromatogratics complexes. t.a utilitzacié
alternativa de 280~ 295 nm permet la identificacid selectiva de péptids
que contenen Tyr i/0 Trp, respectivament, procediment novedds en aquest

camp.

La cromatografia de barreges molt complexes de peéptids ({p.e. el
producte de ﬁigestions triptiques de proteines de més de 300 residus) no

permet generalment resoldre la totalitat dels péptids de manera
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individual. L'aplicacid de gradients molt suaus pot col.laborar en la
resolucid d’algunes fraccions, perd si les diferéncies en temps de
retencié dels pics sén relativament molt petites, és més econdmic i més
rapid procedir a una recromatografia de la barreja heterogénia. Hem
observat que la recuperacid mitjana de péptids recromatografiats (71%)
és suficientment bona com per a recomanar 1‘adopcidé d’aquest métode,

especialment en els casos de péptids de temps de retencid molt llargs.

Quan vam intentar posar a punt un métode d’andlisi d'aminoicids que
ens permetés aprofitar la tecnologia d'HPLC i complementar adequadament
els métodes de microseqlenciaciéd emprats tinguerem en compte els
requisits generals que, segons Chang et al. (1983), ha de complir un
méttode de derivatitzacid pre-columnas (i) derivatitzacidé homogénia per a
tots els aminpacids; (ii) reproduibilitat a la derivatitzacid;y (iii)
estabilitat dels derivats obtinguts. Al nostre entendre, aguests
requisits no estaven plenament satisfets en el metode original (Chang et
al., 1982) que ens proposarem optimitzar, puix gque observarem, al
aplicar-lo, certs..-problemes d homogeneitat i1 reproduibilitat en la
derivatitzacid. El métode de Chang no permetia, a més, la determinacid
. de Trp, encara que aquest no és un problema inherent al métode de

derivatitzacid, sind gue és el resultat de 1 adopecid de la metodolcgié,
‘ gairebé universal, d'hidrdlisi amb Acid clorhidric.

Es pot considerar que les millores aportades al meétode, pel que
respecta als problemes abans citats, han estat satisfactdries, i que
s'ha dissenyat una metodologia d'hidrélisi amb acid p-toluensulfdnic que
és plenament compatible amb la de derivatitzacid i que permet 1’analisi
quantitativa directa de residus triptédfan. Aquesta andlisi directa és
rapida, sensible, reproduible, i mes convenient que les medicions
espectrofotométriques habituals i que les determinacions de Trp prévia
conversid a derivats reduits o oxidats com, per exempley la kinurenina
{Inglis et al., 1979).

La possibilitat d’aplicacié de diversos gradients cromatografics
permet adaptar-se a les necessitats de cada mostra a analitzar. Aind,

per una analisi de rutina de mostres de composicid ja coneguda o
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prevista és convenient utilitzar el gradient rapid, que permet obtenir
els resultats quantitatius en un temps molt curt, 25 min. Amb mostres de
composicié desconeguda a molt descompensada es pot triar un gradient de
major resolucid i temps intermedis d’andlisi (35 min), mentre que, en
els casos extrems d’andlisi de mostres molt complexes cal utilitzar
gradients més lents (75 minuts), com en el cas de 1°andlisi d'aminoacids
en fluids biolégics. Cal perd, no oblidar que existeixen altres meétodes
actuals d’'andlisi d’'aminodcids que també ofereixen la possibilitat
d‘analisi de mostres hioldégigues (Godel et al., 1984; Cohen et al.,
1986).

La derivatitracié pre-columna permet estalviar la pérdua de
sensibilitat que es produeix normalment en els métodesk post-columna a
causa de la dilucid de la mostra a la camara de barreja de sortida de
columna. No obstant aquesta avantatge, cal recordar gque el métode
safreix també certes limitacions en la sensibilitat, que  son
principalment el producte de contaminacions dels reactius d'hidrolisi o
de les dissolucions emprades a la derivatitzacid. Aquestes
contaminacions es veuran magnificades com més petita sigui la quantitat
de mostra de qué es disposa, 1 particularment si  aquesta procedeix
directament d’'un efluent cromatografic. Cal treballar, per ?tant, pel
damunt del limit de sensibilitat aconsellat per a obtenir resultats
guantitativament correctes sempre que es pugui, puix que aquest (100
pmols per al nostre metode) s'ha determinat a partir de proteines patré
purificades,

La reproduibilitat generai calculada per aquest métode optimitzat
per nosaltres és perfectament comparable amb la que s'obté amb altres
métodes, ja siguin els classics de bescanvi idnic amb derivatitzacio
post-columna amb ninhidrina (Moore i Stein, 1943) o els més moderns de
derivatitzacid post-columna amb o-fatalaldehid (Bohlen i Schroeder,
1982).

