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Materials 1 métodes

M8.- PREDICCIO DE__L'ESTRUCTURA _SECUNDARIA DE
PROTEINES.

Es conegut que I'estructura secundaria i terciaria de les proteines
queda fixada per la seva sequencia d'aminoacids. A partir d'aquesta base
s’han elaborat una série de métodes que permeten, des d'un punt de vista
teoric, predir el plegament secundari d'una proteina a partir de 1a seva
seqiiéncia d'aminoacids.

Hi ha diferents métodes per fer predicions d'aquesta estructura. En
aquest treball es van emprar els de Chou i Fasmam (167,168) i
Garnier(169) per predir I'estructura secundaria del segment d'activacid de
la PCPA-Il i comparar-la amb prediccions d'estructura secundaria de
determinades proteines que pertanyen a la familia de les proteines EFhand
A 1a vegada, es van elaborar perfils hidrofobics segons dades de Kyte i
Doolitle (170) i Sweet i Eisenberg (171) i un perfil hidrofilic segons dades
de Hopp i Woods (172), a fi de recolzar i obtenir informaci6 addicional de
les comparacions esmentades abans per les prediccions d'estructura
secundaria.

Tots aquests perfils i prediccions esmentats es van dur a terme
mitjangant 1'0s d'un programa escrit per Pongor & Szalay (173) en
llenguatge Pascal i per un microordinador Apple |l e.

El programa permet fer les prediccions destructura secundaria
esmentades dibuixant perfils de probabilitat de formacié d'hélix-a,
plegament B i gir-f en funcid de la seqiiencia d'aminoacids. De 13 mateixa
manera dibuixa els perfils hidrofobics i hidrofilics. Aquests perfils
poden correspondre a una Unica proteina o bé ésser la prediccio resultant

d'una mitjana de proteines (com amaxim 9 seqiéncies). Ala vegada,
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el programa permet comparar numericament les prediccions de proteines
diferents mitjangant un coeficient de correlacié R. Aquest coeficient es

pot definir com una mesura de similitud entre dos perfils estructurals. Si

considerem que Pj_I i F’j 2 son dos valors que especifiquen una determinada

propensié estructural de 1'aminoacid j en les seqiéncies 1 i 2,

respectivament, R es pot escriure:

Aquesta equacid és analoga a 13 que es faria servir per calcular el

coeficient de correlacid linial entre els parametres Pj.i i pj.2'
Els valors de P]- poden ésser parametres de Chou-Fasman per Pa,Pp, 0

P, 0 bé els parametres de qualsevol altre metode predictiu. Els autors,

Pongor & Szalay donen el valor de R > 0.2 per aquelles proteines
homologues correctament alineades; R = 1 per a dues seqiéncies idéntiques
; R = 0 per a dues seqiencies no relacionades i R = -1 si els perfils
estructurals estan anticorrelacionats.

Malgrat que els autors donen un valor de R > 0.2 com a umbral per
poder dir si dues 0 més seqiéncies sén homdlogues, recomanen que es faci
una escala propia per a cada grup de proteines a comparar. Aixi,en el nostre
cas es van calcular els valors de R de dos fragments del segment
d'activacié, sequéncies 3-34 i 55-84, que anomenen asA I i asA II,
respectivament, respecte a una série de seqiéncies conegudes com a

fixadores de Ca2* que pertanyen a les segiients proteines de 1a familia EF
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hand: 1loc 1 i I de la proteina intestinal fixadora de Ca?* obtinguda de bou
(abreu. b-1CaBP), 1loc I11 i IV de 1a troponina C de pollastre (abreu. p-TNC),
Hoc II i III de la parvaibimina de carpa (abreu. c-PVA) i Nloc 1 i II de la
5-100a bovina (abreu. b-5100a). A més, es va fer la mitjana de totes
aquestes sequéncies i es va trobar el valor de R d'aquesta mitjana
respecte aasA i asA Il

Tots els métodes predictius esmentats amb excepcid del de Garnier
treballen assignant a cada aminoacid un valor de probabilitat de la
propietat corresponent estudiada pel meétode concret. Aquest valor de
probabilitat es troba fent la mitjana dels valors presentats per un nombre
senar d'aminoacids (3,5,7..etc) i assignant aquest valor a 1'aminoacid

central del péptid estudiat (pels 20 aas. s’han assignat valors de cada

parametre , P Pp, PL hidrofobicitat 1 hidrofilicitat, segons els autors). El

» P
fet que es trii un tri, penta, heptapéptid,..etc. depén de cada usuari del
programa. En el nostre cas es van triar tripéptids ja que es va trobar que
els perfils aixi obtinguts s'ajustaven millor a perfils publicats d'aquestes
proteines.

El métode de Garnier, en canvi, presenta un caracter direccional, és a
dir, a cada aminoacid se 1i assigna un valor que és la mitjana dels valors
assignats als vuit aas. a 1a dreta i I'esquerra del considerat, perd, aquest
valor dels aas. varia segons 1a seva proximitat o llunyania de I'aminoacid
considerat (169). Segons Pongor & Szalay (173) aquest métode predictiu és
el que proporciona resultats més acurats i amb un ® més elevat d'encert
sobretot guan es calculen coeficients de correlaci6 entre probabilitats de

formaci6 d’estructura secundaria en dues seqiéncies o grups de seqiéncies.
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RESULTATS | DISCUSSIO
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ANALIS| DE LA CONTRIBUCIO DEL saA EN LES PROPIETATS
DE LES PCPAs PORCINES
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Donades les dificultats inicials d'obtencié de saA homogeni i en
gran quantitat, i mentre es desenvolupaven meétodes d'aiilament (veure
apartat RB.1, 2 i 3) es va comengar per estudiar certes propietats
conformacionals del saA dins de la PCPA i la seva influéncia en les
propietats estructurals i funcionals d'aquest proenzim. Aquests estudis,
encara que no constitueixen el nucli fonamental de 1a tesi, van resultar
interessants per si mateixos i de gran ajut en 1a posterior caracteritzacio
estructural i funcional del saA. Per aquestes raons els incloem en el

present apartat.

RA.1.- Estudis d'associacio de PCPA-1l, PCPB, PPE i dels
seus fragments triptics per electroforesi en gradient d'urea

L'electroforesi en gradients tranversals d'urea és una técnica
senzilla perd que ens va permetre d'obtenir informacid sobre 1a naturalesa
i propietats del plegament conformacional del saA dins de 1a PCPA. A més,
ens va subministrar informacio sobre la interaccid saA-CPA, sobre la
interaccid6 PCPA-PPE aixi com sobre altres aspectes estructurals i
funcionals de les procarboxipeptidases porcines.

Concretament, es van analitzar mitjangant eletroforesi en gels de
poliacrilamida que contenen un gradient d'urea (0-9M) transversal a la
direccié de migracié, mostres de PCPA-il, PCPA-I, PCPB, complexos
artificials d'aquestes proteines i digerits triptics suaus, també d'elles,
que contenien saA compliexat a CPA.

Els resultats obtinguts indiquen que 1a PCPA monomeérica presenta

en aquests gels una Unica banda continua (Fig 26.a). Aixd es indicatiu
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que no sofreix cap desplegament ni canvi conformacional dins del marge de
concentracions d'urea estudiat. El contrari succeix en el cas de 1a PCPB la
qual a 65 M urea presenta una transici6 electroforética (Fig 26.a)
probablement deguda a un desplegament parcial de la proteina ja que la
disminucié de mobilitat és relativament petita. També s'observa una
transicid i aquesta vegada molt pronunciada en el cas de la PPE (Fig 26.b).
La disminucié de mobilitat es produeix al voltant de 45 M urea, i
probablement es deguda a un desplegament de 1a proteina ja que aquest
fenomen ha estat observat per altres serin-proteinases tals com el
quimotripsinogen A (134).

Quan es va analitzar mitjangant aquesta técnica el complex binari
de la PCPA amb 1a PPE (PCPA-I), s'obtingué una Unica banda electroforética
entre 0 i 5.7 M 13 qual es desdobla en dues a partir d'aquesta concentracid
d'urea, bandes que corresponen a cada una de les subunitats de 'esmentat
complex. Quan lelectroforesi es va repetir amb un compiex binari
artificial, preparat en Tris/HC! 40 mM (pH 8.6), s'obtingué un pattern
idéntic (Fig 26.c) que evidenciava la identitat entre aquest i el complex
binari natural ja suggerida en experiments cinetics i de trencament
proteolitic d'ambdds tipus de complexos, portats a terme en el nostre
laboratori (100).

En analitzar els enzims actius, CPA i CPB, no s'observa cap
transicié electroforética (Fig. 26.d), ambdés presentaren una unica banda
continua, senyal que no sofreixen desplegament en el marge esmentat de
concentracions d'urea. Aquest fet en el cas de la CPB suggereix que la

transici6 observada pel proenzim, PCPB, pot atribuir-se al segment

d'activacio del mateix.
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Figura 26.- Comportament electroforétic en gels de
poliacrilamida amb gradient transversal d'urea (0-9H) de les
procarboxipeptidases i carboxipeptidases de pdncreas porci. (a)
forses monomériques de la PCPR i PCPB, asbdés aplicades al mateix
gel. (b) PPE aillada. {c) complex artificial entre PCPA-II i PPE,

equivalent al complex binari natural (d) CPA i CPB aplicades al

mateix gel.
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A part dels enzims actius es van analitzar els seus péptids
d'activacié en forma aillada o bé complexada a l'enzim actiu. Aixi, en el
cas del segment d'activacié de la PCPA (saA), (Fig. 27.a), s'observa que
presentava una banda electroforética sigmoidal, tipica de proteines que no
tenen ponts disulfur (134), i indicativa d'un procés de desnaturalitzacid
que té lloc en un sol pas, de V'estat natiu al desnaturalitzat, en forma
rapida (174). El punt d'inflexié de 1a desnaturalitzacio es troba al voltant
de 6.5 M urea, valor que es correspon bé amb el deduit en estudis de
desnaturalitzacié per urea, paral.lels, portats a terme per RMN (apartat
RB.5).

Quan aquest segment es va analitzar junt amb la CPA, és a dir,
quan es va aplicar al gel d'electroforesi una barreja equimolar saA/CPA o
bé un digerit triptic suau de 1a PCPA (relacié PCPA/tripsina 40/1 (p/p) en
Tris/HC1 40 mM (pHB8.6), 2 min. de digestié a 252C) inhibit amb BPTI
(Trasylol comercial, relacié 10/1 BPTI/tripsina (p/p)), s'observa entre O i
4 M urea una Unica banda la mobilitat de la qual és semblant a3 1a de la
PCPA i correspon al complex saA-CPA. Aquesta banda es desdobla a partir
de 4 M en dues bandes corresponents a 1a CPA i al saA (Fig. 27.b). La banda
corresponent al saA presentava la corba sigmoidal tipica perd aquesta no
es fa evident fins arribar a concentracions d'urea superiors a 4 M, aixd

indica que a partir d'aquesta concentraci6 d'urea es dissocia el complex.

A la vegada aparegueren dues formes de CPA, CPA , i CPA,,
tipiques d'un digerit triptic suau (veure apartats I 3 i I-4 i M1.1.2) (Fig
27b). Cal afegir que quan es va analitzar per electroforesi en gradient
d'urea un digerit a temps més llarg o un complex artificial CPA-saA en el
qual el segment es trobava en una de les seves formes de pes molecular

baix (veure apartat M1.1.3) 'esmentat complex CPA-saA format entre 0 i 4

M urea no s'observa.
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Figura 27.- Comportament eletroforétic en gels de
poliacrilomida amb gradient d'urea (0-91) dels fragments resultants

de la digestié triptica controlada de PCPR i PCPB (a) saR (b)

complex equimolar d'una barreja de CPA (formes 8, } Rz) I saf (c)

coaplex equimolar de CPB i saB.
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Aquest fet suggereix que el segment d'activacié s'uneix a la CPA i
per tant actua com a inhibidor d'aquest enzim només quan es troba en
forma intacta, és a dir, en 1a forma de pes molecular més alt.

Cal remarcar que d'aquests resultats es dedueix que el saA
presenta una conformacié plegada dins de la PCPA. El trencament per
protedlisi de I'enilag que uneix saA i CPA permet que el primer adopti un
comportament semblant al que tindria en forma aillada enfront a la
desnaturalitzacio per urea.

El segment d'activacié de la PCPB (saB), va presentar també una
transicio de tipus sigmoidal similar al de 1a PCPA perd amb un punt
d'inflexid de 1a desnaturalitzacié a S M urea, punt que és més baix que el
presentat per saA. Aquest fet suggereix que saB és menys estable enfront
a la desnaturalitzacid per urea que saA, circumstancia congruent amb el
fet que la PCPB presenta una transicié al 1larg del gradient d'urea
atribuible al desplegament del segment d'activacid (Fig. 26.a)

També s'observa que, al contrari del que passa entre saA i CPA,
asB no s'uneix al seu enzim actiu, ni en abséncia d'urea, tal com es pot
observar en la Fig. 27c. Aquest fet pot ajudar a explicar les diferéncies
existents en el procés d'activacié proteolitic de PCPA i PCPB ja que
aquesta Ultima s‘activa en pocs minuts mentre que 1a primera necessita
hores per arribar a una activacié completa (Vendrell J., resultats no
publicats).

Aquest retardament pot ésser degut a 1a permanéncia del segment
d'activacié unit a 1a CPA el qual no s'allibera fins que ha sofert
trencaments posteriors a 1a hidrolisi inicial.

La técnica electroforética emprada en aquest treball va permetre,

també, 'estudi de l1a posicid espacial de la PPE respecte a les regions
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funcionals de 1a PCPA. Quan s'introdui en el gel d'electroforesi un complex

artificial a relacio molar 1/1 de CPA, i PE (Fig 28.a) s'observa un

comportament analeg al del complex artificial PCPA-PPE i al del natural o
PCPA-1, que suggeria una unid forta entre les regions enzimatiques actives
d'amdos proenzims. A lavegada, en analitzar una barre ja equimolar de PPE
i saA (Fig 28.b), es va observar que es forma complex entre O i 2 M urea,
complex que es dissocia per sobre d'aquesta concentracié d'urea en les
dues formes components, PPE i asA.

A partir d'aquests resultats es pot afirmar que 1a unio entre PPE i
PCPA té lloc principaiment per 1a zona de I'enzim actiu (CPA) ja que el
complex format CPA-PE és molt fort. De totes formes el saA de PCPA
també participa, peré de forma més feble, en la interaccié amb la PPE.
Aquesta interaccié saA-PPE pot alterar la conformacidé d'aquest o 1a seva
accessibilitat a 1'atac per part de 1a tripsina, afectant d'aquesta manera el
procés dactivacid proteolitica de 1a PCPA. Cal aqui fer esment dels
resultats que es presentaran en l'apartat RA.3 on s'estudia 1a cinética de
pérdua de Zn?* per part dels proenzims i de 1'enzim actiu o CPA per accid
de l'ortofenantrolina . Segons aquests resultats la forma dimérica
presenta una dificultat més gran per inactivar-se per accié de 1'agent
quelant la qual cosa s'atribueix al major grau de bloqueig imposat al
centre actiu pel fet que aquest proenzim presenti estructura quaternaria.

En la bibliografia es troben referéncies que els complexos
oligomérics de 1a PCPA de diferents espécies influeixen clarament el

procés d'activacié triptica de 1a PCPA(S0,100).
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Figura 28.- Comportament electroforétic en gel de

poliacrilamida amb gradient tranversal d'urea {(0-91) dels complexos

de PPE o PE amb els fragment triptics de la PCPA. {(a) Complex
artificial de CPA, i PE a relacié equimolar (b) Complex artificial

de PPE amb safl a relacidé equimolar.
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Per Ultim, també es va estudiar la possibilitat de formacio d'un
complex artificial entre 1a PCPB i PPE. Aixi, quan PCPB i PPE es barrejaren
a relacions molars 1/1 i s'aplicaren en un gel d'electroforesi que contenia
un gradient de porus, és a dir, un gradient d'acrilamida del 7.5 al 15% sense
urea, construit com si es tractés d'un gradient d'urea (apartat M2.5),
s'obtingué una Unica banda de mobilitat clarament diferent de 1a de les
proteines components de la barreja (Fig. 29.a). No obstant, quan aquest
mateix complex es va analitzar en un gel que contenia un gradient d'urea,
s'observa una dissociacié de les subunitats a 0.5 M urea (Fig 40.b).
Clarament s'observa que el complex format, i que fins al moment no havia
estat descrit, entre PCPB i PPE, és molt menys estable que el format
entre PCPA i PPE (concentracid d'urea necessaria per a la dissociacio 0.5
M, enfront de 5.7 M). Malgrat que aquesta uni6 és molt més feble, sorgeix la
questid de perqué in vivo, 1a PPE només es troba associada a 1a PCPA i no a
la PCPB, si ambdues tenen capacitat d'unidé d'aquesta serin-proteinasa
encara que amb afinitats diferents. Fins al moment, 13 pregunta queda
sense resposta perd cal tenir en compte que, si bé el complex es forma
entre PCPB i PPE, aquesta unid és feble i que el propi procés d'obtencid de
les proteines pot ésser suficientment drastic per a dissociar-lo. També
existeix la possibilitat que 1a sintesi proteica de PPE sigui inferior a la de

la PCPA+PCPB 1a qual cosa afavoriria 1a formacid preferent del complex

amb afinitat més elevada.
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Figura 29.- Comportoment electroforétic en gels en gradient
tranversal de poliacrilamida (7.5-15%) i gradient d'urea (0-91)
d'un complex a relacié molar entre PCPB | PPE (a) gel en gradient

de poliacrilamida (b) gel en gradient d'urea.
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RA.2.- Corbes d'activitat de PCPA-1, PCPA-Il i CPA al

11arg del pH, i en medis de diferent for¢a ionica.

L'activitat peptidasica de la CPA porcina resulta fortament
inhibida per 1a preséncia del saA, bé en el proenzim natiu bé en complexos
artificials d'ambdues proteines, segons es va demostrar en estudis previs
del nostre 1aboratori (18). Malgrat que es desconeixen les condicions que
modulen l'esmentada inhibicid0 es pot suposar que aquesta es deu a
'estructura tridimensional del saA (molécula fortament estructurada
segons (105)) i a V'encaix precis CPA-saA. L'estudi de les variacions de
I'activitat peptidasica dels complexos CPA-saA, bé natius (PCPA-II,
PCPA-1) bé artificials, en ésser pertorbats per diversos factors : pH, forga
ionica, temperatura, metalls.. etc., pot donar informacié Util sobre els
interrogants plantejats.