No podem tampoc oblidar gue la metodologia aqui explicada esta
subjecta a certs problemes derivats de la seva aplicacid molt continuada
o d’un hipotetic elevat nombre de mostres a analitzar. En efecte, 1la

columna emprada tendeix a sofrir una pujada continuada de la pressié de
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treball quan el nombre d’andlisis en una mateixa série o &1 nombre de
séries analitzades és elevat. Aquest podria ser el simptoma d'una certa
insolubilitzacid del reactiu de derivatitzacidé en el cap de columna, amb
1a conseqlent formacid de petits precipitats, o podria ser un problema
derivat de 1'ds de fosfat com amortidor que també precipitaria en
harrejar-se amb 1'acetonitril en el rentat de la columna. Sigui com
sigui, és necessari procedir a rentats periddics 1 exhaustius de la
calumna. Amb aquest ohjecte, i a f{ d’eliminar qualsevnl tragca de sals,
en acabar cada série d'andlisi hem adoptat el procediment de sotmstre-la
a llargs rentats amb aigua (10-15 volums) abans de passar—-hi la
quantitat de solvent organic exent de sals aconsellada per a abtenir un
bon rentat final. Aixi mateix, gquan el nombre de mostres a analitzar
comparta 1’analisi ininterrompuda durant més de 12 hores de mostres
derivatitzades, és convenient intercalar un gradient de rentat, en

abséncia de sals, cada 6-10 hores de funcionament.

El métode aqul presentat no pateix els problemes reconeguts amb
altres, com el de.l'o-ftalaldehid, de manca de reaccid amb els residus
prolina i poca estabilitat dels derivats amb tots ales aminocacids, ni els
.problemes de rendiments no quantitatius que s 'cbtenen amb els métodes de
conversid a PTH-aminoacids, gue fan que els seus autors els presentin
' normalment com metodes de “separacio" i no com métodes de
"quantitatitzacid” (Kolbe et al., 1983)3; Meuth i Fox, 198&). Es tambeé
cert, perd, que darrerament 1la tecnologia en aquest camp ofereiy
constant evolucidé, com ho demostren, per exemple, lestensid del métode
del OPA a iminocAcids (Cooper et al., 1984) o el nou métode de
deterainacid de PTC-aminodcids (Bidlingmeyer et al., 1984; Cohen et al.,
1984), el qual szembla que é&s capac de resoldre la major part de
problemes que aqul s’'han comentat.
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ESTUDIS SOBRE LES PROCARBOXIPEPTIDAGSES A DE PANCREAS DE PORC

Aquests estudis han tingut dues vertents: una d’estructural, que ha
comprés la determinacid de la identitat entre les dues formes de PCPA
presents al pancreas de porc i la deduccié de la seqgléncia d’aminoacids
de la regid del segment d’activacid, i una de Funcional que, tenint
també a veure amb el capitol d’identitat entre les dues PCPA, 5 ‘ha
dirigit fonamentalment a 1’estudi dels aspectes relacionats amb

el procés dactivacid del zimdgen.