Amb la finalitat esmentada es van obtenir corbes d'activitat
peptidasica al 1larg del pH per a 1a PCPA-1, PCPA-Il i CPA-1i, en dos medis
de forga idnica diferent, concretament, 0.05M i 0.5M NaCl. Els resultats es
mostren en la figura 30. Es pot observar que l'enzim actiu, CPA-II,
presenta el seu pH dptim al voltant de 7.25-7.5, el qual no varia en
augmentar la forga ionica del medi. En canvi, les dues formes
proenzimatiques presenten al 11arg del pH un desplagament del maxim de 1a
corba d'activitat d'una unitat, concretament de 6.0 a 7.0 en passar d'una
concentracié salina baixa a una d'elevada.

E1 fet que zimogen i enzim actiu presentin un pH dptim diferent a
baixa forga idnica ja havia estat descrit per al zimogen binari (PCPA-S5)
de 1a CPA de pancreas de bou (85). Les diferéncies observades es van

atribuir a un canvi conformacional en 1a reactivitat del Glu-270 del centre

actiu, provocat pel procés d'activacid.
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Figura 30.- Corbes d'activitat especifica de PCPAR-I,
PCPA-11 i CPA-11 en funcié del pH. Per a cada proteina es wan
obtenir corbes a dues forges idniques, 0.5 HaCl (e——e) i 0.0SH
NaCl{a——a). Substrat emprat: HPR a 1 all; tampé acetat 25 all, Hes

25 all, Tris 25all; tesperatura 259C,
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No obstant, en aquest treball sobre 1a PCPA bovina no s'observa
que el pH optim d'activitat del proenzim s'acostés al de I'enzim actiu en
incrementar 1a forga idnica del medi, tal com s'observa en el nostre cas
amb els proenzims de porc. Una possible explicacio de 1a variacié del pH
optim del proenzim en augmentar 1a forga ionica consisteix en el fet que
Iincrement d'aquesta podria desplagar el saA dins de 1a PCPA,
allunyant-lo del centre actiu de la CPA i, per tant, modificant la
reactivitat del Glu-270, fenomen que no passaria amb 1a PCPA de pancreas
de bou.

Els resultats obtinguts en aquest experiment suggereixen que el
segment d'activacié unit a I'enzim actiu no és un domini estructural rigid
sind que presenta una certa mobilitat reponsable deis canvis observats en
variar 1a forga ionica del medi. Cal tenir en compte peré que els
experiments cinétics han estat realitzats en condicions de substrat no
saturants. Aquest fet i el caracter no-Michaelid de les cinétiques de
trencament de 1'HPA per les CPAs de mamifers (77,85) obliga a tenir una
certa precaucié en les hipotesis i conclusions que es puguin emetre a
partir dels resultats obtinguts. Cal perd afegir que resultats preliminars
obtinguts en el nostre laboratori en un marge molt ampli de concentracions
d'HPA confirmen els resultats aqui presentats (Serra M.A, resultats no

publicats).
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RA.3.- Cinética de pérdua de Zn?* de 1a PCPA-1, PCPA-II i

CPA-11, segons 1a forga idnica del medi.

Tal com ja s'ha descrit en la introduccid d'aquesta Tesi, la
carboxipeptidasa A és un metal.loenzim que conté Zn?* en el centre actiu,
metall que és essencial per a 1a seva activitat enzimatica.

Aquest metall es pot segrestar mitjangant 1'addicié d'un agent
quelant, 12 1-10 fenantrolina (abreu. O-P), fenomen que va acompanyat
duna pérdua d'activitat enzimatica (175,176). Es creu que l'accid
segrestant d'aquest agent quelant té 1oc per penetracio d'aquest en el
centre actiu de 1'enzim (176). Una accid similar s'observa sobre l'activitat
residual de les PCPAs bovines.

Amb la finalitat d'estudiar l'efecte de la forga ionica sobre
l'accessibilitat de 1'0-P al centre actiu de 1a CPA-11, PCPA-11, i PCPA-I
porcines es va observar el procés d'inhibicié d'aquestes proteines en afegir
0-P 0.5 mM al medi, en tres concentracions de NaCl: 0.05M,05Mi3 M

Els resultats es mostren en la Figura 31 on es pot observar que 1a
velocitat d'inactivacio de 1a CPA és tan rapida que practicament és
independent de 1a forga idnica del medi, mentre que per als proenzims la
inactivacio és més rapida en augmentar 1a forga idnica. També s‘observa
que 1a CPA s'inactiva més rapidament i de forma més accentuada que la
PCPA-II i aquesta, a 1a vegada, més que 1a PCPA-1, independentment de 1a
forga ionica del medi.

La variacié de la capacitat de 1'0-P per inhibir les espécies
estudiades segons 1a forga idnica del medi es pot deure al grau de bloqueig
que el segment d'activacié faci sobre I'entrada de l'inhibidor al centre
actiu. En augmentar 1a forga idnica el segment d'activaci6 pot separar-se

de 'enzim actiu facilitant I'entrada de I'agent quelant. Aquest resultat
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també recolza 1a hipdtesi de 1a mobilitat del segment d'activacié quan es
troba unit a 1'enzim actiu.

El fet que 1a PCPA-I (complex binari) s'inhibeixi més lentament
que 1a PCPA-II (mondmer) es pot deure a la major rigidesa conformacional
imposada al segment d'activacid a causa de l'existéncia de I'estructura
quaternaria en el proenzim. Cal tenir en compte, tal com s'ha demostrat en
I'apartat RA.1, que es produeix una unié directa entre el segment

d'activacio i 1a proproteasa E en el complex binari o PCPA-I.
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Figura 31.- Cindtica de pérdua de 2n®* per accié de la 1-10
fenantrolina sobre mostres de PCPR-1, PCPA-I1 i CPR-il. Els
resultats s'han expressat en X d’activitat residual respecte a la
aesura d'activitat inicial {(abans d'afegir |'agent quelant) en
funcié del temps. Per cada mostra es van seguir les cindtiques a

tres forges idniques:  (&—a) 0.050 HaCl, (e——e) 0.51 HaCl i
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RA.4.- Activacid de 1a PCPA-Il per accié de la tripsina,

seqgons la forga idnica del medi.

Es va estudiar el procés d'activacid triptica de 1a PCPA-II a
diferents forces ioniques i es mesura 1'aparicio de I'activitat peptidasica.
Els resultats es van comparar amb els obtinguts en mesurar 'activitat que
presenta una barreja equimolar (1/1) reassociada de CPA-saA, en el
mateix marge de concentracions de sal. Cal recordar que el segment
d'activaci6 actua com un potent inhibidor de V'activitat de 1a CPA (18). Els
resultats obtinguts es mostren en 1a Fig 32. Com es pot observar, a mesura
que augmenta 12 forga ionica el procés d'activacid triptica de 1a PCPA-I1
es veu facilitat, mentre que V'activitat de 1a CPA-Il només augmenta
lleugerament i encara a forces idniques molt elevades (d'1 a 2 M NaCl). A
més, s'observa que V'activitat del complex CPA-saA s'acosta a 1a de 1a CPA
sola en augmentar la forga idnica, indicant una pérdua de la capacitat
inhibidora d'aquest segment.

El fet que I'activacio triptica de 1a PCPA resulti facilitada a aita
forga ionica es pot deure al fet que el segment d'activacié es troba més
allunyat del centre actiu quedant 1a regié peptidica que F'uneix a I'enzim
actiu més accessible a la tripsina. Aquest fet és congruent amb la probable
pérdua de 1a capacitat inhibidora del segment d'activaci6 quan es forma el
complex CPA-saA a forga ionica elevada.

E] resultat experimental presentat aqui junt amb els resultats
dels apartats RA2 i 3, suggereixen que el saA no és un domini estructural
rigid o unit rigidament a 1a CPA dins de 1a PCPA sind que presenta una

mobilitat responsable dels canvis observats en variar la forga ionica del

medi.
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Figura 32.- Procés d'activacié triptica de PCPA-II a
diferents forces idniques wmesurat per aparicié d'activitat
peptiddsica a les dues hores de 1'addicié de la tripsing (e—e).
Comparacié amb la variacié de |'activitat peptiddisica de CPA-11
(m—=a) | d'un complex CPA-11/saR a relacié equimolar (a——a) en

les mateixes condiclons de forga idnica.
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RA.5.- Variacid de I'activitat de PCPA-I, PCPA-Il i CPA

en_augmentar la temperatura i_modificant la forga ionica del

medi.

Es va estudiar també l'efecte de 12 temperatura, a dues forces
ioniques 0.05 M i 0.5 M en NaCl, sobre mostres de PCPA-], PCPA-11 i CPA,
mesurant 1'activitat peptidasica tal com s'explica en I'apartat M3.2.2. En la
Figura 33 es mostren les corbes d'activitat especifica obtingudes. Tal com
es pot observar 'enzim actiu va presentar la mateixa estabilitat enfront a
la desnaturalitzacid térmica a forga idnica alta que a forga ionica baixa.
Aquest resultat experimental sembla discrepar dels trobats posteriorment
i que es descriuen en I'apartat segient on semble ésser que 1a forga ionica
baixa estabilitza aquest enzim enfront de 1a desnaturalitzacid térmica. La
no coincidencia entre ambdds resultats pot ésser deguda a les diferents
condicions experimentals i al fet que en aquest cas es mesura directament
I'efecte de 1a temperatura sobre 1'activitat enzimatica mentre que en els
altres es mesura la capacitat de renaturalitzacié d'aquestes proteines,
capacitat que es pot veure dificultada per 12 preséncia de forga idnica
elevada. Cal tenir present que I'efecte de 1a temperatura en 1a velocitat de
reaccié enzimatica pot ésser degut a diferents causes, no tan sols a un
efecte sobre l'estabilitat de I'enzim, sind també a un efecte sobre 1a
velocitat de trencament del complex enzim-substracte determinat pel

calor de reaccid de V'activacié, a un efecte sobre els pHs dels grups
funcionals a causa d'una alteracid dels seus pK s determinada per 1a calor

d'ionitzacié....etc. (177).
Quan s'observa el comportament dels proenzims, es veié que

aquests es comportaven diferent de ’enzim actiu ja que presentaven una

major estabilitat a forga joénica baixa que a alta.
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Una possible explicacié d'aquest comportament, maigrat que les
mesures de 1a influéncia de 1a temperatura sobre 1a velocitat de reaccid
enzimatica son molt complexes (177), pot raure en el fet que el segment
d'activacio a forga idnica alta se separa de I'enzim i per tant aquest perd
estabilitat. L'efecte és més marcat en el cas de 1a forma monomeérica que
en el complex binari, probablement per 1a major rigidesa presentada pel
segment imposada dins de I'estructura quaternaria.

Tot Vexposat fins al moment sembla recolzar el fet, ja esmentat
en els anteriors apartats, que el segment d'activacié presenta una
mobilitat conformacional dins del proenzim, responsable del seu

comportament en variar les condicions del medi.
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Figura 33.- Corbes d'activitat especifica de PCPR-I,
PCPA-11 i CPA-11 enfront de la temperatura. Per a cada proteina es

va mesurar la corba d'activitat a dues forces idniques, 0.5M NaCl

(e—e) { 0.051 NaCl (a—ma).
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RA6.- Estudis de renaturalitzacio de PCPA-lI, CPA-IIl i

del saA, després d'ésser sotmesos a temperatura elevada,

variant les condicions del medi.

Els estudis previs de pertorbacio de PCPA i CPA per 1a urea,
canvis de pH i forga ionica, temperatura, agents quelants i protedlisi,
suggereixen que el saA a dins del proenzim presenta una conformacié
fiexible i una localitzacié mdbil. Podria succeir, pero, que alguns dels
comportaments observats en els anteriors experiments estiguin modulats
pel fet que el saA, i amb ell 1a PCPA, canviin de conformacié de manera
quasi irreversible en preséncia dels efectors esmentats. Es va creure per
tant convenient d'investigar la capacitat dels saA per a renaturalitzar-se,
escollint per aquest experiment un dels agents pertorbadors que sol donar
Noc, més freqUentment, a canvis irreversibles en algunes proteines:
l'increment de temperatura. Cal recordar que el saA conté I'extrem
N-terminal de 1a proteina, I'extrem per on aquesta comenga a plegar-se en
ésser sintetitzada sobre el ribosoma. A més, el saA no conté ponts disuifur
ni cisteines que es puguin oxidar o reduir interferint en la
renaturalitzacié. Per tant, i si durant la desnaturalitzaci6 térmica no hi ha
processos d'agregacid concurrents, o modificacions quimiques de la
proteina, caldria esperar que el saA fos renaturalitzable. E1 mateix es
podria esperar de 1a PCPA, encara que pel fet de posseir diversos dominis
estructurals i ésser una proteina molt més gran hi ha més possibilitat que
les interferéncies esmentades tinguin 1loc. La CPA podria tenir, a més dels

problemes esmentats per a 13 PCPA, els derivats del fet que ha perdut la

regi6 d'inici del seu plegament (el saA).
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Cal també afegir que els estudis de renaturalitzacié aqui
presentats es van realitzar de forma coordinada i simultania amb els
estudis de calorimetria d'escombrat diferencial (DSC) que es descriuen en
I'apartat seglent. Aix0 explica que es busquessin unes condicions de
treball concretes, que fossin adients a ambdos tipus d'experiments. En 1a
practica, per la major simplicitat i menor cost dels estudis de
renaturalitzacio puntuals respecte als de DSC, els primers es van fer
depenents dels segons. La finalitat principal dels mateixos fou assajar les

condicions més adients per a obtenir uns experiments de DSC idonis (no

aggregacié, reversibilitat, T_ escalades,.etc). Per tant, quan unes

condicions del medi resultaven optimes per a DSC ja no se’'n buscaven més.

Per estudiar 1a renaturalitzacio del saA es va mesurar la pérdua
de 1a seva capacitat per inhibir 1a CPA (en barrejar-se a relacié equimolar)
després d'ésser escalfat a una temperatura determinada i refredat. En el
cas dels estudis de renaturalitzacié de PCPA i CPA es van mesurar
simplement les activitats intrinseques d'ambdues proteines després
d'ésser sotmeses al tractament esmentat. Els detalls experimentals es
descriuen a M3.3.

Els estudis de renaturalitzaci6é térmica del saA es van realitzar a
dos pHs diferents 7.5 (tampé fosfat) i pH 9.0 (tampé pirofosfat). En
escollir aquest segon pH 1leugerament alcali s'intenta de trobar el limit
superior de pH en qué el saA encara fos renaturalitzable i, a més,

aconseguir una certa desestabilitzacié d'aquest que permetés obtenir una

T inferior a les trobades en altres condicions. Les mesures de
m

renaturalitzacié i les de DSC assajades (veure RA.7) indiquen, perd, que no

es va assolir aquest segon objectiu.
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De fet, per DSC es va evidenciar que fins i tot a pH 11.5 el saA és
notablement termoestable i presenta una desnaturalitzacié térmica
reversible. Ara bé, tant a pH 9.0 com a pH 11.5 es va observar que en les
condicions concretes d'assaig de DSC una part del saA (5-30%) no és
renaturalitzable. Pensant en la possibilitat que part del segment
d'activacié sofris oxidacions o agregacions responsables d'aquesta
desnaturalitzacid irreversible parcial, es van fer també estudis de
renaturalitzacié en preséncia de dos potencials inhibidors d'aquests
fenomens, el DTT i la urea.

Cal dir que es van escollir unes condicions d'estudi (velocitat
d'increment de temperatura, tampons...etc.) semblants a les posteriorment
emprades en els experiments de DSC (apartat RA.7) a fi de poder establir
correlacions. En 1a Figura 34 es mostren els resultats d'aquest estudi. Tal
com es pot observar quan el saA es va sotmetre a una pujada gradual de
temperatura des de 25°C fins a 852C a rad de 2.252C/min i es deixa 1 min a
aquesta temperatura, 1a renaturalitzacié fou molt bona en tots els casos,
tant en tampé fosfat (pH 7.5) com en tampé pirofosfat (pH 9.0), oscil.lant
la recuperacio de capacitat inhibidora entre un 80 i un 100%. Les diferents
condicions assajades s'indiquen en el peu de figura. En canvi, quan el
segment va romandre durant 30 min. a 859C, la renaturalitzacié fou
depenent del pH en qué es trobava la mostra. Aixi, en els casos
corresponents al tampd fosfat (pH 7.5) la renaturalitzacié maxima es dona
en el cas A, essent només d'un 23%. Sembla ésser que quan més baixa és la
forga ionica, millor és 1a renaturalitzacid, no quedant clar I'efecte del DTT
ni de l'urea. En el cas del tampd pirofosfat (pH 9.0) 1a renaturalitzacio
oscil.la d'un 16 a un 86%, depenent dels casos, indicant clarament que a pH
9.0 aquesta és millor que a2 pH 7.5. No es pot afirmar que 1a baixa forga

jonica, el DTT i 1a urea tinguin algun efecte sobre aguesta.
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Figura 34.- Histograma representatiu de la capacitat de
renatural itzacié del saf. Els resultats s'han expressat en X
d'activitat CPA romanent després d’'afegir sobre aquest enzim el safl
renaturalitzat a una relacid equimolar. El segaent d'activacié es
va desnaturalitzar per pujada gradual de temperatura a raé de
2.252C/nin des de 259C fins a 852C | mantenint | ain o 30 ain.
aquestes condicions. La renaturalitzacié es va fer en bany de gel.
El control a 252C consisteix en la mesura de 1'activitat CPR
romanent d'un complex a relaclé molar CPA-safl en el qual el segment
no ha sofert cap escalfament. Les diferents condicions assajades
sén:

A) Fosfat o Pirofosfat 5 s, DTT 0.1 aft (pH 7.5 o pH 9.0).

B) Fosfat o Pirofosfat 5 all, urea 211 (pH 7.5 o pH 9.0).