Els resultats de les comparacions dels mapes peptidics triptics de
la PCPA I1 i de la PCPA I-m, fets tant per cromatografia en capa prima
com per HPLC, permeten cancloure gue la identitat de les dues proteines
é5 gairebé absoluta. Tot i aixi, la total identitat entre ambdues
proteines només podra ser afirmada si es duen a terme estudis de
seqliéncia. Amb anterioritat a aguest treball no s’havia intentat en cap
moment fer un estudi comparatiu de 1’estructura de les subunitats PCPA
presents en les diverses formes oligomériques, donant-se sempre per
suposat que es tractava de la mateina proteina, present en diversos
nivells d’associacié. Tant sols, en alguns treballs s‘'havien presentat
dades no massa concloents scbre 1a ressemblanga de les cam#osicians
d‘aminoacids dels protémers de PCPA en 1 espécie bovina (Freicsheim et
al., 1967a; Uren i Neurath, 1972). Relativament parlant, fins i tot hi
havien més dades en relacid amb aquest tema que feien referéncia a les
PCPA de pancreas de porc. Les analisis d'aminoiacids de Kobayashi et al.
(1978) i els mapes peptidics obtinguts per Martinez (1980) indicaven que
el més probable era gque es tractés d’una mateixa proteina, associada o
no amb la PPE. S5i a aquestes dades se'ls hi adjunten les aqui
presentades, no és aventurat afirmar que han de quedar pocs dubtes sobre

aguest particular.

Logicament, si es tracta de la mateixa proteina, és d’esperar que
la identitat puqui referir-se per igual a porcions de la mateixa. En
concret, els estudis fets en aquesta Tesi amb els segments d‘activacio
aillats de cada una de les formes de PCPA porcina  concorden amb 1la

identitat observada per als zimdégens.
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Entre la PCPA porcina monomérica i el corresponent protomer aillat
del complex binari (PCPA I-m) s‘observa, no obstant la identitat
estructural, lleugeres diferéncies quantitatives, que no qualitatives,
pel que respecta al procés de generacid d'activitat per accid de 1la
tripsina sobre el zimogen. Agquestes diferéncies sdn probablement degudes
al métode utilitzat per a la separacid de les subunitats, a resultes del
qual és possible que la PCPA I-m quedi parcialment desnaturalitzada.
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 1 activitat
intrinseca de la PCPA ez va utilitzar com una altra sonda per estudiar
la identitat de comportaments entre les dues formes de PCPA. Aquests

estudis, que van donar resultats que concordaven amb la idea general,
~ van servir a 1‘hora per fer un intent de quantificar la intensitat de la
interaccid entre les dues subunitats del complex binari. Com ja es
comenta a 1 apartat corresponent (I1I.6.3) els calculs s’han fet a
partir d’'unes aproximacions tedriques sobre la quantitat d'espécie
1liure i els valors obtinguts han de ser avaluats a la 1llum d’aquesta
consideracid. Tot i aixi, tot sembla indicar que la interaccid és forta
i que la constant d'associacid 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 §5 de bou.
Agquesta interaccid entre les dues subunitats té lloc segurament a través
de regions corresponents als enzims actius, com sembla poder deduir-se
de 1‘observada interaccié entre CPA i PPE (San Segundo, 1982) en
pancreas de porc i d‘una observacid similar en pancreas de bou entre 1la
CPA i la subunitat II (Behnke et al., 1970}, aixi com del fet que les
subunitats sequeixin unides després de 1’activacidé del complex ternari
de bou (Kerfelec et éi., 1985). 8i aixd fos cert, el segment d’activacid
quedaria exclds com a zona de contacte entre subunitats. Experiments més
recents (Vilanova et al., 1985), tot i que no posen en dubte aquesta
consideracid, apunten la possibilitat que el saA també col.labori

directament a la interaccidé, tal i com les electroforesis en gels d'urea
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transversal presentades en aquest darrer treball citat indiquen.

El segment d’activacid de la PCPA de pancreas de porc ha estat el
primer en ser aillat d’aquesta mena de proenzimes i el primer del que
se'n ha deduit 1’estructura primaria mitjangant anidlisi per degradacid
d'Edman; anteriorment es coneixia la seqléncia corresponent al proenzima
de rata, deduida a partir de la seqiéncia de bases del cDNA (Quinto et
al., 1982). L’estructura primaria del péptid d’activacid ha estat
obtinguda per solapament de les seqliéncies dels peptids producte de
digestions enzimitiques, no havent-se pogut utilitzar en cap cas péptids
producte de trencaments quimics. Aquest fet és el resultat de la
resisténcia mostrada pel segment al tractament amb reactius gquimics, el
que suggereix que la cadena polipeptidica zofreix agregacid en preséncia
d’elevades concentracions d'acids organics 1 a baix pH, el que dificulta
1’accessihilitat als punts de trencament. HNo es pot excloure la .
possibilitat que el trencament quimic més cercat, per 1’'enllag Trpss—
Aspse sigui resistent als reactius o metodologia emprats degut a la seva

naturalesa o als residus i conformacid que 1 envolten

D’entre els tractaments enzimdtice aplicats, tripsina, proteinasa
V-8 de Staphylococcus Aureus i pepsina, només el primer va ser aplicat
al proenzim i al enzim originals, per tal d’'obtenir péptids diferencials
que, légicament, havien de pertanyer al saA. Aquestes dues darreres
espécies son molt meés asequibles que el propi saA i son per tant una
bona font de péptids, encara que la rad darrera del seu us radiqui en la

baixa recuperacid d algun peptid quan es partia de segment aillat.

El fet d’emprar la seqlencia del safA de rata, préviament conaguda;
com a base per a l’alineament de la segiigncia del saf de porc, tot i que
va resultar altament aclaridor i beneficids a la llarga, va provocar a
la vegada una assumpcid errdnia en la distribucid d'alguns péptids
triptics. Efectivament, si s’'observen les dues seqiiéncies presentades a
1a Figura 111.41, es pot comprovar que hi ha una coincidéncia exacta de
situacid de residus Lys i Arg pel que respecta als 7 primers péptids
triptics possibles. No succeeix aixl amb els dos darrers que, gricies a
un canvi en la posicio dels aminoacids basics, canvien la seva llargada.

D’aguesta manera, els péptids triptics 8 i 9 (segons 1’ordre de
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disposicid des de 1’extrem N-ter) que en rata tenen, respectivament, 235
i 9 aminoaAcids, es converteixen en porc en dos de, respectivament, 9 i
25 aminoAcids. Aquesta diferéncia tant simple, a 1‘ajuntar-se amb wuna
tant alta coincidéncia pel que respecta als péptids anteriors, va
provocar no poques confusions en el definitiu alineament dels peéptids
C-terminals, clarament establerta finalment al sumar-hi les dades dels

trencaments pepsinic i de V-8,

El saf presenta una zona molt rica en prolines, situada entre els
residus 40 i1 34, amb un total de 9 residus Pro. Es ben sabut que la
degradacid seqiencial d’Edman presenta precissament la seva eficiéncia
més baixa amb enllagos Pro—-X, que donen normalment trencaments parcials
i provoquen 1°alliberament de doblets de feniltichidantoines en els
cicles successius. Donada la concentracid de les prolines en una zona -
molt determinada del saf, 1 obtencid de la seqléncia d’aquesta regid va
ser la que va presentar més problemes, requerint 1’acumulacid d'un
nombre considerable de dades de diversos trencaments per establir

finalment 1‘alineament i els solapamenté definitius.

Els solapaments obtinguts sdén, en general, suficients, excepcid
feta de la posicid 70, on només consta d'un residu. No obstant aixd, al
ser agquest residu una tirosina, 1‘dnica del segment, i en estar
univocament demostrada per analisi d'aminocacids 1l’existéncia de Tyr en

els dos péptids en gliestid, no han de gquedar gaire dubtes sobre 1la
bondat d’aquest solapament.

Al no disposar de dades directes sobre la seqléncia C~-terminal del
saf no podem afirmar amb total seguretat que la seqiigncia que aqui es
presenta constitueixi la totalitat del saf i que 1 aminocdcid gque s'uneix
amb el gue aqul es presenta com a C-ter al proenzim sigui el residu
N-ter de la CPA. Cal recordar, perd, que l’'elevada homologia que aquesta
sequéncia manté amb la corresponent a pancreas de rata, que arriba fins
al punt de no oferir, en els 94 residus seqlenciats, la preséncia de cap
deleccid ni de cap inclusid, i només d’unes poques substitucions, és una
garantia suficient per suposar que no hi han residus "extra" a pancreas
de porc. Si fos aixi, aquests estarien justament localitrats a 1’extrem

C-terminal com a perllongacid de la seqglidncia presentada, possibilitat
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que ens inclinem a considerar com a poc probable. No obstant aguestes
consideracions, és cert que només la seglienciacio de la zona que uneix
segment i enzim actiu pot demostrar inequivocament quina de les dues
opcions apuntades és la vertadera. Légicament, si es pretén dur a terme
aquests sxperiments, caldrd disposar de digestions diferencials d'enzima

i de proenzima amb proteinases diferents de la tripsina.