C) Fosfat o Pirofosfat 20 ali, NaCl 0.05H, DTT 0.1 alf (pH

7.5 o pH 9.0).
D) Fosfat o Pirofosfat 20 afl, NaCl 0.050, urea 211 ( pH 7.5

o pH 9.0).
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Quan es va estudiar 1a renaturalitzacié de 1a PCPA i de la CPA,
sigui mitjangant analisi puntual, sigui per DSC, es va evidenciar que en 1a
majoria de condicions aquestes dues proteines es desnaturalitzen
irreversiblement de forma parcial o de forma total. A causa d'aquesta
situacidé 1'analisi de renaturalitzacio es va fer extensiva a moltes més
condicions de forga idnica, pH i preséncia d'antioxidants o de desagregants.
En 1a taula 3 de 1'apartat M3.3 s'indica 1a majoria de condicions assajades
mitjangant estudis de renaturalitzacid puntual de PCPA i CPA.

De tots aquests multiples experiments i dels seus resultats, que
no es descriuen aqui, s'extreuen algunes conclusions que a continuacio
esmentarem:

- La cinética de pujada de temperatura de desnaturalitzacid
escollida i el temps de manteniment de 1a mostra a aquesta temperatura,
sén importantissims en el grau de renaturalitzacié de PCPA i CPA. Es van
assajar tres sistemes diferents: a) pujada gradual de temperatura a
2.25¢C/min. (condicions semblants a les de DSC) i retirada de mostres
sobre 1a marxa, b) idéntica pujada gradual fins a la temperatura desitjada
mantenint 1a mostra a aquesta temperatura durant 1 min. i extraccid de
part d'ella, seguida de nova pujada gradual fins a la segient temperatura
triada, c) pujada sobtada fins a 1a temperatura desitjada (aprox 1 min. en
tots els casos) i extraccid d'aliquotes de 1a mostra a diferents temps de
manteniment a aquesta temperatura. E] métode c), en general, és el que ha
donat 1loc a dades més repetitives i a recuperacié d'activitat més elevada
perqué es redueix el temps d'escalfament.

- Les condicions de fosfat (pH 6.5-7.5) sdn molt millors que les de
pirofosfat (pH 9.0) per a la renaturalitzacié de la PCPA i de 1a CPA
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Quan es van sotmetre les mostres en tampd fosfat a la Tm

(obtinguda per DSC), durant 1 min. sequit de refredament, tant 1a PCPA com
la CPA recuperen dun 40-80% de la seva activitat. En canvi, quan
I'experiment es va fer en tampo pirofosfat, 1a recuperacié de I'activitat de
la PCPA no passa del 30-40% mentre que 1a CPA no es renaturalitza en
absolut.

- La baixa forga ionica millora 1a T i la renaturalitzaci6. Aquest

efecte, en alguns casos, pot estar relacionat amb el fet que a baixa forga
iénica s'evita 1'agregacié de les proteines. Els estudis coordinats de DSC
suggereixen que en tampo fosfat la desnaturalitzaci6 de la CPA va
acompanyada d'agregacio quan s'afegeix en el medi NaCl SO mM, mentre que
en les mateixes condicions salines perd en tamp6 pirofosfat es produeix
1'agregaci6 tant de 1a CPA com de 1a PCPA durant 12 desnaturalitzacid.

- La preséncia de DTT 0.1 mM afavoreix clarament 1a
renaturalitzacioé de PCPA i CPA respecte a la proteina sola o en preséncia
de DTT 0S50 1 mM

- La urea 2M millora lleugerament 1a renaturalitzacid, sobretot

quan es treballa en tampé pirofosfat, i encara més si s'hi afegeix DTT 0.1

mM al medi.

Com a exemple dels diferents resultats obtinguts, en les Figures
35 i 36 es presenta 1a variacié de 1a capacitat de 1a CPA i de 1a PCPA per a
recuperar 1a seva activitat després d'ésser mantingudes a diferents
temperatures durant diferents temps i ésser, tot seguit, refredades. En
aquest cas s'ha escollit un experiment realitzat en una de les condicions

més favorables per a la renaturalitzacié: tampo fosfat (pH 7.5) a baixa

forga iénica (1mM).
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Una de les conclusions que s'extreuen d'aquests resultats
presentats és que si 1a CPA o 1a PCPA es mantenen a alta temperatura
durant un temps llarg (p.e. 5-30 min.) queden desnaturalitzades
irreversiblement encara que es trobin en una de les condicions més
favorables per a la recuperacid d'activitat. Aix0 ens porta a suposar que en
els experiments de DSC, que es realitzen amb increments de temperatura
no superiors a 2-2.52C/min. ( i que per tant requereixen 20-25 min. per a
passar de 25 a 859C), dificilment s'observara renaturalitzacié quan
s'analitzin les proteines esmentades. Malgrat aquest comportament,
creiem que no es pot assegurar que les PCPA i CPA presentin una
desnaturalitzacio térmica irreversible, ja que de fet es renaturalitzen
considerablement quan se sotmeten a altes temperatures durant temps
curts, 1-2 min,, temps més que suficient per a desplegar 1a proteina.

Creiem per tant que, en certa manera, es poden considerar
aquestes proteines com de desnaturalitzacid reversible encara que
posteriorment altres fendmens paral.lels (agregacid, trencament S-S,
oxidacions...etc) impedeixin la seva renaturalitzacid quan tenen temps
d'actuar. Aix0 justificaria I'aplicaci6 de meétodes matematics de
deconvolucid a les corbes de DSC de PCPA i CPA realitzades en aquestes

condicions.
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Figura 35.- Cindtiques de  desnaturalitzacié i

renatural itzacié de CPR a diferents temperatures en tampé POH.Na 1

all, 2n?* 10%1 (pH 7.5). Els resuitats s'han expressat en %
d'activitat que recupera |'enzim en ésser refredat després d'ésser
sotmds a les teaperatures indicades i a temps creixents. En cada

cas es va trigor aproximadament | min. en assolir la teaperatura

desitjada.
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Figura 36.- Cindtiques de  desnoturalitzacié |
renatural itzacié de PCPA a diferents temperatures en tampé HaH,PO,
! afl, 2n 10° 1 (pH 7.5). Els resultats s'han expressat en X
d'activitat Intrinseca que recupera el proenzim en ésser rsfredat

després d'ésser sotmds a les temperatures indicades | a temps

crelxents. En cada cas es va triger aproximadament 1 wmin. en

assol ir la temperatura desitjada.
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RA.7.- Estudis de calorimetria d'escombrat diferencial de
PCPA-I11, CPA i saA.

Els experiments de calorimetria diferencial d'escombrat (DSC) de
CPA, PCPA-11 i saA es van portar a terme en dos tampons diferents, fosfat
sodic a pH 7.5 i pirofosfat sddic a pH 9.0, a diferents condicions de forga
ionica del medi, i seguint el protocol descrit en 1'apartat M6.2.

Cal advertir de bon comengament que a partir de les corbes de
DSC, i mitjangant 1a seva repeticid sobre una mostra ja desnaturalitzada,
es va observar que la desnaturalitzacid térmica de Y'enzim actiu i del
proenzim és irreversible en totes les condicions experimentals provades,
mentre que el segment dactivacié presenta un procés reversible,
particularment en preséncia de §-mercaptoetanol (veure Fig. 39, corbes de
reescalfament). Aquest fet ja era esperable si es tenen en compte els
estudis de desnaturalitzaci6é 1 renaturalitzacié efectuats amb aquestes
proteines i seguits per mesures cinétigues que es presenten en l'anterior
apartat.

En la figura 37 es presenten diferents corbes de transici6 per a la
PCPA-11, obtingudes en les condicions de for¢a idnica que s'indiquen en el
peu de figura. Aixi mateix, en 1a Fig. 38 es presenta el mateix tipus
d'observacions per a I'enzim actiu, CPA-11. De I'analisi d'aquestes corbes es
pot deduir I'entalpia especifica de desplegament de cada proteina en les
condicions experimentals en qué es troba. Aquests vaiors indiquen que sota
unes mateixes condicions experimentals, siguin quines siguin, en tots els
casos 13 PCPA presenta una entalpia especifica de desplegament més gran
que 1a CPA (veure taula 4). Aquest fet indica una clara estabilitzacié del
proenzim per part del segment dactivacié, fet que ja s'ha trobat en altres

proenzims com és el cas del pepsinogen (178).
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AcCapacitat calorifica

Temperatura (°C)

Figura 37.- Registre aicrocalorimétric de la capacitat

calorifica diferencial de PCPA-II al llarg de la temperatura en les

segients condicions:
(1) Pirofosfat 20 alf, NaCl 0.50 (pH 9.0).

(2) Pirofosfat 5 s, {pH 9.0).
(3) Pirofosfat 1 all, (pH 9.0).

(1) Nal,PO, 1 all, {pH 7.5).
(5) NaH,PO, 20 af, NaCl 0.50 {pH 7.5).
(6) Linia base, pirofosfat S slf (pH 9.0).
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calorifica

ACapacitat

Temperatura (°C)

Figura 38.- Registre amicrocalorimétric de la capacitat
calorifica diferencial de CPA-II al llarg de la tesperatura en les

segients condicions:
(1) Pirofosfat 5 afl, (pH 9.0).
(2) Pirofosfat 1 alt, (pH 9.0).

(3) Hal,PO, 5 afi, {pH 7.5).
(4) Hal,PO, 1 afi, {pH 7.5).
(S) Linia base, pirofosfat 5 all (pH 9.0).
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En les figs. 37 i 38 es pot veure que I'estabilitat enfront de la
desnaturalitzacié térmica de PCPA i CPA és depenent del pH. A pH 7.5, tant

la PCPA com 1a CPA presenten el mateix valor de temperatura mitja de
fusi6, T_ , al voltant de 70°C (veure taula 4) mentre que a pH 9.0 el valor
de T és més gran per al proenzim que per a I'enzim actiu, perd sempre
inferior a 702C. A partir d'aquestes corbes també s'observa que I'efecte de
la forga ionica és depenent del pH en qué es fa I'experiment. Aixi, a pH 7.5
I'efecte es menyspreable. En canvi, a pH 9.0 els valors de T_ disminueixen

en augmentar 1a for¢a idnica (veure Taula 4) essent un efecte més marcat
en el cas de 1a CPA que en el de 1a PCPA.

Tempd {mMP 5mMP 20mMP tmMPP SmMPP 20mMPP
\ 50 mM NaCl 50 mM NaCl
Proteina (pH7.5) (pH?75) (pH?.5) (pH9.0) (pH9.0) (pH9.0)

Tm(ec) 706 705 70.0 65.7 58.3 54.9
PCPA

aH(ug™!) 192 214 24.6 20.7 16.0 14.4

Tm(c) 693 700 -— 62.0 53.1 —
CPA

aH(ug'!) 18.2 17.5 -—-- 15. 12.0 ——
8-888::88888:8'.5.:382888:=================================:==zgggg

Tm(ec) ---- 885 -—-- -—- 87.2 —
soA

aH(ug'!) ---- 318 == -——— 26.7 ————

Taula 4.- Parametres de desnaturalitzacid téermica obtinguts per

microcalorimetria. P=tampé fosfat, PP=tampdé pirofosfat. = Marge

dincertesa AH=3* 10%; Tm=+0.12C
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En la figura 39 es presenten les corbes de DSC obtingudes per al
saA en les condicions que s'indiquen al peu de figura. Un fet molt important
que es dedueix de la comparacié d'aquestes corbes amb les del proenzim i

I'enzim actiu és que el segment d'activacié presenta, siguin quines siguin

les condicions del medi, valors de T_ d'un 10-20% superiors als presentats

per I'enzim o el proenzim. Fins i tot a pH 11.5 el valor de T, obtingut és

moit alt, al voitant de 81.5 eC, mentre que en aquestes condicions de pH
tant 1a PCPA com la CPA es troben completament desnaturalitzades a
temperatura ambient. Es clar, per tant, que el segment d'activacié aillat
presenta una termoestabilitat clarament superior a la del seu precursor.
Aquest fet revela l'existéncia d'una conformacid més estable per ell quan
es troba aillat que quan es troba unit a I'enzim actiu formant el proenzim,
o0 bé una desnaturalitzacié andmala en aquesta Ultima situacié.

L'entalpia calorimétrica de desplegament tant per 1'enzim actiu

com pel proenzim sembla ésser una funcié lineal de la Tm, indicant un valor

de ACp de desplegament aparentment més alt en el cas del proenzim. Es

pot calcular I'entalpia tedrica o de Van't Hoff d'aquestes transicions per
diferents camins. A partir d'aquest valor es pot calcular 1a relacié entre

I'entalpia calorimétrica experimental i I'entalpia de Van't Hoff. Segons

Privalov (178) aquesta relacié AH_,, /AH,, indica el nombre d'unitats de

desnaturalitzacié independents a la proteina, el nombre de dominis

estructurals, particularment quan el procés de desnaturalitzacié és

reversible.
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Per PCPA, CPA i saA aillat, aquesta relacid dona valors entre 2 i
3, 112 ial voltant d'1, respectivament. Aquests valors, maigrat la
irreversibilitat del procés de desnaturalitzacié de V'enzim actiu i del
proenzim, en les condicions destudi emprades, semblen indicar
I'existéncia de 3 i 2 dominis estructurals pel proenzim i 1'enzim actiu,
respectivament. En canvi, el segment d'activacié presenta un procés de
desnaturalitzacié completament reversible incloent un Unic domini
estructural. Aquesta Ultima conclusid és forga congruent amb l1a reduida
dimensio de saA i amb la hipotesi que més tard exposarem sobre 1a seva
conformacid i relacié estructural amb les proteines fixadores de Ca2* de 1a

familia EF-hand (veure apartat RB.7)

167



Resultats i discussio

calorifica

ACapacitat

Temperatura (°C)

Figura 39.- Registre microcalorisétric de la capacitat
calorifica diferencial del safl al llarg de la temperatura, en les
segiients condicions:

{1) Pirofosfat 5 alt {pH 9.0).

(2) Reescal fament de (1).

(3) MNaH,PO, 5 aft (pH 7.5) en prestncia de 0.1 alf

p-mercaptoetanol.
(4) Reescalfament de (3).
(5) Linla base, pirofosfat 5 at (pH 9.0).
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ESTUDI CONFORMACIONAL DEL saA AILLAT. ANALISI DE LES

HOMOLOGIES QUE_ PRESENTA AMB PROTEINES FIXADORES DE CA2*
DEL T1PUS EF~HAND.
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RB.1.-Comparacio dels diferents métodes d'obtencio del
s3aA a partir de PCPA-IL.

En I'apartat M1.1.2 es descriu el métode emprat de forma rutinaria
en el nostre laboratori per a l'obtencié del segment d'activacié de la
PCPA-II. Agquest métode proporciona un rendiment baix aixi com un
segment d'activacié heterogeni tal com es pot veure en la Fig 17 on es
presenta una analisi electroforética de diferents preparacions d'aquest.

Per poder augmentar el rendiment de I'obtencié i per aconseguir
una homogeneitat en aguesta es van provar tres métodes alternatius per
separar CPA de saA (i fraccions d'aquests) a partir d'un digerit triptic de
PCPA-1I. El primer d'aquests métodes va consistir en sotmetre el digerit
de PCPA-11 a una cromatografia en CM-Sepharose a pH 3.5 (apartat M1.1.4).
L'objectiu de treballar en aquestes condicions fou evitar que la tripsina
activant, un cop acabada la digestid, sequis actuant sobre el saA primari
format i pogués generar I'heterogeneitat abans esmentada, ja que per sota
de pH 4.0 aquesta proteasa no és activa. Aixi, s'introdui en la columna
equilibrada amb formiat amonic a pH 3.5 un digerit triptic de 1a PCPA-I|
fet en condicions estandard (apartat M1.1.2) el qual s'ajustd a pH 3.5 en
acabar el temps de digestid. Mitjangant 'aplicacié d'un gradient de NaCl
(també a pH 3.5) es va obtenir un perfil cromatografic amb un unic pic, en
el qual no hi havia cap mena de separacio entre 1a CPA i saA.

No obstant quan s'analitza per electroforesi una mostra d'aguest
dnic pic, s'obtingué una banda de CPA i una Unica banda de saA. Semblava
doncs que s'havia aconseguit d'eliminar I'heterogeneitat del segment, perd
calia poder-lo separar de la CPA. Per aixo i recordant que el metode
tradicional dobtencié requereix 1a preséncia durea es repeti la
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cromatografia a pH 3.5 en preséncia d'urea 9M. En aquestes condicions
tampoc s'aconsegui una separacio dels dos fragments triptics, CPA i saA, i
es va abandonar el métode.

En canvi, s'obtingué més éxit quan s'empra I'electroforesi
preparativa, segon métode alternatiu que es descriu en detall en I'apartat
M2.6. Es tria aquesta técnica perqué sempre que s'analitzava un digerit
triptic acabat d'obtenir, per electroforesi d'urea basica (métode de
Creighton, apartat M2.3) o per electroforesi en preséncia d'urea i SDS
(métode de Hashimoto i col., apartat M2.2) s'obtenia un segment d'activacié
homogeni i de pes molecular alt. Es pensa doncs que aquesta técnica
portada a nivell preparatiu podria solucionar el problema de 1'obtencid del
segment d'activacié. Es trid el meétode de Creighton (electroforesi
d'acrilamida en preséncia d'urea 7M) ja que en les condicions en qué es
porta a terme la tripsina corre cap al catode mentre que el segment
d'activacié i 1a CPA ho fan cap a l'anode. Aix6 permet d'eliminar la
possibilitat de contaminacions de tripsina que poguessin ésser
responsables de 'heterogeneitat observada.

En 1a figura 40 es mostra 1'eluit del gel d'electroforesi obtingut
en introduir en el mateix un digerit triptic de PCPA-II preparat segons les
condicions estandard. Tal com es pot observar, s'obtingué una separacié
clara entre els diferents components del digerit. El pic 2 correspon al saA
aillat, i s'obté un rendiment del SOR, molt superior a obtingut emprant
la cromatografia de bescanvi ionic classica 1a qual dona un rendiment al
voltant del 15%. Es també interessant d'indicar que una vegada eliminada
1a urea s'analitza aquest segment per electroforesi analitica i es comprova
que presentava una Unica banda corresponent a3 la seva forma de pes
molecular alt (veure Fig. 17). Aquesta técnica, per tant, permet d'obtenir

un saA homogeni amb un rendiment acceptable.
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Figura 40.- Electroferograma d'un digerit de PCPR-Il amb
tripsina, inhibit amb STl, obtingut d‘'un gel d'eletroforesi
preparativa de pollacrilomida en urea 7 (pH 8.6). Pic (1):

Inhibidor de tripsina de soja. Pic (2): saf. Pic (3): CPR,. Pic

(4): CPR,.
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No obstant, aquest métode preparatiu presenta un greu
inconvenien’t de tipus técnic: I'elaboracid del gel d'electroforesi preparatiu
i més concretament del canal d'elucié (veure Fig. 19 i 20) és dificultosa,
depenent 1'éxit de 1l'obtencio del segment d'activacié de la seva
construccio. En determinats casos, sense una explicacio clara del perque,
es produeix un col.lapsa del canal que arruina el procediment. Per tant,
aquest és un factor limitant de I'Gs d'aquesta técnica.

Per Gltim, 1a tercera técnica alternativa emprada, va ésser 13 que
va proporcionar un éxit més gran en 'obtencié del segment. Amb ella es
van assolir rendiments d'obtencio acceptables, entre un 30 i un 40%, aixi
com un segment homogeni. A més és una técnica facilment reproduible, i
que permet portar a terme I'obtencié en un termini de temps més curt que
les anteriorment descrites. Aquesta técnica és la cromatografia liquida
d'alta pressid en un suport de fase reversa (C4) d'un digerit triptic de
PCPA-I1I, i elucid a pH baix (pH 2.5) amb un gradient de dissolvent organic.
Tal com s'indica en 1'apartat M1.2 es van provar tota una série de gradients
d'elucié amb acetonitril, resultant com a més rapids i efectius els que
segueixen una corba segons 1a qual el ® d'acetonitril puja moit rapidament
al comengament del gradient i s'alenteix després. Aquests gradients tan
rapids presentaven perd I'inconvenient de proporcionar un pic de saA que
contenia restes de tripsina fet que provocava la posterior generacid
d'heterogeneitat en el saA obtingut. Per evitar aquest problema va caidre
alentir 1a cromatografia. Dels dos gradients descrits en I'apartat M1.2.1, el
primer, el més rapid, presentava els problemes esmentats, el segon,
malgrat que consumeix una mica més de temps, proporciona un segment

homogeni i evita que aquest surtis barre jat amb 1a tripsina activant.
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En 1a figura 30 es mostra el cromatograma obtingut fent servir

aquest segon gradient en el qual el % d'acetonitril no puja tan rapidament

com en el primer descrit.

Absorcio 280 nm

)

0.25
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0.125}
P {40
7
7 420
/7
’ M\/
it 3 1 1
10 20 30

temps (min)

Figura 41.- Cromatografia |fquida d'alta pressié per a

I'obtencié de safi. En aquest experiment es van digerir 2 ang. de

PCPA-11 dissolta en tampé NaH,PO, 20 aM, Zn®* 10751 (pH 5.8), aab 50

ugr. de tripsina. El digerit es va aplicar directament a la columna

(C4-Ultrapore-Becknan) equilibrada amb 0.1% TFA {pH 2.5). La

proteines es van eluir anb un gradient d'acetonitril.

(---) % Acetonitril
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Tal com es pot observar, el temps que es triga a obtenir el
segment d'activacio és de 35 min. després d'haver injectat el digerit
triptic de PCPA-Il. Aquest termini tan curt de temps permet de fer
maltiples injeccions al llarg d'una jornada de treball i, maigrat que en
cada una d'elles només es poden introduir com a maxim 2 mg. de proteina
total a 1a columna de la mida de 1'emprada (0.45x7cm.), es pot obtenir al
final del dia uns 6 mg. de saA. Aquesta quantitat és molt notable sobretot
si es compara amb les altres técniques emprades, sigui 1'obtencid tipica o
bé les descrites en aquest apartat. Fent servir la cromatografia de
bescanvi idnic o bé 1'electroforesi preparativa calen S dies de treball per
arribar a obtenir una quantitat de segment similar.

Malgrat els avantatges clars de la cromatografia liquida d'alta
pressid en l'obtencid del segment, es va presentar un inconvenient greu. La
introduccié d'una proteina en una columna de fase reversa, sigui pel
caracter de 1a propia columna, altament hidrofobic, sigui per la preséncia
de dissolvents organics en el gradient o pel baix pH en el qual es treballa
(pH 2.5), pot provocar en 1a mateixa un canvi conformacional irreversible.
En el nostre cas aquest fet es veu agreujat pel caracter altament
hidrofdbic del saA que genera una interaccié molt forta amb 1a columna.
Aixi, el saA obtingut per aguest métode presenta una solubilitat més baixa
que T'obtingut pels altres métodes descrits. Aquesta manca de solubilitat
és atribuible a una no renaturalitzacio total del segment un cop eluit de la
columna, eliminat el dissolvent organic i ajustat el pH entre 8 i 9,
condicions en les quals se sap que aquest segment presenta 1a maxima
solubilitat. Fins que no es millori el procediment per desagregar o
renaturalitzar el saA, 1'is d'aquesta técnica preparativa per HPLC queda

limitat, sobretot si per estudis posteriors cal treballar a
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concentracions de saA elevades o bé quan cal treballar amb técniques que
requereixen una conformacio nativa de 1a proteina com son moltes de les
emprades en aquesta Tesi.

De tot I'expressat es pot deduir que, si bé les técniques descrites
presenten avantatges, cal tenir molt compte en el seu Us segons el tipus de
treball que es vulgui portar a terme posteriorment amb el saA. Al llarg de
tot el treball presentat aqui es va fer servir saA obtingut pel métode
tradicional o per alguna técnica descrita en aquest apartat segons el tipus

d'experiment a realitzar.
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RB.2.- Millores aconsequides en el procés de

fraccionament de les diferents formes del saA aillat de la
PCPA-II.

Quan ha caigut treballar amb un saA d'una sola banda, natiu i d'aita
solubilitat, i cap de les tecniques descrites a l'anterior apartat era
adequada per a obtenir-1o es va intentar d'aconseguir un fraccionament de
les diferents formes presentades pel saA en una preparacid heterogénia.

Aquesta separacidé es va aconseguir de forma parcial mitjangant
una cromatografia en DEAE-Sepharose a pH 9.0 (veure M1.1.3). En 1a fig. 42
es mostra el cromatograma obtingut d'una columna d'aquest tipus en la
qual s'introdui una barreja de les formes A, B, C, D i E del segment
d'activacio (veure Fig 17). Mitjangant aquest tipus de cromatografia
s'aconsequi de separar les bandes A i Bde lesC,DiE, és a dir, les de pes
molecular aparent més gran de les de pes molecular aparent més baix
(segons indica I'electroforesi de 1a figura 17)

No es pot descartar que les diferents bandes observades en cada
un dels dos pics cromatografics corresponguin a formes conformacionals
diferents d'una mateixa molécula de segment d'activacid, i que per aixd no
es puguin separar per cromatografia. A més en I'electroforesi d'urea SDS
(métode de Hashimoto i col., apartat M2.2 ) apareixen molt properes (veure
Fig 17). En el cas de T'atre tipus d'electroforesi (métode de Creighton,
apartat M2.3) feta servir per analitzar el segment d'activaci6, 1a preséncia
d'urea en el medi, sobretot a la concentracié emprada (7M), pot jugar un
paper important en I'estructura d'aquest segment generant multiplicitat de
conformacions, ja que com hem vist en V'apartat RA.1 el punt mig de la

seva desnaturalitzacio per urea es troba a 6.5M urea.
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Figura 42.- Cromatografia en DEAE-Sepharose (pH 9.0) per a
la separacié de les diferents formes del saR. El pic (1) conté les
formes corresponents a les bandes electroforétiques C,0 i E mentre

gue el pic (2) conté les bandes A i B.

Cal tenir en compte que si bé aquesta cromatografia permet de
disminuir 1a multiplicitat generada en I'obtenci6é del saA, també provoca
una pérdua d'aquest ja que el rendiment del procés és del 50%. Aquesta
pérdua de segment en 1a purificacid, unida al baix rendiment presentat pel
propi procés d'obtencid fa que sigui molt costosa la preparacié d'un

segment homogeni.
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Es important indicar que en 1a preparaci6 prévia de saA heterogeni
per cromatografia en DEAE-Sepharose en urea 7M d'un digerit triptic de
PCPA-II (veure apartat M1.1.2), no sempre s'obté un conjunt de formes
A,B,C,D i E, siné que d'una preparacié a una altra hem observat 1a formacio
preferent d'una o altra forma (sobretot A, B o D). A més, si el pic
cromatografic de saA obtingut es collecta en dues o tres fraccions
consecutives, es pot aconseguir una preparaciéo de saA molt enriquida en
una de les fraccions, que de vegades ha resultat, fins i tot, homogenia.
Aixo ha simplificat moltes vegades el fraccionament final del saA per

cromatografia en DEAE-Sepharose a pH 9.0.



Resultals i discussio

RB.3.- Estudi dels canvis conformacionals que poden

presentar les diferents formes moleculars del saA.

Donades les dificultats per obtenir saA homogeni mitjangant
técniques reaiment preparatives i no agressives, en un moment de 1a Tesi
es va plantejar 1a conveniéncia d'analitzar les diferéncies estructurals
entre les formes A,B,C,D i E d'ell, a fi de coneixer si en aiguns estudis era
correcte d'emprar barreges d'elles. Cabia la possibilitat que aquestes
formes corresponguessin a subpoblacions conformacionals diferents o bé
presentessin diferéncies seqiencials.

A partir del meétode tradicional de cromatografia en
DEAE-Sepharosa/urea 7M, o dels meétodes alternatius descrits en els
apartats RB.1 i RB.2 es van obtenir preparacions de totes les formes
esmentades de saA, les quals van ésser analitzades. Les formes AB,CDi E
van ésser analitzades mitjangant analisi d'aminoacids i seqienciacid
N-terminal segons el métode d'Edman automatic (Vendrell J., resultats no
publicats), mentre que les més abundants, 1a B i 1a D, van ésser també
analitzades per RMN de protd a 500 MHz.

Sorprenentment I'analisi d'aminoacids i 1a degradaci6 automatica
d'Edman no van indicar diferéncies apreciables en la composicid total i
N-terminal, respectivament, de les diferents formes.

En tots els casos es va trobar la seqiéncia Lys-Glu-Asp en
extrem N-terminal dels diferents saA la qual cosa indica que totes les
formes tenen l'esmentat extrem intacte. Cap la possibilitat que els
diferents segments es diferenciin en la regid C-terminal, perd aquesta
analisi era dificil, i no es va fer. En aquest sentit es va plantejar la
hipotesi que les diferents formes de saA fossin provocades per I'accid de

1a tripsina o carboxipeptidasa, o per accié combinada d'ambdues proteases,
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sobre 1'extrem C-terminal del saA. Cal recordar que 1a CPA és capag de
trencar el residu C-terminal del seu inhibidor extret de patates (10,76)
malgrat que és un residu de Gly molit poc favorable per a I'accid de la
proteasa. En aquest contexte per al saA es proposa que la forma A conté
del residu 1 al 96 (és a dir conté dos aas. de la regio CPA), la B
(majoritaria) conté del residu 1 al 94, i 1a resta provenen d'aquesta per
escapgament del seu C-terminal.

Es important de ressaltar que estudis d'electroforesi
bidimensional en gradient d'urea (Vendrell J., Vilanova M., resultats
preliminars) indiquen que totes les formes esmentades de saA
presenten una transicid eletroforética similar i sigmoidal. D'aquests
resultats es dedueix que totes presenten una conformacid plegada i
probablement molt semblant.

Com ja s’ha esmentat abans, les formes B i D (les més abundants)
van ésser també analitzades per RMN de protd (500 MHz), seguint el
protocol descrit a 1'apartat M4.3.2. Els espectres de RMN d'aquestes formes
de saA es comparen en 1a Figura 43 amb l'espectre d'una barreja d'elles que
conté les formes A, B i D a fi dobservar possibles diferéncies
conformacionals. Es pot observar que els de les formes B i D pures son
molt similars entre si i amb el de la fraccié no purificada. Observant ia
regié aromatica a baix camp es pot veure en tots els casos la mateixa
distribucié de ressonancies.

Els desplagaments quimics dels protons C2 de les tres histidines
i els dels protons C 3,5 i C 2,6 de 1a tirosina es mantenen invariables en
tots tres espectres. Tal vegada 1'inica diferéncia possible entre ells es

troba en la regi6 aromatica de residus no titrables (Phe i Trp).
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Per altra banda, observant la regid de camps alts, en tots els
espectres de la Figura 43, apareixen no menys de 7 ressonancies de metil
desplagades per corrents d'anell. El desplagament quimic d'aquestes
ressonancies és exactament el mateix en totes les formes analitzades.
Tota aquesta série d'observacions indiquen el manteniment de 1'estructura
basica del saA sigui quina sigui 1a seva composicio de formes.

Si suposem que l'activacié triptica de la PCPA dona lloc a
diferents saA per un trencament mdltiple en la regié d'activaci,
heterogeneitat que podria ésser augmentada per l'accié posterior de la
CPA, es pot concloure a partir d'aquests resultats que malgrat que les
diferents formes poden presentar diferent sequéncia C-terminal, aquestes
diferéncies no son suficients per provocar un canvi conformacional visible

per ressonancia magnetica nuclear.
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Barreja de formes A, B i D. Mostres dissoltes en 2}120 apH 6.5 i

252C.A cada espectre es presenten ampliades les regions de camps

alt i baix.
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RB.4.- Titracio de 1a_tirosina del saA mitjancant

espectroscopia de diferéncia i de quarta derivada a 1'UV.

Tal com s'especifica en I'apartat M4.2.1 es va seguir 1a titracid
alcalina de 1l'Unica tirosina del saA mitjangant espectroscopia de
diferéncia a l'ultraviolat. A 1a fig. 53.a es mostra la corba sigmoidal que
s'obtingué en representar la banda espectral que apareix a 295 nm,
atribuible a V'aparicio de tirosinat, al llarg de la titracid. A partir

d'aquesta corba es va deduir un valor de pK,  de 11.8 per a 1a tirosina del

saA. Aquest valor de pKa tan alt indica que la tirosina es troba
interioritzada o bé que esta formant un pont d’hidrogen amb algun altre
residu de 1a proteina.

A la vegada aquesta titracié alcalina es va seguir per
espectroscopia de quarta derivada. En 1a Fig. 45 es mostra V'espectre
d'absorci6 del segment d'activacié i el de quarta derivada indicant-se els
parametres que es van seguir al llarg de la titracio. Fent servir Ia
informacié obtinguda per Padrés i col. (143) sobre el compost model
ACTyrOEt/AcCTrpA a relaci6 molar de 4/1, respectivament, tal com

s'explica en l'apartat M4.2, aplicada al nostre cas, es pot arribar a les
segiients conclusions. La posicidé de A, a 292 nm o a longituds d'ona
superiors és caracteristica del triptofan amb poca influéncia de 1a
tirosina. Com es pot observar en 1a Fig. 44b, A, es manté al llarg de tota

13 titracio a longituds d'ona superiors a 292 nm. 1a qual cosa indica que els

triptofans de la proteina es troben en tot moment en un entorn hidrofobic.
La posicio dea, és caracteristica de 1a tirosina 1a qual no varia
(Fig 44.c) al 1arg del pH. Aix6 indica que 1a tirosina no sofreix canvis en el

seu entorn al 11arg de 1a titraclo.
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Figura 44.- Titracié alcalina en I'UU del safl aillat.

Representacié en funcié del pH dels: {A) valors d'absorbdncia a 295

na. obtinguts dels espectres de diferéncia. (B) valors de A,

obtinguts dels espectres de quarta derivada. (C) valors de 2,
obtinguts dels espectres de quarta derivada. (D) valors del
pardastre R calculat a partir dels espectres de quarta derivada.
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Figura 45.- Espectres d'absorcié i de quarta derivada del

saf. EI pardmetre R correspon al quocient (p, + p2)/(p3 +p,).

Per Ultim, en representar el valor de R (Fig44.d) s'observa que
aquest augmenta des de pH 8.0 fins a pH 13 indicant una desaparicid de

tirosina cap a tirosinat i servint, per tant, com a3 mesura per a deduir un
valor de pK, d'aquest residu. E1 pK, trobat és de 11.8 idéntic al trobat en

representar el pic a 295 nm de I'espectre de diferéncia. A partir de pH 13
els valors de R baixen fins 3 estabilitzar-se en un valor que pot
correspondre a l'efecte espectral provinent només del triptéfan ja que en
aquest pH 1a tirosina es troba tota en formé de tirosinat i per tant no

contribueix a 1a variacié dels pics de V'espectre de quarta derivada.
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RB.5.- Estudis de ressonancia magnética nuclear del saA

aillat.

Quan es va enregistrar 1'espectre de RMN de proté a pH intermedi
del saA, seguint les condicions descrites en I'apartat M4.3 es van observar
tota una série de caracteristiques que confirmen el fet que es tracta d'una
proteina de tipus globular tal com s'havia descrit en treballs previs
portats a terme en el nostre laboratori (105). Algunes daquestes
caracteristiques son les que a continuacid es descriuen i que es poden
observar en la figura 46 on es mostra 1'espectre de RMN del segment
d'activacio a pH 6.5.