Els estudis conformacionals inicials de prediccid d’estructura
secundaria i d’espectroscopia de RMN, ultra reforgar en 8l primer cas
1'evidéncia d'hompnlogia entre els saR de rata i de porc, han servit per
a comprovar una altra vegada que el segment aillat adopta una
conformacid de proteina globular, amb un slevat contingut en helix o
i amb una considerable estabilitat front a variacions en les condicions
ambientals, el que estd plenament d’acord amb anteriors consideracions
(5an Segundo et al., 1982; Avilés et al., 1982). Aquestes
caracteristiques conformacionals estan d’acord amb  la rasiaténciav del
segment a la degradacid proteciitica i obren la porta a estudis sobre la
seva possible funcionalitat wuna vegada  segregat de 1’enzima,
possibilitat ja apuntada en estudis tedrics i funcionals realitzats amb

el segment aillat {(Vilanova, 1987).

Es caneixen amb detall els processos d'activacid que tenen lloc amb
determinades proproteases, com les serina-proproteinases pancredtiques o
el pepsindgen. En gene%al, perd, el consixement sobre aquest particular
sol ser, perd, escads, 1 es limita a estudis sobre la generacid
dactivitat, sense aprofundir a nivell molecular, lLes
procarboxipeptidases estan incloses dins dfaquest seqgon grup de
zimbgens, Jja que poca cosa es coneix respecte del seu  procés
d’activacid, La idea que fins ara es té mecanisme d activacid
proteolitic de la PCPA de pancreas de bou, 1la més estudiada, &3 ben
escas, i d'aqul que 1°estudi corresponent a les formes de pancreas de
porc no ha pogut gaudir de cap model al que fer referédncia ni amb el gue
comparar-lo. Recentment, perd, un estudi fet amb les PCPA bovines adopta
una metodologia semblant a la que es discuteix en aguesta Tesi (Chapus
et al., 1987).
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Les antigques hipotesis que feien referéncia a 1’activacié de les
PCPAs de bou, i que consideraven la prévia activacid de la denominada
subunitat II com a pas indispensable per a la generacid d’activitat de
la subunitat precursora de la CPA (Brown et al., 1943; Uren 1 Neurath,
1972) no semblen tenir una aplicacid general a 1l ‘espécie porcina si  es
considera la preséncia en aquesta espécie d’una forma monomérica,
activable directament per la tripsina. No obstant aixd, hem observat que
1 estructura quaternaria té un clar efecte sobre el procés de generacid
d‘activitat després de 1’atac de la tripsina, evidenciant-se altra
vegada que les serina-proteinases unides a la PCPA (la PPE en pancreas
de porc) col.laboren en el procés d’'activacid triptica.

Diverses poden ser les explicacions par 1'observada diferéncia de
comportament de les dues PCPAs quant a la generacid d'activitat es
.refereix, depenent que es tinguin en caméte dnicament consideracions .
confarmacionals o que es compti amb el protagonisme actiu de la PE. El
fque sembla més probable és gque la relativa inhibicid inicial cbservada a
l1a PCPA I en relacid amb la PCPA II sigui deguda a que, a digestions poc
exhaustives, el -complex ternari format pels productes inicials, és a
dir, CPA, PE i saf, siqui suficientment compacte com per a impedir un
accés comode del substrat al centre actiu de la CPA. En canvi, la
superior activitat de la PCPA 1 a temps intermedis pot ser deguda a la
col.laboracid de la PE en la degradacid del segment d’activacid primari,
doncs estd comprovat que la clau de la total expressid de 1 activitat
carboxipeptidasa A estd en la degradacié per 1’extrem C-terminal del
péptid producte immediat del primer atac triptic.