Fixant-nos en les zones de l'espectre de més facil estudi que son
les corresponents als residus aromatics que apareixen a camps baixos i
les ressonancies dels grups metil desplagades per corrents d'anell que
apareixen a camps alts (entre O i | ppm) es veu clarament que aquesta
proteina es troba estructurada. En base a la seva posicid espectral,
agudesa, desplagaments amb el pH, deuteracid, iodacié i aitres
consideracions, es va fer una preassignacio de ressonancies per a la Tyr i
les tres His (1, 11 i III) del saA, particularment per les ressonancies
corresponents als protons C2 d'histidines que creiem es troben en 13 regi6
de 7.5-8.5 ppm (Fig 46). Es també important indicar que anomenen amb 1V
una ressonancia apartada de les altres tres que per la seva posici
espectral i propietats podria correspondre a un altre protd C2 de His. Ja
que en la seqiiéncia de saA només es troben 3 His cal pensar que aquesta
ressonancia correspon a un proté C4 d'una de les tres His (desplagat de la
seva posicié normal) o bé que prové d'algun altre residu aromatic (Phe, Trp,
p.e.) o bé que la seqiiéncia del saA de 1a PCPA de porc conté una His més de

les determinades.
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Les ressonancies dels protons C2 de les tres histidines del
segment d'activacid apareixen clarament diferenciades, presentant cada
una d'elles un desplagament quimic determinat. A pH 6.5 1a histidina que

anomenem I en la Fig. 46 presenta und de 8.14 ppm., 1a que anomenem I1

un & de 8.04 ppm. i 12 que anomenen III un & de 7.96 ppm. Es requereixen perd
més experiments per assignar especificament aquestes ressonancies que
anomenem I, 11 i 111, a residus concrets de 1a seqiéncia. Per altra banda,
les ressonancies dels protons C 3,5 i C 2,6 de I'Gnica tirosina del segment
d'activacio apareixen a 6.8 ppm. i 6.94 ppm., respectivament. Aquests
valors de desplagament quimic sbn diferents dels que presentarien els
protons d'histidines i tirosines que es trobessin en una proteina en cabdell
estadistic (148,179). Per Gltim, també cal fixar-se en 1a zona de 5.0 2 6.7
ppm. de 'espectre on apareixen una série de ressonancies que es podrien
assignar a protons de carbonis a . Aquestes ressonancies podrien estar
allunyades de la seva posicio habitual (45-5.0 ppm) per efectes de

corrents d'anell.
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Figura 16.- Espectre de ressonincia magnética nuclear de H
a 270 NHz del saf, en 2H20, pH 6.5, 252C | a 5 ag/ml. Es mostren

les zones de camps alt | baix ampliades i s'indica una possible

assignacié de ressondncies. RCS = ressonancies desplagades per

corrents d'anell.
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RB.5.1.- Efecte de forga ionica i del pH.

La conformacié globular del segment d'activacié sembla que es
manté des de pH 5.7 a pH 13.0, almenys des del punt de vista de I'estudi
efectuat per RMN, ja que totes les caracteristiques de globularitat
esmentades en I'anterior apartat es van mantenir en aquest marge de pH.
Entre pH 3.0 i 5.7 aquest estudi no es va poder portar a terme a causa de
I'agregaci6 macroscopica de la proteina probablement provocada per la
seva neutralitzacid isoeléctrica. Per sota de pH 3.5 el segment d'activacié
va presentar una solubilitat intermédia pero en aquestes condicions havia
perdut una part important de 1a seva estructura, fet evidenciat pel
desplagament de les ressonancies abans esmentades cap a posicions de
cabdell estadistic. L'estructura és perfectament recuperable augmentant
el pH fins a 1a neutralitat o a pH basic.

A qualsevol dels pHs estudiats, un augment en 12 concentracio de
sal del medi, des de 20 mM fins a 1 M NaCl, no va contribuir a
l'estructuracié del segment. Es meés, T'addici6 de sal a concentracié
superior a 0.1M va provocar una certa agregacio d'aquest sobretot quan el
pH era proper al punt isoeléctric, eixamplant aquesta regi6 de precipitacio.
Aguest fenomen pot ésser causat per I'elevat contingut en residus acidics i
apolars del saA (» SOR) (18), i al fet que es pot trobar un percentatge
elevat dels Ultims en 12 superficie de 1a proteina a fi d'interaccionar amb
la CPA. A pH intermedi el gran nombre d'interaccions apolars internes pot
ésser suficient per a mantenir Ia proteina perfectament estructurada en
abséncia de sal. Ara bé, quan el pH baixa o augmenta 1a forga ionica es perd
la carrega dels nombrosos residus acidics la qual cosa pot alterar Ia

distribucio de carrrega en la superficie, desplegant el segment d'activacid

i promovent la seva agregacio.
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RB.5.2.- Titracio d'histidines.

Els canvis en el pH provoquen canvis en les ressonancies de
residus especifics tals com His i Tyr. Aixi, les ressonancies dels protons
C2 de les tres His del segment d'activacié presentan un desplagament

quimic depenent del pH, el seguiment del qual va permetre el calcul del seu

pK..

5

Les corbes de titraci6 de saA (Fig 47) no es van poder seguir
experimentalment per sota de pH 5.7 a causa de 1a ja esmentada manca de
solubilitat d'aquesta proteina. A part, cal tenir en compte que per sota de
pH 4.0 el segment es troba desestructurat fonent-se les tres ressonancies
en un sol pic. Malgrat aquesta manca d'informacié en la regié de pHs
baixos, les corbes experimentals es van analitzar mitjangant un
tractament matematic de regressid no lineal i es van trobar els seglents
valors de pKa : 6.49, 6.43 i 6.40 per a les His I, Il i III (Fig 47),
respectivament. Per altra part, 'aplicaci6 dels mateixos métodes d'analisi

a la ressonancia problematica que anomenem IV i a la del proté C4 d'una
possible Histidina que apareix al voltant de 7 ppm (Fig 46) dona pK.s de 6.5
i 6.58, respectivament. La proximitat entre els valors de pK, de tots els
protons C2 de les 3 histidines estudiades fa dificil de poder aparellar

aquest valor trobat per al proté C4 amb algun d'ells. Cal per aixd, emprar

métodes de pertorbacié com el NOE.
La similitud entre els valors de pKa de les diferents histidines 1

1a seva proximitat al valor presentat per histidines de proteines en cabdell

estadistic, pK 6.5, suggereix que aquests residus en el saA es troben en

embolcalls similars, probablement en la superficie de la proteina.
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Figura 47.- Corbes de titracié al llarg del pH de les
ressondncies deis probables protons C2 i C4 de les histidines dels
safl, aixi com de la ressondncia anomenada 1V. El pH es va variar

per addicié de KOH deuterat i no s'ha corregit per la preséncia de

020 ni per efecte salf.
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RB.5.3.- Titracio de 1a tirosina.

De 1a mateixa manera que es va seguir la variécié dels
desplagaments quimics de les ressonancies dels protons de les histidines
del saA segons el pH del medi, també es va poder seguir les dels protons
C3,5 1 C2,6 de 1a tirosina. En 1a Fig. 48 es mostren les corbes sigmoidals

presentades per aquests protons de les quals se'n pot deduir mitjangant un

tractament matematic andleg al de I'apartat anterior un valor de pK, molt

alt, superior a 11.8 ,el qual esta d'acord amb el trobat per espectroscopia

de diferéncia a lVultraviolat i per espectroscopia de quarta derivada

(apartat RB.4). Aquest valor tant ait de pK, corrobora la hipotesi que el

residu de tirosina es troba interioritzat o bé que forma un pont d'hidrogen
amb algun altre residu.

El desplagament cap a camps més alts sofert per les ressonancies
de la tirosina després de la seva titracié va permetre d'observar
I'existéncia de ressonancies amples amagades sota el pic dels protons
C3,5 i C2,6 a pH intermedi. Aquestes ressonancies encara no s’han assignat

perd es creu que podrien pertanyer a protons de Phe i Trp o fins i tot a

protons de carbonis @ molt desplagats.

En efectuar la titraci6 del saA s'observaren també canvis en la
part de camps alts de I'espectre de RMN. Aixi, les esmentades ressonancies
de metil desplagades per corrents d'anell que apareixen en 1a zona de 0 a

0.6 ppm van presentar un desplagament quimic depenent del pH tal com es

mostra en la fig 49.

193



Resultats I discussio
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Figura 48.- Corbes de titracié al llarg del pH de les
ressondncies dels protons € (3,5) i C (2,6) de |'unica tirosina del

saf. Hateixes condicions experimentals que en la figura anterior.

Algunes d'aquestes ressonancies, concretament les assignades
als RCS 1, 3 i 4 de la Fig. 46, van presentar una titracié 1a representacié
de la qual dona una doble sigmoidal. Cada una de les sigmoides es troba
relacionada amb algun residu de His o Tyr. Aquest comportament suggereix
veinatges d'aquests residus a certs residus apolars i I'existéncia de

relacions espacials complicades pels metils responsables deis RCS 1,3 i 4.
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s(ppm)

Figura 49.- Corbes de titracié al llarg del pH de les
ressondncies dels protons dels grups metil desplagades per corrents

d'anell. MNateixes condicions experimentals que en la figura 47
anterior.
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Quan es van calcular els valors de pK, mitjangant I'analisi de

regressid no lineal per a les transicions que presenten aquestes
ressonancies a pH baix, es van trobar per totes elles valors propers a 6.5,

similars als valors presentats per les ressonancies de les histidines.

Aquesta proximitat en els valors de pK, d'unes i altres ressonancies

dificulta el seu possible aparellament. Cal dur a terme altres estudis de

pertorbacid per ressoldre aquest problema.

RB.5.5.- Bescanvi de protons —-NH.

L'analisi de V'espectre de RMN del saA a intervals curts després de

1a seva dissoluci6 en 2H.20 a pH 6.5 i 259C va indicar 1a desaparici6 gradual

d'alguna de les ressonancies a camps baixos probablement atribuibles a
protons NH d'His, Trp o de 1'esquelet polipeptidic. En 1a Fig. SO es mostra la
zona aromatica a camps baixos de l'espectre de RMN del! segment
d'activacio enregistrat a diferents temps després de 1a seva dissolucid en

2H20. Es pot estimar al voltant de 15-20 protons NH de bescanvi lent dels

quals 5 son molt resistents al bescanvi per deuteri. Aquest nombre de
bescanviables lents és moit petit si es té en compte que el saA conté no
menys de 50 a 60 NH de 1a cadena polipeptidica de possible bescanvi lent
ja que formen part d'hélix-a (105), conformacié que dificulta el bescanvi
tal com s’ha observat en altres proteines globulars (180). Aquest fet
suggereix que el saA presenta una estructura plegada amb un grau de
mobilitat conformacional elevat. Aquesta propietat també pot trobar-se en
altres proteines que manquen de ponts disulfur o en tenen pocs, tals com

les histones (181) 1 e piasmindgen (182).
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Figura 50.- Cindtica de bescanvi de protons -HH del sof. La
proteina es va dissoldre en 2H,0 (pH 6.7) | s’enregistraren els
espectres de RN en els temps indicats en la figura. L'experiment
va ésser realitzat a 259C.
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Cal recordar en aquest punt 1a hipotesi de 1a mobilitat
conformacional del segment d'activacié ja proposada en els resultats dels
apartats RA2, 3, 4 i S d'aquesta Tesi, encara que aquests resultats fan
referéncia al segment d'activacié unit al proenzim. Quan aquest segment
s'allibera de 1a PCPA, és possible que canvii 1a seva estructura, tal com ho
evidencien els resultats de calorimetria presentats en I'apartat RA.7, pero
mantenint aquest grau de mobilitat elevada responsable de I'elevat
bescanvi de -NH descrit.

També es va observar que 1a velocitat de bescanvi de -NH del saA
es manté quan 1a concentracid de sal del medi augmenta des de O finsa 1 M
NaCl, a pH 6.5 i 259C. Aquest fet indica que la forga ionica del medi no
afecta 12 conformacio del segment d'activaci6. Aquest comportament és,
en certa manera, contrari al descrit per altres proteines altament
carregades de mida similar i sense ponts disulfur (183,184).

Aquest resultat podria confirmar el canvi de conformacid
proposat pel saA quan s'allibera de 1a PCPA en cas que es demostri que 1a
variacio en les propietats de 1a PCPA en augmentar la for¢a iénica del

medi és exclusivament deguda al seu segment d'activacié i no al complex

saA/CPA.
RB.5.6.— Deuterac ‘hist es.

El bescanvi isotdpic d'hidrogen per deuteri en els protons C2 dels
tres residus dhistidina del saA va presentar una cinética fortament
depenent de 1a temperatura i del pH tal com es mostra en la Fig 51.
L'observacié de les corresponents ressonancies en I'espectre de RMN va
indicar que a 25°C i pH 8.5 la deuteracié progressa molt lentament i a una

velocitat notablement inferior pel residu d'histidina I (vida mitja més
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gran de 10 dies) respecte als d'Histidina IIi III.
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Figura 51.- Bescanvi per deuteri dels protons C2 dels
residus histidina del safl. Proteina a 5 mg./ml. en tampé fosfat
sddic (pH 8.5) | a 25 €C {(----), o a pH 6.5 | 402C ( ). S'ha

representat de forma seailogaritmica la variacié de 1'drea de cada

ressondncia enfront del temps. (e) Histidina I, (s) Histidina II,
(m) Histidina IIL.
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Quan 1a temperatura s'incrementa fins a 502C i el pH s'ajusta a
7.3, la deuteracid va tenir lloc tan rapidament que. s'observa una
desaparicié completa de les ressonancies dels protons C2 de les histidines
en menys de 30 min. Es pot obtenir un corhportament intermedi si el pH
s'ajusta a 6.5 i 1a temperatura es manté a 402C. En aquestes condicions es
va observar una velocitat de deuteraci6 diferent per als protons C2 de les
3 histidines, amb una vida mitja de 35, 57 i 78 hores per His II, His I i
His I, respectivament, tal com es pot deduir de 1a Fig. 51.

Es ben conegut que la deuteracié dels residus dhistidina és
depenent del pH, i és afavorida a pHs elevats (185). Els resultats obtinguts
en aquest cas semblen indicar que les histidines del saA son molt més
sensibles a l'increment de temperatura que a canvis de pH del medi dins
del marge estudiat. Aixo pot ésser degut a I'esmentat caracter flexible
atribuit al saA. Per altre banda, 1a baixa velocitat de bescanvi isotopic

indica una possible localitzacio interior d'aquests residus d'histidina. No
obstant, aixd es contradiu amb els seus pK,, els quals tal com ja s'ha

explicat en I'apartat RB.5.2 semblen indicar que es tracta d'histidines en

posicions superficials de ia molécula.
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RB.5.7.- Desnaturalitzacio per urea.

Quan al saA a pH 65 se li va afegir urea a concentracions
compreses entre 0.25 i 2 M, s'observaren una série de canvis en 'espectre
de RMN. Concretament, les ressonancies dels protons C2 de les His, 12
ressonancia IV i el RCS-1 van sofrir canvis apreciables en les seves
posicions espectrals tal com s'indica en 1a Figura 52. No obstant, per a
obtenir canvis grans en les posicions espectrals i en 1'area d'aquestes
ressonancies aixi com en 1a resta de 'espectre, va caldre augmentar la
concentracid d'urea fins a 4-8 M. A 8 M urea desapareixeren 1a majoria de
les ressonancies de RCS, aixd és una clara indicacié del desplegament del
segment d'activacid. A pH 7.5 van caldre concentracions d'urea més grans
per promoure unes pertorbacions espectrals similars tal com s'observa en
la Fig 53. Es interessant de notar el gran eixamplament sofert per les
ressonancies dels protons C2 de les His @ 4 M urea aixi com el continu
desplacament de la ressonancia del RC5-1 a camps més baixos a
concentracions d'urea entre 0 i 411 apH6.5.

En vista dels canvis espectrals observats cal preguntar-se quines
poden ésser-ne les causes al liarg del procés de desnaturalitzacié. En
aquest punt és convenient recordar els resultats obtinguts en V'estudi del
procés de desnaturalitzacié del saA per urea, seguit per electroforesi en
gradient d'aquest agent desnaturalitzant (apartat RA.1). Aquests resultats
indicaven que el procés té lloc en un Unic pas, de I'estat natiu al
desnaturalitzat, de forma rapida. Si tenim present aquest fet, podem
eliminar 1a possibilitat que les diferéncies espectrals observades siguin
degudes a I'existéncia de 1a proteina en diferents estats de desplegament,

explicacié proposada per determinats autors en altres proteines (181,184).
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Figura 52.- Efecte de |'addicié d'urea sobre |‘espectre de
RHN del sof a pH 6.5 i 252C. En la figura es mostren les zones de
casp baix corresponents a les ressondncies dels residus aromdtics i

de camp alt corresponents als RCS.
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Figura 53.- Efectes de la desnaturalitzacié per urea sobre
I'espectre de RAHN del saf. (R) Representacié del percentatge de
|'drea de RCS respecte a |'drea de totes les ressondncies apolars
enfront de la concentracié d'urea a pH 6.5 (e) | pH 7.5 (o). (B)
Canvis en la posicié espectral | en |'drea de les ressondncies dels

ACS en augmentar la concentracié d'urea a pH 6.5.
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A 1a vegada, es fa dificil pensar en un desplegament de 1a proteina
per regions ja que els experiments de calorimetria (apartat 10) ens
indiquen que aquest segment presenta un Unic domini estructural.

No obstant, hi ha referéncies bibliografiques (181) d'estudis de
desnaturalitzacio térmica sequits per RMN, efectuats amb aitres proteines
com son les histones H1 i HS, en els quals aquests desplagaments dels RCS
cap a camps més baixos, en progressar 1a desnaturalitzacid, s'interpreten
assignant un grau de mobilitat elevada a les cadenes laterals dels
aminoacids components d'aquestes proteines. Aquesta mobilitat
s'incrementa en progresar la desnaturalitzacié. Una explicacié similar
podria ésser valida per al segment d'activacié si tenim en compte que

ambdos tipus de proteines presenten caracteristiques de mida i contingut

en a-hélix similars aixi com caréncia de ponts disuifur.

Segons els experiments presentats aqui, 1a resisténcia del saA
enfront de la desnaturalitzacié per urea és més elevada a pH 7.5 que a pH
6.5. E1 punt mig es troba entre 6-7 M 1 entre 5-6 M, respectivament. El fet
que un pH inferior disminueixi I'estabilitat enfront de 1a desnaturalitzacié
per urea pot ésser degut al fet que aquest segment perd estabilitat en
acostar-se cap al seu pl, tal com ja s’ha comentat anteriorment. Ei punt
mig de 1a desnaturalitzaci6 a pH 7.5 coincideix bé amb el dedult per
electroforesi en gradient d'urea, el qual es troba a 6.5 M urea.

Si comparem els resultats de desnaturalitzaci6 per urea
presentats aquf, junt amb els obtinguts per electroforesi en gradient
d'urea, amb els resultats de desnaturalitzacié térmica obtinguts per
calorimetria diferencial d'escombrat, els quals estan dacord amb estudis
previs de desnaturalitzacié térmica seguida per RMN i portats a terme en
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el nostre laboratori (105), s'observa clarament una major resisténcia del
saA enfront a 1la desnaturalitzacié termica que enfront a 1la
desnaturalitzacid per urea en comparacid amb altres proteines.

Una possible explicacié d'aquest fet podria raure en 1a major
capacitat de 1a urea , respecte a la temperatura , per trencar les
interaccions hidrofobiques que en el cas del saA son molt importants pel
seu elevat contingut en aminoacids hidrofébics. No s'han trobat, pero,
referéncies en la bibliografia que permetin una estimacié quantitativa
senzilla sobre quin tipus d'interaccions o enllagos (hidrofobiques, pont
d'hidrogen, ionics..) es veuen més afectats per un o altre agent
desnaturalitzant.

Un punt important a tenir en compte és que s‘ha observat un
comportament similar del saA al d'un grup de proteines amb les quals es
creu que aquest segment esta estructuraiment relacionat, com es
demostrara en els apartats RB. 7, 8, 9 1 10. Aquest grup de proteines son
les proteines fixadores de Ca?* de 1a familia EF-hand. Com exemple podem
esmentar la calmodulina sobre 1la qual shan fet estudis de
desnaturalitzacié térmica i desnaturalitzacid per urea seguits per RMN, i
s'ha observat que manté 1a seva estructura fins i tot a temperatures de
909C, i en canvi a concentracions d'urea superiors a 6 M aquesta estructura
es perd (114). Clarament s'observa una major resisténcia a la

desnaturalitzaci6 térmica que a 1a desnaturalitzacid per urea, igual que en

el nostre cas.
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RB.5.8.- lodacid d’histidines i tirosina.

En la Fig. 54 es mostren els canvis espectrals observats en

'espectre de RMN del saA després de 1'addicid de I, + IKa pH 9.0. Quan la

concentracio de reactiu es baixa, per exemple de 2 equivalents de |, per

mol de proteina no es va observar cap canvi espectral important en el saA.

No obstant, quan aquesta concentracidé va arribar a 8 mols de l2 /mol de

proteina es va poder observar una modificacid parcial de les ressonancies
dels protons C2 i C4 de les histidines aixi com de les ressonancies dels
protons de 1a tirosina. En aquestes condicions també s'observa un canvi
clar en el "pattern” dels RCS que decreixen en intensitat, la qual cosa és
indicativa de modificacié de V'estructura terciaria de la proteina. Aquest
canvi pot ésser degut a un desplegament del saA.

Aguests resultats experimentals suggereixen que tant les
histidines com la tirosina presenten una localitzacié intermédia entre un
residu superficial i un d'enterrat dins I'estructura proteica, ja que la seva
modificacid s'aconsegueix a una concentracié de reactiu intermedia i
superior a relacions equimolars. Aix0 esta en contradiccié amb els
experiments de deuteracié d'histidines (apartat RB.5.6) i titracié de
tirosina (apartats Rb.5.3 1 RB.4) els quals tal com s'ha esmentat abans
semblen indicar una localitzacié interior. Aquesta discrepancia en els
resultats podria explicar-se per 13 flexibilitat conformacional que
presenta aquesta proteina la qual pot afavorir l'arribada de reactiu
modificador (I*) fins als residus encara que estiguin interioritzats.

La dificultat de iodacié de 1a tirosina també pot ésser deguda al
baix percentatge de tirosina reactiva, és a dir, en forma de tirosinat, tal
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com es pot deduir del seu pK,, malgrat que el pH en que es fa l1a reaccid de

jodacio és de 9.0.

Mol Iy
Mol saA
0
4
8
1 1 1 1 L | 1
8.0 15 10 6.5 10 0.5 g
s(PPm)

Figura 54.- Efecte de la lodacié en |'espectre de RHN del
safl. La proteina a 5 mg./ mi. en tetraborat sddic 10 all (pH 9.0) es

va tractar asb quantitats creixents de |,, des de relacions molars

I,/s0f de 0 fins a 8. (%) indica pic de contaminacié sota el qual
es troba el RCS 1.
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RB.5.9.- Experiments de pertorbacid NOE.

Es van observar efectes de pertorbacid nuclear Overhausser
(nuclear Overhausser enhancement o NOE) quan es van irradiar les
ressonancies de saA corresponents als metils desplacats per corrents
d'anell o “ring-current-shifts” (RCS). Aquests efectes es mostren en l1a Fig
55. Aparentment, els efectes NOE observats no sén purs sind barrejats en
alguns d'aquests experiments, probablement per la dificultat d'irradiar una
Unica ressonancia sense afectar les adjacents, particularment en el cas
dels RCS 3 i 4 No obstant, quan es van comparar els efectes NOE
realitzant els espectres a dos pHs, concretament 7.3 i 11.8, es va poder
arribar a assignar en alguns casos relacions espacials entre aquest RCS i
determinats residus aromatics. Tal com es mostra en els espectres Ai A’
de la Fig 55, quan es va irradiar les ressonancies RCS-1 i 1' aparegueren
senyals NOE a 7.1-7.4 ppm en la regido aromatica no titrable, és a dir,
probablement corresponents a ressonancies de fenilalanines o triptdfan.
Tampoc es pot eliminar una possible pertorbacid d'un residu d'histidina ja
que va aparéixer un senyal localitzat a 7.15 ppm posicié atribuida als
protons C4 d'histidines.

Per altra banda, en els espectres B i B' de 1a Fig. S5 es mostren
els senyals NOE que van aparéixer en irradiar els RCS 2 i 2. Aquests
senyals corresponen als protons C 3-5 i C 2-6 de la tirosina aixi com a la
regid de residus no titrables (Phe i Trp). Els senyals NOE en 1a posicid dels
protons de 1a tirosina que es van obtenir en irradiar el RCS-2 no poden
provenir d'una irradiaci6 residual dels pics adjacents ja que aquest senyal
no es va obtenir en irradiar els RCS 1, 3 i 4. D'aquest experiment es pot
deduir clarament que Il'Unica tirosina del saA es troba propera a un grup
metil d'un residu apolar fins al moment desconegut el qual genera el RCS
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2, i per tant aquest residu aromatic és el responsable de 1a ressonancia del
metil a camps alts. Sorprenentment, aquest RCS 2 és 1'Unic que no va sofrir
canvis espectrals importants quan es va titrar 1a tirosina (veure Fig 49).

Aquest comportament no té fins al moment una explicacio dbvia i facil.

RCS
2 1
c
A_____..—/\/\-;M -
B»WM
RCS

b

e

-
::a,—-

Figura 55.- Espectres de diferéncia de HOE del safl a dos
pHs diferents: 7.3 1 11.8. A | A' corresponen a la irradiacié del
RCS 1 i 1', respectivament, mentre que B i B' corresponen a la
irradiacié dels RCS 2 | 2', respectivament. C i C' corresponen a
|'espectre de RNN de la zona aromdtica a pH 7.3 i 11.8,

respect ivanent .
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Quan es va irradiar els RCS 3,3" i 4,4 es van obtenir senyals NOE
no clars. Concretament en irradiar RCS-3 o RC5-4 van aparéixer senyals en
la regid de residus aromatics no titrables. No obstant, quan es van irradiar
aquestes mateixes ressonancies estant el saA a pH elevat (RCS 3’ i 4') els
senyals que es van obtenir foren similars als obtinguts en irradiar el RCS
1' i 2°. Aquests resultats indiquen una naturalesa complexa dels RCS 3,3 i
4,4". Probablement aquestes bandes de RMN contenen més d'una ressonancia
amb un comportament enfront del pH diferent. Es possible que algunes
d'aquestes ressonancies sorgeixin d'altres grups metil o metilé veins del
grup metil del mateix residu apolar que provoca el RCS 1,1' i RCS 2,2, els
quals estan pertorbats pel mateix residu aromatic.

Cal perd realitzar més experiments i probablement un estudi amb
un espectrometre de RMN més potent o millor mitjangant RMN-2D (NOESY
que evita els problemes de difusid de spins de 1a RMN-1D) per poder aclarir

aquestes ambiguitats.
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RB.6.—- Variacido de 1'activitat de PCPA-I, PCPA-II i

CPA-11 en augmentar 1a concentracio de Ca2* del medi.

Com s'indica més extensament a I'apartat segient, en un moment
determinat es va plantejar ia possible relacié estructural i funcional del
saA amb les proteines fixadores de Ca?* (tipus EF-hand). Un dels
experiments dissenyats per investigar aquesta relacié va consistir a
observar l'efecte del Ca?* sobre Iactivitat peptidasica de la PCPA-I,
PCPA-I1 i CPA-IL.

En mesurar lactivitat especifica dels enzims en estudi en
preséncia de concentracions creixents de ca®* seguint el protocol
especificat en I'apartat M3.4 es va obtenir una grafica tal com 1a de 1a Fig.
56 en 1a qual es representa el ® d'activitat especifica inicial enfront de 1a
concentracié de Ca2* del medi.

Com es pot observar el Ca?* no va produir cap efecte en
'activitat enzimatica de 1a PCPA-1 i PCPA-11 fins que va arribar a una
concentracid de 1072 M. Per sobre d'aquest valor s'observa un gran augment
de l'activitat enzimatica. Aquest augment d'activitat enzimatica es pot
explicar per una transconformacid o desplegament del saA o bé per un
allunyament d'aquest de 12 regi6é de 1'enzim actiu que deixa el seu centre
actiu més accesible al substrat, fenomen potser similar a 'observat en els
apartats RA.2, 3, 4 i 5. Ara bé, si es tractés tan sols d'un efecte de for¢a
ionica, que afeblis 1a unid0 saA/CPA, s'obtindria el mateix resultat en
repetir I'experiment amb concentracions creixents de NaCl. Quan aixd es
va portar a terme s'observa un lleuger augment de l'activitat especifica a
concentracions elevades de NaCl perd molt inferior a 1'observat en el cas
del Ca?*.
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Figura 56.- Variacié d'activitat carboxipeptiddsica per
PCPA-1 (e——s), PCPA-I! (o----8) | CPA-11 (s——a) en funcié de la
concentracié de Ca?* del medi. Els resultats s'expressen en %
d'activitat de la mostra respecte a la mateixa mostra sense Ca?*.
Tampé de dissolucié de mostres Tris/HCI 25 al, NaCl 0.5M {pH 7.5).

Temps d'incubacié de |'enzim amb el metall, 1 hora. Teamperatura

42C. Substrat emprat: Bz-Gly-L-Phe.
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Cal pensar que aquest metall divalent pugui tenir algun altre
efecte en aquestes proteines, tal vegada modificant 1a conformacio del
saA. Es també interessant de ressaltar que esta descrit que determinats
metalls divalents acceleren 1a cinética d'activacid proteolitica en certes
procarboxipeptidases pancreatiques (49,55,91) probablement per unid a ia
regié que es degrada en aquest procés, el segment d'activacid.

Si es té en compte que les activitats especifiques en condicions
estandard de PCPA-I, PCPA-II i CPA-I1 sdn d'1.5, 25 i 37, respectivament,
en observar 13 Figura 56 es dedueix que l'augment d'activitat dels
proenzims a concentracions de metall elevades va donar lloc a valors
d'activitat especifica del mateix ordre que els obtinguts per CPA en les
mateixes condicions. Aix6 és degut al fet que la corba presentada per
I'enzim actiu, indica una clara inactivacio d'aquest pel sobre d't mM Ca?* ,
i permet 1a igualacid dels valors d'activitat dels proenzims i de I'enzim
actiu.

La inactivaci6 provocada en 1a CPA pel Ca2* pot ésser deguda a una
substitucio del Zn?* del centre actiu, essencial per a l'activitat
enzimatica, per aquest metall, o bé per fixacié en algun altre punt de la
molécula com pot ésser un segon lloc de fixacié de Zn?* postulat per
aquestes proteines (45,48). Una inactivacio del mateix tipus es va
observar per aquest enzim quan es repeti 1'experiment emprant Zn?* en
lloc de Ca?* (resultats no presentats). Aquest procés d'inactivacio
provocat pel Zn?* es déna també en un metal.loenzim estructuralment

relacionat amb 1a CPA com és la termolisina (186).
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RB.7.— Comparacio de les estructures primaria i

secundaria del saA amb les de proteines fixadores de Ca* (tipus

EF-hand).

Al llarg de T'estudi i caracteritzacié estructural del segment
d'activacid aillat de 1a PCPA-!l presentat fins al moment, es va constatar
que aquesta proteina gaudia d'unes caracteristiques estructurals i d'un
comportament enfront de determinats agents pertorbadors que recordaven
les caracteristiques i el comportament d'un grup de proteines fixadores de
Ca"”’, concretament les que pertanyen a la familia EF-hand. Aquestes
observacions junt amb algunes de les caracteristiques dels resultats que
es descriuen en l'apartat anterior va provocar 1'inici del darrer grup de
treballs presentats en aquesta Tesi en els quals es pretén demostrar les
similituds i diferéncies entre ambdds grups de proteines, treballs que a
continuacid es descriuen amb detall.

Cal recordar que a la familia de proteines fixadores de Caz*, tipus
EF-hand, pertanyen diverses proteines de localitzacié molt general,
encarregades de transmetre a altres proteines o sistemes biologics
senyals d'inici o de terminaci6é d'importants processos modulats pel Ca?*:
contraccid i relaxacid6 muscular, activacid de diverses quinases,
protedlisis.. etc. També pertanyen a aquest grup d'altres proteines la
funcid de les quals encara no es coneix. D'entre totes elles sobresurten la
calmodulina (CAL), parvalbGmina (PVA), troponina C (TNC), proteina
intestinal fixadora de Ca%* (1CaBP), S-100.etc.

Un cop resolta 1'estructura primaria del segment d'activacio en el
nostre laboratori (106), es van localitzar dues regions de 32 aas. cada una,
concretament els residus compresos entre les posicions 3-34 { els

compresos entre 1 es posicions 55-84, les quals presenten una seqiéncia
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similar als llocs de fixacio de Ca?* de les proteines que pertanyen a la
familia de les EF-hand.

En 1a Figura 57 es mostra una comparacido de les sequéncies
esmentades del saA amb les seqiéncies dels llocs de fixacié de Ca?*
d'algunes proteines que pertanyen a la familia EF-hand. Cal tenir en compte
que en el cas del segment d'activacié es van fer algunes delecions a fi de
poder aconseguir un millor ajust, tal com també han fet altres autors per
altres proteines de I'esmentada familia (107,108,109). A 1a vegada, en 1a
Figura S7 es presenta una seqiéncia model, esquematica, de 1a regi
fixadora de Ca?* d'aquestes proteines. Aquesta regié es composa d'uns 29
aas., fixant-se el Ca2* en els aas. del centre d'aquesta seqiiencia.

Concretament els grups encarregats d'unir el Ca?* corresponen a
residus amb cadenes laterals que contenen oxigen, grups que es
simbolitzen amb les letres X, Y, Z, -Y, -X, -Z i que ocupen els vertexs d'un

octaedre per a coordinar-se amb el metall. L'estructura secundaria
d'aquesta regid fixadora de Ca?* esta formada per l1a seqiéncia hélix- a/
“loop™ (gir-p)/hélix a, del N cap al C-terminal, corresponent el “loop™ als

Nocs de fixacio de Ca®* flanquejats per dos plegaments en a-hélix. Tal
com es pot observar els proposats llocs de fixacié de Ca?* del segment
d'activacio compleixen alguns dels requeriments descrits per a les EF~hand
(veure apartat 1.6). Aixi, el l1loc comprés del residu 4 al 34 que anomenem
abreujadament saA I, conté sis residus amb capacitat per a coordinar Ca’*,
en posicions apropiades, és a dir, ocupant els veértexs X,Y,Z,-Y,-X,-Z. El
loc comprés del residu S5 al 84 o abreujadament saA II, conté només tres
d'aquests residus pero, tal com esta descrit per altres proteines de la
familia EF-hand (108), les altres posicions poden estar ocupades per
altres residus tals com la glicina més una molécula d'aigua o per un oxigen

de I'esquelet polipeptidic.
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(res 55-84) SOOAQKVFO EHGIRYDIMIED OO0 LODODEE
A P
b-icaBP | ELKGIFEKY AKEGDNQL SKETE LKLLLQTE
b-1CaBP 1l TLDELFEEL DKNGDGEVSFETE FQVL VKKI
p-TNC I} ELADCFRIF DKNADGFI DI EE LGE Il LRAT
p-TNC IV DIEDLMKDS DKNNDGRI DFDE FLKMMEGY
c-PvA il ADVKKAFAII DAODKSGFIEEDE LKLFLQNF
c-PVA it ETKFFLKAG DSDGDGKI GVDE FTALVKA-
G K
b-S1004al TLI NVFHAH SKEGDKYLSKKE LKELLQTE
b-S100a il AVD KVMKEL DEDGDGEVDFQE YVVLYARL

Figura 57.- Comparacié de les dues regions de la seqiéncia
del safl que es proposa estan estructuralment relacionades aab les
sequéncies de les regions fixadores de Ca?* de diferents proteines
de la familia EF-hand. Els Ca?t.

-%, -2. Els llocs marcats

llocs de coordinacié del

-y,

aab una "n" indiquen residus hidrofdbics altament conservats. Els

S'indiquen amb les lletres ¥, ¥, 2,

residus encerclats en safl I | safl Il sén els que coincideixen asb
|'estructura EF-hand. Les sequéncies de les
proteines eaprades per comparar es van obtenir de (108) | (109).

ICaBP = proteina intestinal fixadora de Cuz*; TNC = troponina C;

residus tipics de

PUA = parvalbimina. Els prefixos "b®, "p" i “c" indiquen |'espécie

a qué pertany la proteina, aixi b=bovi, p=pollastre | c=carpa.
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Aquest és el cas, per exemple del lloc I de fixacio de 1a TNC de
conill on en la posicid Z s'hi troba una glicina i el cas del loc I de 1'ICaBP
que en la posicid X conté alanina. Dos residus molt ben conservats en
aquesta familia de proteines sdn el glutamic que es troba en la posicio -Z
del "loop” i 1a isoleucina situada entre els llocs -Y i -X també del “loop”. En
el cas d'asA I, el glutamic es troba en 1a posicié correcta aixi com la
isoleucina en asA II. La leucina de 1a posicio 26 de 'asA I (primer "n" en
I'hélix C-terminal del 1loc I) és un residu que coincideix en aquesta posicio
en tots els 1locs senars de les EF-hand (I,III o els seus equivalents com és
el cas del lloc II de la parvalbimina). En canvi, el residu de glicina de 1a
posicio 5 del “loop™ malgrat ésser un residu molt ben conservat no es troba
en cap dels llocs del saA. Hi ha exemples perd de proteines d'aquesta
familia en qué aquest residu tampoc s'hi troba, tal com és el cas del lloc I
de I'|CaBP i el 1loc I de 1a S 100a.