Diversas autors han fet referéncia a processos de generacid
d’activitat per formes monomériques naturals (Lacko i Neurath, 1970) o
artificials de PCPA (Frzisheim et al., 1947b). Sobretot en aquest darrer
cas s observa una ressemblanga important en la forma de la corba,
bifasica, encara que els autors adjudiquen aquest fendmen a factors no
presents en els nostres experiments, la gqual cosa ens fa pensar en la
inexactitud de les seves conclusions. De fet, 1'explicacid que nosaltres
proposem per tals observacions té relacid amb la cinética de degradacid

seqiencial del péptid primari o saf complet, que, com els experiments de
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seguiment de 1'activacid per HPLC o per electroforesi confirmen, és el
factor gue té més influédncia en la generacid d'activitat. En els
treballs citats no es feien altres tipus d’experiments de seguiment de

1’activaciéd que la mesura d’activitats CPA.

Pel que respecta al complex binari, la hipatesi de Uren i Neurath
{1972) referent al complex S5 de pancreas de bou, que suposa que la
formacié de CPA,vé produida per 1‘accid de la quimotripsina (o subunitat
Il activada), hauria de ser revisada si s’'observés que, a l'igual que en
el cas del porc o de rata, 1 aminoacid que precedeix a 1a Ala, de la
seqiigncia de la CPA és un residu basic (Arg en el nostre cas). 8i fos
aixi, aguest 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
accid primaria d’aquesta proteinasa en 1l’activacid de la PCPA 85. De
fet, aquesta hipotesi no ha estat tinguda mai en compte en les PCPA de
porc, puix que la prépia forma monomérica natural es ja directament

activable per tripsina sola.

Els experiments que aqui resulten novedosos respecte a altres
treballs en que tambhé s’estudiava el procés d'activacid, és a dir, el
seguiment del mateix per electroforesi en diversos medis, el . seguiment
analitic i preparatiu per HPLC 1 els estudis d’inhibicid duts a terme
amb els peptids generats al llarg‘de l'activacid i aillats,  han permes
identificar les espécies generades i establir, a partir de la cinética
de transformacions de les mateirxes 1 de les dades de capacitat
d’interaccid peptids-CPAs i de generacid d’'activitat, wna hipotesi de
mecanisme general d’'activacid per a la forma monomérica. Aquesta
hipotesi es nodreix de fets comprovats, com 1‘accid hidrolitica de 1la
tripsina a diferents fases, 1 de proposicions temptatives, com les que
fan referéncia a la col.laboracid directa que la CPA podria tenir en el
procés de degradacid dels peéptids generats. Sigui com sigqui, és un fet
comprovat que la generacid d’activitat estd intimament relacionada amb
la desaparicid paulatina del medi del segment primari, observacid que no
havia estat mai formulada clarament en anteriors estudis d’activacid de
PCPAs que, en canvi feien molt d’'émfasi en la importancia de 1’aparicié

de CPA,i 1a seva transformacid en CPA f3.
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La degradacid seqiencial dels primers residus de 1 extrem
N-terminal de fragments generats al llarg de 1'activacid han permés
observar que 1’ escurgament del segment d’activacid primari es produeix,
mentre encara s’'observa una inhibicid important de 1’activitat CPA, pel
extrem C-terminal. La hipotesi de trencament seqliencial presentada
guarda bona relacid amb prediccions conformacionals pel gque respecta a

llocs situats en la superficie i per tant accessibles a 17atac
protolitic.

El procés d'activacid que s’ha discutit aqui quarda poca relacio
amb altres processos d’activacid de zimoégens coneguts. També estd molt
liuny dels definits per les serina-proteinases pancreatigues, on només
es perden pocs residus aminoacids, 1 es diferencia del corresponent al
pepsindgen, no solament en 1a llargada del péptid perdut, sino en els
agents activadors (el matein pepsindgen en un cas, la tripsina en
1'altre), 1 no pot comparar-se amb el corresponent a una proteinasa com
la proteinasa estreptococal, gque perd un péptid d'aproximadament 100

residus, en ser molt poques les dades de que es disposa sobre aquesta
proteina.

- 331 -






V.

CONCL USIONS






Lonclusions

1.~ S'ha dissenyat un sistema g analisi i aillament de procarboxi-
peptidases i carboxipeptidases pancredtiques per HPLC, basat en la
utilitracid de columnes de fase reversa i gradients de piperazina 10mM -
acetonitril a pH 6,5. Aquest sistema és idoni per a 1'analisi de
quantitats reduides da mostra.

La recuperacié de procarboxipeptidases 1 carboxipeptidases
pancreidtiques després d'una cromatografia en columnes de fase reversa
estd sotmesa als seglients condicionants:

a) La cromatografia ha de ser feta a pH intermedi; el pes molecular
i el caracter acidic d'aquestes proteines impedeix la seva recuperacid
gn condicions de pH haix.

b} La recuperacid cromatografica dissinuein en augmentar ol temps
de retencid. Es aconsellable dissenyar gradients que permetin 1'elucid
de les mostres entre els 10 1 els 15 minuks gquan es treballa amb
columnes de fase reversa.

c) Cal treballar, sempre que siqui peossible, en abséncia de  sals,
puix que'la fmr@é itnica afecta negativament la recuperacid,

2.~ §'ha digsenyat un sistema d'afllament preparatia del  segment
t'activacid de la procarboxipeptidasa & i dels seus fragments per HPLE
que permat gscurcar substancialment el teaps d'obtencid i millorar la
inhibicid de 1’accid de la tripsina, i gue ofereiz un millor rendiment
gue el métode &’ahtehti& amb columnes de hescanvi idnic.

3.~ El seguiment cromatografic a 214 1 a 280 -~ 295 nm permet
detectar selectivament agquells péptids gue contenen residus tirosina o
triptofan, respectivament, en una barreja inicial compleva. Aguesta
‘datacié seplectiva pot  fer-se extensiva als péptids gue  contenen
histidina witjangant aplicacid d'aliquotes de les fracecions

cromatografiques a capes primes de poliamida o silica i deteccid per
métodes de tincid especifics.

4.~ Hem observat qua la recuperacid mitja de ﬁéﬁtiéé sotmesos  a
recromatografia per HPLC en suports de fase reversa de ©C-18 i1 porus
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estret és del 7i%. Aguesta recuperacid és menor gquant més llarg, acidic

i hidrofébic sigui el péptid.

5.~ S'ha posat a punt un métode d'analisi d amincacids per
derivatitzacid pre-columna amb clorur de Dabsil i HPLE de fase reversa.
L estudi d’una Amplia gamma de condicions de derivatitzacio i
cromatografia, entre les que s’'inclouen les concentracions de clorur de
Dahsil, de la solucid amortidora i del solvent organicy el pH de la
reaccid i les condicions del gradient ha permés millorar substancialment
la homogeneitat i el rendiment del procés. El temps d'andlisi  estindard
éa de 25 minuts i 100 pmols la quantitat estandard de mostra requerida.

Aquest métode pot ser estés, mitjangant maﬂifiaatians del gradient,
a l'anadlisi de mostres complexes d'aminpoacids no proteinogénics, tant
naturals com modificats quimicament. La hidrolisi prévia de les mostres
amb acid p~toluensulfdnic permet la deteccid 1 quantitatitzacid dels

residus triptdfan de manera simultania 2 la resta d aminoicids,

La reproduibilitat del petode és comparable a la d’altres métodes
d'andlisi d'aminocicids per HPLEC, sent la desviacid estandard relativa
del 1,3% pel gue respecta al sistema cromatografic, i del 2,1% guan s'hi
afegeix la variabilitat dequda al procés de dabsilacid.

4.~ La procarboxipeptidaza A monomérica natural i 1la gubunitat
procarboxipeptidasa A afllada a partir del complex binari amb la
proproteinasa E son idéntiques quant a pes molecular, 1llargada del
segment d'activacid i mapes peptidics seguits tant per capa prima com
per HPLC. En abséncia d’estudis complets de seqiéncia no es pot, pera,

afirmar 1’absoluta identitat de les seves estructures primiries.