El grau d'identitat sequencial entre els 1locs asA-I i asA-11 i els
1tocs corresponents en les proteines fixadores de Ca?* de la familia
EF-hand presentades en 1a Figura 57 varia d'un 10 a un 218, valor que si bé
és baix és molt proper al que es troba entre algunes d'aquestes proteines
entre si, les quals presenten un 20% d'identitat sequencial mitja.

L'homologia entre els llocs de fixacid de Ca®* en el segment
d'activacio i els de les proteines de 1a familia EF-hand es veié molt més
clara quan es van fer prediccions de 1'estructura secundaria per diferents
métodes tals com els de Chou i Fasmann (167,168) i Garnier (169),
emprant el programa de Pongor i Szalay (173) tal com s'especifica en
'apartat M8. Cal recordar que si hi ha una relacid estructurai-evolutiva
entre aquestes families han de presentar ressemblances

conformacionals, ja que 1a conformacid sol variar menys que 1a seqiéncia,
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al llarg de V'evolucié.

En 1a figura 58 es presenten les prediccions fetes pel primer dels
metodes predictius esmentats i en 1a Figura 59 les fetes pel segon. Les
probabilitats de formaci6 d'heélix-a i de gir-p de les regions fixadores de
Ca®* del segment d'activacid sencer es comparen amb les probabilitats
equivalents mitjanes calculades a partir de les regions equivalents de
diferents representants de 1a familia EF-hand. Concretament, es calcula 1a
mitjana de les probabilitats conformacionals per a cada posicid de les
seqUéncies corresponents als llocs de fixaci6 de Ca?* senars o equivalents
(I, III o I en el cas de 1a parvalbumina) de les proteines presentades en la
Figura 57 (29 residus). Aquesta probabilitat mitjana dels llocs senars es
va fer coincidir en el grafic amb el fragment asA 1. Es va fer el mateix amb
els llocs parells (I1, IV o II1 en 1a parvalbimina) els quals es compararen
amb asA 11. Tal com es pot observar en les figures S8 i 59 1a coincidéncia
és elevada i es pot observar clarament 1a seqiéncia estructural tipica de
les proteines d'aquesta familia, hélix-a - "loop™ amb gir B - hélix-a.

Fent servir aquest mateix programa predictiu (173), es van
comparar de forma analoga a les prediccions d'estructura secundaria abans
explicades, els perfils d'hidrofobicitat calculats segons els parametres de
Kyte-Doolitle (170) i Sweet-Eisenberg (171) i el perfil dhidrofilicitat
calculat segons els parametres de Hopp-Woods (172) del saA i de les

proteines de 1a familia EF-hand presentades en 1a Figura 57.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Residu n%®

Figura 58.- Comparacié dels perfils de probabilitat de
formaci6é d'helix-a (R) 1 gir-B (B), segons el mdtode de Chou-Fasman

) elagborada a partir

per saR (O—<) 1 una seqiencia mitjana (
del grup de proteines de la famflia EF-hand de la Fig 57, tal com

s'indica en el text i en |'apartat N8.
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Figura 59.- Comparacié dels perfils de probabilitat de

formacié d'hélix-a (R) i gir-B (B), segons el mdtode de Garnier per

sal (O—) i una sequiéncia mitjana (——) elaborada a partir del

grup de proteines de la familia EF-hand de la Fig 57, tal com

s'indica en el text i en |‘'apartat 118.
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Aquests perfils es mostren en les Figures 60 i 61. Es pot
observar que en els dos perfils hidrofobics aixi com en el hidrofilic hi ha
una coincidencia notable entre saA i 1a prediccié mitjana de les proteines
de la familia EF-hand (sempre comparant saA I amb 12 mitjana dels llocs
senars o equivalents i saA Il amb la mitjana dels llocs parells o
equivalents), sobretot per al lloc saA I. Cal recordar que aquest lloc
presenta per comparacid directa de seqiiéncies una homologia molt gran en
totes les posicions de coordinacié de Ca?* , és a dir, en els vértexs
X,Y,Z,-Y,-X,~Z, amb les proteines d'aquesta familia.

Si comparem en aquesta posicid (saA I) el perfil hidrofilic (Fig.
61) amb les prediccions de probabilitat de formacié de gir p (Figs. S8 i 59)
es pot observar una coincidencia, quant a posici6 seqiencial, d'un maxim
d'hidrofilicitat amb el maxim de probabilitat de formacié del gir B del
"loop” . Aquesta coincidéncia indica que aquest gir probablement es troba
localitzat en 1a superficie de la proteina. Es confirma aqui, una vegada
més, el coneixement general que es té sobre la localitzacid superficial
d'aquest tipus d'estructura secundaria en proteines. En el cas de saA 1l
aquesta coincidéncia no és tant clara, encara que la maxima probabititat
de localitzacié del gir B sembla coincidir amb un minim d'hidrofobicitat
(Fig. 60).

Encara que aquests perfils hidrofdobics i hidrofilic no sén un
metode predictiu directe de lestructura secundaria d'una proteina,
permeten d'obtenir una confirmacié addicional sobre 1a relacié
conformacional dels llocs del saA proposats com a potencials fixadors de
Ca?* 1 les proteines EF-hand. De no ésser aixi, 1a distribucié d'aminoacids
hidrofobics i hidrofilics no coincidiria amb 1a presentada per les proteines

de 1a familia EF-hand en un grau tant apreciable.
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Figura 60.- Comparacié dels perfils d'hidrofobicitat
calculats segons els pardaetres de Sweet-Eisenberg (R) i

) de

proteines fixadores de Ca?* de la fomilia EF-hand, tal com es va

Kyte-Doolitle (B) per saf (O—) i una seqaéncia aitjana (

fer en les figures 58 | 59.
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A

Figura 61.- Comparacié del perfil d'hidrofilicitat calculat
segons els pardmetres de Hopp-Hoods per saR (O—<C) | una seqaéncia
mitjana { =——) de proteines fixadores de Ca®* de la familia

EF-hand, andlogament com es va fer en el cas de les figures 58 i

29.
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Per a quantificar el grau dhomologia conformacional, el programa
de Pongor i Szalay (173), permet de calcular un coeficient de correlacié R
el qual és una mesura del grau d'identitat estructural entre dues
seqliéncies o entre una seqUéncia i una mitjana de seqiéncies, tal com
s'explica en l'apartat M8. Els autors donen valors de R > 0.2 com a
indicatius de seqiéncies homeélogues. En les taules 3 i 4 es presenten els
valors dels coeficients de correlacio trobats en comparar les sequéncies
saA 1 i saA 11 amb les sequéncies d'altres 1locs de fixacid de Ca2* de

proteines de 1a familia EF-hand, concretament les de la Figura 57, emprant

els parametres de P, 1 P, deis metodes de Chou-Fasmann (167,168) i

Garnier (169), respectivament. Aixi mateix les taules presenten una
columna en 1a qual els valors de R corresponen a la comparacio de les
probabilitats conformacionals de cada proteina amb la mitjana de les
sequéncies dels vuit 1locs de fixacio de Ca?* de les proteines de la familia
EF-hand triades (Fig 57). Aquests és per tant un control intern.

Com es pot observar en la taula S, on es mostren els coeficients
de correlacio obtinguts segons el métode de Garnier (169), aquests
oscil.len des de 0.36 fins a 0.95, indicant un grau d'homologia moit elevat,
sobretot quan es compara saA I { saA II amb la mitjana de les
probabilitats de les vuit seqéncies.

Els valors de R calculats segons els parametres de Chou-Fasmann
(taula 6) son inferiors als trobats en el cas anterior, perd, molt pocs d'ells
son inferiors a 0.2. Cal remarcar que Pongor i Szalay (173) consideren que
la utilitzacio del métode de Garnier en la comparacié proporciona uns
valors de R més acurats i amb un grau d'encert més gran que 1a utilitzacié

del de Chou-Fasmann.
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Ra R¢
Segiiencies sahA | saA || Mitja soA | saA |l Mitja
sah | 1.0000 08317 0.7501 1.0000 08412 0.5502
saA i 0.8317 1.0000 0.9223 0.5983 1.0000 0.9245
b-1CaBP | 0.8046 08783 0.9582 05748 08412 0.8829
b-1CaBP fI 0.3633 0.6823 0.8679 0.3098 08176 0.9071
p-TNC HI 07965 08128 0.8879 06536 06179 0.7330
p-TNC 1Y 06679 09012 0.8694 0.4011 07870 0.9050
c-PYAI 0.7647 08028 09217 03497 0.7030 0.7603
c-PYA Il 04791 07596 0.7074 03962 07632 09187
b-S100a ! 0.9442 09468 0.8896 0.8162 08769 0.8580
b-S100ell 03683 06550 0.8379 0.3808 09027 0.8873

Taula 5.- Coeficients de correlacié (R) trobats per a les
proteines indicades en la taula (seqiéncia de 29 aas. de la regié

fixadora de Ca?*) emprant els pardmetres de Garnier per a la
probabilitat de formacié d'hélix-a (R) i gir$ (R), segons el

métode de Pongor-Szalay (173). Els valors que es troben sota la
columna “mitja" corresponen a la comparacié de les probabilitats
conforsacionals de cada seqiéncia amb wuna wmitjana de les
probabilitats conformacionals de wuit seqdéncies de protelnes
EF-hand (Fig. 57).

Es curiés observar el fet que els valors dels coeficients de
correlacié de les taules 5 i 6 obtinguts en comparar saA I amb les
seqiéncies especificades, generalment son mes alts quan 1a comparacio es
fa amb una sequéncia corresponent a un lloc senar (I, 111 o el seu
equivalent en la parvalbdmina, II) que quan es fa amb un lloc parell.
Aquest fet pot indicar una major identitat estructural de saA I amb els
corresponents "1locs I" que amb els “llocs II". E] mateix s'observa per saA

I1 perd com es 1dgic al revés.
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Re Rt

Seqiiéncies saA | saA l Mitja seA | seA |1 Mitja

saA | 1.0000 0.0619 0.3223 1.0000 02712 04923
seA | 0.0619 1.0000 0.3269 0.2712 1.0000 0.3629
b-1CaBP | 03399 0.1708 05527 02954 0.1005 0.5085
b-1CaBP 11 0.1656 0.2737 0.6571 0.3517 0.3464 0.9085
p=-TNC ! 0.0304 02415 (0.5545 04626 0.3906 0.7392
p-TNC IV 0.2359 0.2468 0.7386 0.4377 0.2472 0.8524
c-PYA Ll 0.2910 0.3104 0.6432 0.4559 0.5659 0.8099
c-PYA Il} 0.0902 -0.0572 0.6308 0.1923 0.1381 0.8067
b-S100ati 0.3766 0.0754 0.4703 0.6591 0.2493 0.7739
b-S100all 0.0408 03470 0.6527 0.2935 0.2559 0.8569

Taula 6.~ Coeficients de correlacié (R) trobats per a les
proteines indicades en la taula (sequéncia de 29 aas. de la regié

fixadora de Ca?*) eaprant els pardmetres de Chou i Fasman per a la
probabilitat de formacié d'hélix-a (R,) i girf (R), segons el

métode de Pongor-Szalay (173). Els valors que es troben sota IaA
coluana “"mitja" corresponen a la comparacié de les probabilitats
conformacionals de cada seqidncia amb una aitjana de les
probabilitats conformacionals de vuit seqiéncies de protelnes
EF-hand (Fig. 57).

Aquesta observacid és consistent amb el mecanisme evolutiu
proposat per a les proteines de 1a familia EF-hand (187) i que es presenta
en la fig. 62. Segons Desplan i col. (187) I'origen de les proteines d'aquesta
familia amb quatre llocs de fixacié de Ca®* es va produir per una doble

duplicacié génica. Es va partir d'una molécula amb un unic lloc de fixacid
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de Ca?* 1a qual es va duplicar (presentant després una evolucid diferent els
Nocs 1 i 11) o es va fusionar amb alguna altra regié amb la mateixa funcid
pero d'origen diferent per evolucié convergent. Una duplicacid d'aquesta
segona molécula amb dos llocs de fixacid de Ca?* dona 1loc a les proteines
d'aquesta familia amb quatre 1locs d'uni6 de Ca?*. Per tant, és logic que el

Tloc 1 i el 111 siguin homdlegs igual que els llocs IT i IV.

- -

Primera duplicacis \L %

-4 — -

Evolucid
Evolucié diferent \L convergent

dels llocs i ll

Segona duplicacid \L
] — Calmodulina 411ocs
_O— _O\J Troponins de
/ Q \| Coedens lleugera | fixacid

de la miosina | de Ca?*

O._

2 0 3 llocs de fixacid

n ur v I 11 de Ca?*
o 1CabP
Parvalbumino S-100

Figura 62.- MNodel proposat per a I'evolucié de les
proteines fixadores de Ca?* de la familia EF<hand. I, II, III i IV

representen els llocs de fixacié de Ca?t,
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RKyhﬂ)oolillo RSvul—Eisunborg
Seqiiéncies seA | s || Mitja saA | saA |l Mitja
saA | 1.0000 -0.0900 0.2316 1.0000 0.0608 0.4245
saA || -0.0900 1.0000 0.4384 0.0608 1.0000 0.3120
b-1CeBP | 0.1406 -0.0913 0.2053 0.3332 -0.0531 0.5432
b-1CaBP {i 0.1976 05303 0.8492 0.3037 0.3848 0.8855
p-TNC 1 0.1020 0.3000 0.7753 0.3657 0.3625 0.7813
p-TNC IV 0.2443 0.1175 0.7930 0.2724 0.1942 0.8694
c-PYA 0.3155 0.4633 0.6562 0.4764 0.3135 0.7558
c-PYAIN 0.0753 05063 0.7855 0.1745 03720 0.8172
b-S100al 0.0640 03389 0.5971 0.4030 0.1479 0.6826
b-S100ali 0.1030 0.2503 0.7599 0.2582 0.2224 0.8306
RHopp—woods
Seqiiencies sah | saA |l Mitja
saA | 1.0000 0.0697 0.4543
saA 1 0.0647 1.0000 0.3582
b-1CaBP 1 0.4359 -0.0710 0.5941
b-1CaBP i1 0.2143 0.4157 0.8385
p-TNC il 0.2883 03941 0.8169
p-TNC IY 0.2969 0.2668 0.8754
c-PYA I 05154 02379 0.6881
c-PYA I 0.2806 0.5031 0.8437
b-5100a 05150 0.2680 0.5646
b-5100sa ! 0.2059 0.1916 0.8065

Taula 7.- Coeficients de correlacié (R) trobats per a les
proteines indicades en la taula (seqiéncia de 29 aas. de la regié
fixadora de Ca?*) eamprant els pardmetres de Kyte-Doolitle,
Sweet-Eisenberg i Hopp-Hoods per a la probabilitat de localitzacié
de regions hidrofdbiques i hidrofiliques, segons el amétode de
Pongor-Szalay (173). Els valors que es troben sota la columna
"mitja" corresponen a la comparacié de les probabilitats
conformacionals de cada seqiéncia amb una wmitjona de les

probabilitats conformacionals de wvuit seqiéncies de proteines
EF-hand (Fig. 57).
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Els valors de R calculats emprant les dades de hidrofobicitat de
Kyte-Doolitle i Sweet-Eisenberg aixi com els calculats emprant les dades
d'hidrofilicitat de Hopp-Woods es presenten en la taula 7. Com es pot
observar, aquests valors son semblants per a tots els métodes emprats
essent perd més baixos que els obtinguts en el cas de 1'Us dels parametres
de Garnier. Cal remarcar perd que en la major part dels casos els valors
sOn superiors a 0.2.

Fins al moment, totes les proves presentades de la relacid
estructural del saA amb les proteines fixadores de Ca?* de 1a familia
EF-hand, i que es descriuen en aquest apartat, no ens demostren que el
segment d'activacié de 1a PCPA-II uneixi el metall en qlestid. Per aixo6 es
va plantejar una série d'experiments que ens ho poguessin demostrar, els

quals es descriuen a continuacio.
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RB.B.- Fixacié de Ca?* i Tb3* al saA sequida per

espectroscopia de fluorescéncia.

Esta descrit per a 1a familia EF-hand de proteines fixadores de
Ca?*, que la fixacio d'aquest metall incrementa la fluorescéncia intrinseca
de l1a proteina. En el cas del segment d'activacid es va provar mitjangant
estudis de fluorescéncia si aquest metall provocava el mateix efecte,
seguint el protocol descrit en I'apartat M4.4.1. Eis resultats indicaren una
unioé feble de Caz*, la qual provoca un increment lleuger de 1a banda de
fluorescéncia propia de la proteina, mesurada a 340 nm (excitant a 235
nm.). Per observar aquest increment va caldre pero, arribar a relacions de

metall/proteina de 102-104 A partir d'aquests resuitats es va estimar una

constant de dissociacio de Kdz 10?Ma pH 6.4 1 8.3, en 10 mM Bis-Tris o

Tris/HCI, respectivament.

En I'experiment anterior es van provar dos pHs perqué esta descrit
per algunes proteines de 1a familia EF-hand, tals com les S-100, que 1a
fixacido del metall és depenent del pH (122). Malgrat aix06 el saA no va
presentar fixacio del metall a concentracions baixes d'aquest, tal com
succeeix per a les EF-hand, proteines que presenten constants de
dissociacio pel Ca?* de Vordre de 1074- 10® M (108). Per tant, podem
concloure que el saA malgrat estar relacionat estructuralment amb les
proteines de la familia EF-hand, no fixa Ca?* , almenys amb la mateixa
afinitat que ho fan les proteines amb les quals es vol comparar.

Esta descrit que una de les propietats de les proteines fixadores
de Ca?* de 1a familia de les EF-hand és que I'atom o atoms de Ca?* que
presenten poden ésser substituits per lantanids i concretament per Tb™*
(116,118).
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Aquest metall presenta propietats fluorescents les quals es veuen
extraordinariament incrementades quan s'uneix a la proteina. A fi

d'explorar aquesta propietat en el saA es van portar a terme titracions
d'aquest amb Tb™* mesurant 1a intensitat de fluorescéncia a 545 nm. (A ext.