7.~ El comportament de la subunitat procarboxipeptidasa A aillada a
partir del complex binari front 1’'activacid triptica és, des d‘un punt
de vista qualitatiu, igual al que presenta el mondmer natural. Aguesta
observacid recolga 1a conclusid anterior. |

g,~ S'ha comprovat fgue la constant d’associacid entre  les
subunitats PCPA i PPE és de 1 ordre de 10% M-%; si es considera que la
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proproteinasa E és un inhibidor de 1 activitat residual de la

procarboxipeptidasa A, &8s pot calcular una constant d'inhibicid de
1'ordre 107 M,

9.~ §*ha deduit 1 estructura primiria del segment d’activacid de la
procarboxipeptidasa A monomérica de pancreas de porc per degradacid
seqiencial auvtomdtica i manual del zimdgen sencer i de fragments del
segment dactivacid obtinguts mitjangant digestid digerits amb tripsina,
proteinasa V-8 1 pepsina i separacid per HPLEL.

El segment d’activacid esta constituit pak 94 residus aminoacids amb
una elevada proporcid de residus acidics (18%) i hidrofaébics (48%4). La
seva segidnria presenta una forta homologia amb la corresponent  al
mateix segment en pancreas de rata, especialment en les regions 3-38,
44-57 i 72-84, amb 94%, 92% i 100% d’'homologia, respectivament. Es també
remercable 1'abséncia de residus cisteina en ambdds segments i1 la
concentracid de residus prolina en la seva regid central.

10, - Les éfediccianm d'estructura secundaria i els estudis
conformacionals fets aitjancant ressonidncia magnética nuclear confirsen
que o1 segment d activacid aillat presenta una estructura globular
cmmgécta, fiaa en hélix ¢ . Concretament, es preveu ] existéncia de dues
regions extremes riques en hélix@ i una regid central amb diversos
girs ;5 .

11.- L'estructura guaternaria afecta notablement el procés
d'activacid triptica de les éracérbmxipeptidaﬁeﬁ A, de manera que la
preséncia de la proproteinasa E produeix en un principi una inhibicia i
pusteriorment una acceleracié relatives en 1la generacid dractivitat
carboxipeptidasa A. Aquest fenémen\a% déna probablement com a resultat
‘cunjunt d’'efectes conformacionals en el segment d’activacid i de 1la
col.laboracid de la subunitat PPE en el seu procés de degradacid.

12.~ L'aparicié, per efecte de )’activacid triptica, d’un fragment

d’activacid primari gque conté el segment d'activacid sencer, és

immediata en les dups formes de procarboxipeptidasa A porcina. La -
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posterior degradacié d’'aquest fragment primari és més rapida en el

complex binari.

13.- El1 seguiment del procés d‘activacié triptica de la
procarboxipeptidasa A per HPLC i per técniques electrcforétiﬁues permet
observar un clar paral.lelisme entre la desaparicid del fragment
d’activaciéd primari i 1‘aparicid d’activitat peptidasica de 1la
carboxipeptidasa A. L'expressié de 1’activitat depen doncs,
principalment, de la degradacid del fragment d’activacid primari. Tambeé
hem establert que 1la conversid paral.lela de la forma@ de la
carboxipeptidasa A en la forma ﬁ no té practicament conseqiéncies en la

generacid de la seva activitat.

13.-E1 fragment d’activacid primari és el que posseeix una més
elevada capacitat d'inhibicid de 1°'enzim actiu, en comparacio amb altres
fragments de menor 1llargada generats durant 1’ activacid. Estudis
d’interaccié CPA-fragments seguits per electroforesi en gradient d'urea

permeten comprovar 1 observacid anterior.

15.~ La degradacid inicial i intermédia del segment d’activacid es
produeix per la seva regidé C-terminal. L’ extrem N-terminal -només és
accessible a 1’atac per 1la tripsine quan el segment d’activacid ha estat
considerablement escurgat per 1’altre extrem, fendmen probablement
acompanyat per una relaxament de la conformacid. Els trencaments
triptics proposats temptativament per explicar la seqliencialitat del
praocés sdn congruents amb la situacid dels punts de tall en zones
accessibles de la molecula, considerades aixi a partir d‘aproximacions
hipotétiques socbre 1la seva estructura terciiria. La propia
carboxipeptidasa A podria col.laborar en la degradacid seqiencial del

seu segment d’activacid.
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