235 nm) i 2 488 nm. (A ext. 260 o 280 nm.). En 1a Figura 63.A es mostren
les corbes de titracio del saA amb aquest metall, en tres condicions
diferents de forga idnica, enregistrant 1a intensitat de fluorescéncia a 545
nm. Quan el saA es titra amb Tb3* en preséncia de 10 mM Bis-Tris (pH 6.4)
va aparéixer un increment clar de 1a banda de fluorescéncia d'aquest catio
fins que s'arriba a una relaci6é molar de 2-2.25, Tb™/proteina. En aquestes
condicions 1a corba de titracio presentava dues fases les quals encara es
van veure més nitidament quan s'excita a 280 o 260 nm., i s'enregistra 1a
intensitat de fluorescéncia a 488 nm, tal com es pot apreciar en les
Figures 63 B i C. Els dos components d'aquesta corba es van poder assignar,
en primera aproximacio, a dos llocs de fixacido de metall, un d'ells
d'afinitat més gran que l'altre.

Continuant 1a titracié amb Tb®* , quan s'arriba a relacions molars
superiors a 3/1, Tb>* /saA, s'observa un altre increment en la intensitat
de fluorescencia, suggerint 1a fixaci6 d'un tercer atom de metall.

Cal tenir en compte perd que les mesures de fluorescéncia en
aquesta regié presentaren una gran variabilitat d'una mostra a 1'altra,
suggerint que 1a unid d'aquest tercer atom de Tb>* provoca una agregacid
de la proteina, ja que a la vegada s'observa un augment en el pic de
dispersid de la 1lum. Aguesta fixacié d'un tercer atom de Tb™* ha estat
també descrita per a altres proteines d'aquesta familia, tals com l1a |ICaBP
(116,120), 1a CAL (188) i 1a PVA (189), quedant eliminada la fixacio

d'aquest quan en el medi s'hi troba Ca?*.
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Figura 63.- Corbes de titracié amb Tb3* del sof seguides
per fluorescéncia (R) A, 235 na., Aeg 545 na. (B) A_, 260 ma.,

A 168 nm. (C) A_, 260 nm, A, 468 nn.; (e—@) saf a 8 x 1075M en

Bis-tris 10 aft (pH 6.4); (a———) 20 a 8 x 10N en Bis-Tris 10
afl, KCI 0.1 (pH 6.4); (@——m) saR a 8 x 107°N en Bis-Tris 10 ah,
Ca?* 1all (pH 6.4). En la Figura (R) la linia continua correspon a
la corba tedrica calculada a partir dels punts experimentals tal

com s'indica en el text,(----) Bis-Tris 10 all + Tb3*.
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En la Figura 63.A es mostra la corba de titracié del segment
d'activacié amb Tb®* en el mateix tampd anterior perd en preséncia de
Ca?* 1 mM, posant-se en evidéncia l'eliminacié d'aquest tercer lloc de
fixacié del metall. Aquest fet, a la vegada, suggereix que el Ca?* pot
unir-se a aquest tercer lloc suprimint 'agregacié de la proteina, tal com
succeeix en altres proteines d'aquesta familia.

Quan 1a titracié amb Tb3* es porta a terme en el tampo fins ara
descrit perd en preséncia de KC1 0.1 M (Fig. 63.A), és a dir, a una for¢a
jonica més elevada que la descrita abans, s'observa una titracio clara
encara que amb una intensitat de fluorescencia aproximadament del SO% de
I'observada abans en preséncia de Bis-Tris 10 mM (pH 6.4). Aquest fet
també ha estat descrit per altres proteines d'aquesta familia indicant que
el K* pot actuar com a competidor del Ca?* o del Tb™ (122,190) o bé
provocar petits canvis conformacionals en el saA per augment de la forga
ionica, canvis que dificultarien 1'augment de 1a fluorescéncia del Tb>* unit.

Suposant que els dos llocs postulats com a fixadors de Tb* en el
saA son independents es va fer una analisi de les dades de fixacid fent
servir 1'equacié d'Adair-Klotz i un programa d'ajust de corbes basat en el
métode de Gauss-Newton, tal com han fet Haiech et al. (154) i Chiba et

al.(118). Es van poder estimar les seglents constants de dissociacid per a

1a uni6 dels atoms de Tb* Ky =08uM 1 K, =64 uM, abaixaforga
ibnica 1K'y, = 1.2 uM i Ky, = 7.3 uM, a forga ionica més elevada (KC1 0.1

M). Les corbes tedriques calculades tal com s'indica abans es mostren en ia
figura 63. A junt amb els punts experimentals. Els valors de les constants
de dissociacid es van correspondre bé amb els trobats per a 1a unié del
Tb3* als 1locs d'alta i baixa afinitat d'altres proteines fixadores de Ca?*
(108,116,118).

233



Resultats 7 discussio

Donat que el Ca?* s'uneix feblement al saA es va intentar observar
el seu efecte sobre la fluorescéncia d'un complex Tb3*/asA a relacié molar
2/1. En la fig. 64A es mostren els resultats d'una titracié amb Ca?*de
I'esmentat complex. S'observa que per a revertir 1a fluorescéncia del Tb™* i
només fins a la que presenta el complex Tb*/asA a relacié molar d'1/1,
van ésser necessaries concentracions de Ca?* de l'ordre de 7x10™ M.
Aquest resultat ens torna a reafirmar que si bé el Ca?* s'uneix a aquesta
proteina ho fa amb una afinitat molt inferior al Tb3", i 1i és molt dificil
desplagar-lo.

El mateix tipus d'experiment es va portar a terme amb altres
divalents tals com el Cd?* i el Mg?* ja que en la biliografia es troben
referéncies que aquests metalls poden substituir el Tb%* i el
Ca2*(115,191,192,193)). En 1a Fig 64.B es mostra la titracid en el cas del
Cd?* i en la Fig. 64.C en el cas del Mg2*. Com es pot observar, el Cd?* té un
efecte semblant al Ca?* , encara que més profund ja que sembia que pot
desplagar 2 atoms de Tb3*, mentre que el Mg?* practicament no altera la
fluorescencia del complex original Tb3*/saA (2/1). Poc es pot dir sobre
I'efecte d'un i altre divalent ja que com en el cas del Ca?* calen
concentracions molt elevades per substituir el Tb>*. En 1a bibliografia es
troben referéncies diverses sobre l'efecte competidor o no que
determinats divalents poden tenir envers el Ca?* fixat per les proteines de
la familia EF-hand (115, 191, 192, 193).

Es també important d'indicar que es va observar que e! Tb*
practicament no sofreix pertorbacions en 1a seva fluorescéncia quan
s'afegeix sobre 1a PCPA-!l, en diferents condicions de forga ionica del

medi i en un ample marge de concentracions de catid divalent afegit.
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Figura 64.- Reversié de la fluorescéncia del complex
Tb*/saf a relacié molar 2/1 (e———s) per diferents metalls. (R)
Ca?* (B) Cd®* (C) Mg®*; (a——a) intent de reversié a relacions
molars metall/safl baixes, fins a 4/1; (B—™m) intent de reversié a

relacions molars metall/saf elevades.
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Aquesta observacio sembla indicar que els dos llocs de fixacio de
Tb3* en el saA son inaccesibles al metall o bé estan deformats quan el saA
esta unit a 1a PCPA. Aquest resultat reforga els indicis que 1a conformacid
del saA és diferent dins de 1a PCPA que fora d'ella. Per altra part, aquest
resultat sembla indicar que els efectes provocats pel Ca?* sobre
I'activitat enzimatica de 1a PCPA-II i PCPA-I, descrits en 1'apartat RB.6,
no poden ésser deguts a una fixacid del metall al saA dins del proenzim.
Queda per tant per explicar 1a influencia del Ca?* sobre l'activitat dels

proenzims.
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RB.9.- Fixacié de Ca?* i Tb3* al saA sequida per

calorimetria de reaccio.

Quan es produeix una interaccidé entre un 11igand i una proteina, en
la majoria dels casos, s'absorbeix o desprén calor que pot mesurar-se si es
disposa dels instruments idonis. En el nostre cas, es va seguir 1a fixacid de
Ca?* i Tb* al saA mitjangant calorimetria discontinua de reacci6 (veure
apartat M6.1).

En primer lloc cal fer esment que es va efectuar una titracio del
saA amb Ca?* i que no es va observar cap senyal de despreniment o
absorcid de calor. Una vegada més sembla doncs que 1a unid d'aquest metall
al saA és molt feble o no detectable per les técniques empradas. En canvi
si que s'observa una clara petorbacié calorimétrica en afegir Tb>* sobre
SaA

En la Figura 65 es mostra 1a corba de fixacid de Tb* al saA
obtinguda per representacié dels valors d'entalpia de cada addicid de
metall enfront de 1a concentracié de Tb3*. Com es pot observar, 1a corba
arriba a un repla el qual coincideix amb 1a saturacid de 1a proteina pel

Nligand. D'aquest repla es va poder deduir, en primera aproximacié, un valor

d'entalpia de saturacié , AHmax , el qual es va fer servir per calcular 13

fraccié de saturacié mitjangant la relacid AH/AH__ i obtenir aixi la

concentracio de 1ligant unit i per diferéncia 1a de 1ligant lliure a cada
concentracio de lligant total utilitzada. A partir de la concentracié de

1ligant 1iure i dels valors d'entalpia de cada punt es va fer un ajust per

minims quadrats d'1/AH enfront de 1/{L] tal com s'indica en 1'apartat

lliure

M6.1.
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{KJ/mol)

AH

Figura 65.- Entalpia de reaccié del Tb* aab el saf en
funcié de la concentracié total de metall addicionada {a) punts
experimentals {(——) corba tedrica calculada tal com s'indica en el

text. Condicions: 252C, saff 4.59 x lﬂ"sﬂ, taspd Bis-Tris/HCI 10 aff

(pH 6.4).
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De tot aquest tractament matematic s'arriba, en el nostre cas, a
un valor d'entalpia del procés de titraci¢ amb Tb>* de 24,8 KJ/mol de
proteina i a una constant de dissociacio d'! puM. Es va obtenir una Gnica
constant de dissociacié ja que la corba experimental obtinguda i el
tractament matematic abans explicat semblen indicar un Unic lloc de
fixacio del metall. El valor deduit per a la constant de dissociacio per Tb3*
coincideix acceptablement amb el trobat pel lloc d'alta afinitat descrit en
els experiments de fluoresceéncia presentats en I'anterior apartat.

Les discrepancies observades entre una i aitra técnica es poden
explicar pel fet que algunes fixacions de metall poden ésser térmicament
silencioses, tal com s'ha trobat per algunes proteines de la familia
EF-hand (194), o bé, perqué, 1a fixacid del metall pot anar acompanyada
d'un canvi conformacional 1a calor de transformacid del qual sigui d'igual
magnitud al degut a 1a fixaci6 perd de signe oposat, donant com a resultant
un calor net nul.

A partir dels valors de la constant de dissociacid i de Ventalpia de
la titracio es van calcular altres parametres termodinamics del procés.
Aixi, el valor d'energia 1liure AG?: calculat a partir de 1'equacié AG? = -2.3
RT log K, és de -34.19 KJ/mo). Aixi mateix, el canvi d'entropia del procés
es va calcular mitjangant AG = AH-TAS, i es va trobar un valor de -197,75
J/mol x grau. Tots aquests valors dels parametres termodinamics del
procés de titracido del saA amb Tb3* es resumeixen a continuacié en 1a

taula 8.
AG(KJ/mol)  AH(KJ/mol)  AS (J/moixgrau)

B o o o s o ey D Sk S o S Y o S W S S S S S T a0 s R S Y A W T S P Ak ST P S e OB TN S SR S S e e R S G S i T TR S Sy Y S R A e e S S o v
B S S R R N S R T T L R S S S T R N S R R S N S S S N S R NN S T S S S S R SRS m SRS amREenRnas=S

saA (25eC) + Tb3* -34.19 2480 -197.75
Bis-Tris 10 mM (pH 6.5)

Taula 8.- Parametres termodinamics de 1a unid de! Tb3* al saA.
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Com es pot deduir del valor d'entalpia, la titracié és endotérmica.
En 1a bibliografia es troben referéncies que la fixacio de Ca®* a les
proteines de la familia EF-hand pot ésser un procés endo o exotérmic
depenent de 1a proteina en qlestid, o bé de les condicions experimentals, i
de la preséncia en el medi dalgun altre divalent diferent del Ca?*
(194,195). Fins al moment, aquest estudi calorimetric de fixacié de Tb5* al
saA és preliminar i no es coneixen encara les variacions que pot provocar
un canvi en les condicions del medi sobre els parametres termodinamics
del sistema.

Per Gltim cal fer esment que disposem d'observacions preliminars
que indiguen que I'addicié de Ca?* o Tb%* a 1a PCPA-1l no produeix cap
absorcio o alliberament de calor, almenys utilitzant la técnica
microcalorimétrica aqui descrita. Sembla doncs que el saA podria
presentar els llocs de fixacié de metalls divalents amagats o deformats
dins de 1a PCPA. Aquest resultat és practicament identic a l'extret dels
experiments de titracié de saA i PCPA amb Tb3* seguits per fluorescéncia
(veure apartat RB.8), i refor¢a de nou la possibilitat que el saA presenti

una conformacio diferent aillat que dins de 1a PCPA.
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RB.10.- Tincio especifica per a proteines fixadores de

Ca2t

Les proteines fixadores de ca?* que pertanyen a la familia de les
EF-hand, formen un complex caracteristic amb el colorant "Stains-all”
desplagant 1a banda d'absorcio del mateix de 575 nm a 620-640 nm (banda
J) (127). La formacié d'aquest complex és Util per a identificar proteines
que pertanyen a I'esmentada familia (127,128).

En 1a figura 66.A es mostra 1'absorcié a 640 nm de complexos de
Stains-all amb el saA comparada amb l'absorcid dels formats amb
proteines patrd: calmodulina (CAL) com a patrd de la familia EF-hand i
I'albdmina de sérum bovi (BSA) com a patrd d'una proteina no fixadora de
Ca?*. Com es pot observar en la f igura, el saA es va comportar com una
proteina fixadora de Ca2+, presentant un maxim d'absorcié a 625 nm., que
augmenta en augmentar 1a concentracid de proteina fins a 4 yugr/ml, maxim
que també déna la calmodulina. Quan s'augmenta més la concentracid de
proteina aquests maxims disminuiren, apareixent una banda a 490 nm.

Es pot veure clarament 1a diferéncia entre els complexos formats
pels membres d'aquesta familia de proteines fixadores de Ca?* i altres
tipus de proteines mitjangant 1'obtencid d'espectres de diferencia , tals
com els de la fig. 66.B, enregistrats enfront de colorant sol. El segment
d'activacido i 1a calmodulina van presentar un espectre similar amb un
maxim d'absorcid centrat entre 620-640 nm mentre que la BSA va
presentar un maxim a 490 nm.

El fet que el saA formi els mateixos complexos amb aquest
colorant que les proteines fixadores de Ca?* de 1a familia EF-hand és una
prova que aquesta proteina presenta una relacio estructural amb elles

malgrat que no s'ha pogut detectar una fixacié clara de Ca?* .
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Figura 66.~ (R) Increment de |'absorcié a 640 nm. del
"Stains-all" al 0.001%, en preséncia de quantitats creixents de CAL
(e - ), saf {(»——) i BSA (m——m),

{B) Espectres de diferéncia dels complexos de "Stains-all”
al 0.001% anb CAL (----), saA (—) i BSA (-——-) a 4 ugr/ml. de
proteina, enfront de colorant sol. Condicions generals del wmedi:

Tris/HCI 10 aft {pH 8.8), formamida 0.1%,252C.
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Cal perd eliminar la possibilitat que el saA sigui una
sialoglicoproteina o una fosfoproteina les quals se sap que donen lloc a
complexos amb les mateixes propietats espectrals que les EF-hand (127).
Per aix0, es va fer Us del fet que el Ca?* i altres metalls divalents
substitutius poden eliminar 1a banda centrada a 620-640 nm que formen
les proteines EF-hand amb el "Stains-all1"(128). Si aquest fet té lloc en el
cas del saA es podra eliminar la possibilitat que es tracti d'una fosfo o
sialoglicoproteina. Amb aquesta finalitat es van formar els complexos del
segment d'activacié amb Stains-all en preséncia d'etilenglicol al 30%, ja
que esta descrit que en aquestes condicions 1'addicio del metall no provoca
I'agregacié del! colorant (128), fet que dificultaria V'observacié de la
formacio del complex.

En la Figura 67 es mostren els espectres d'absorcid de BSA, CAL i
saA acomplexades amb Stains-all, en preséncia d'etilenglicol al 30%. Com
es pot observar el segment d'activacié i la CAL van donar un tipus
d'espectre molt similar i diferent del presentat per 1a BSA. En enregistrar
aquests mateixos espectres en preséncia de concentracions creixents de
metall divalent, es va trobar que tant el Ca?* com el Tb* aconseguiren
eliminar 1a banda centrada a 620-640 nm per6 va caldre 10 vegades més
Ca?* que Tb>* perqué desaparegués 1'esmentada banda, tant en el cas del
saA (Figs. 68 B i 69 B) com de 1a CAL (Figs. 68 A i 69 A), emprada com a
patré. Segons aquest resultat, podem excloure 1a possibilitat que es tracti
d'una fosfo o sialoglicoproteina, corroborant 1'afirmaci6é abans esmentada
que el saA és una proteina estructuralment relacionada amb les de la
familia d'EF-hand.
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Figura 67.- Comparacié dels espectres d'absorcié dels
coaplexos Stains-all (0.001%) amb CAL (----), asA (-——) i BSA
(—) a 8 upg/al de proteina en Tris/HCI 10 ufft (pH 8.8) i en

preséncia d'etilenglicol al 30X,
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Figura 68.- Efecte del Ca?* sobre els espectres d'absorcid
) sense

dels complexos *Stains-all® amb CAL (R) i saR (B); (
metall; (-—-) amb Cg?* 0.1 aM; (----) amb Ca®* 1 aft; (— —) amb

Ca?* 10 al; (——— ) aab Co?* 100aM. La concentracié de proteina fou

en tots els casos de 8 pg./nl.
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7/
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Figura 69.- Efecte del T6%* sobre els espectres d'absorcié
) sense

dels complexos “Stains-all" amb CAL (R) i safl (B); (
mctall; (-—-) amb Tb** 0.1 alfl; (----) aab Tb** 1 all. La

concentracié de proteina fou en tots els casos de 8 pg./al.
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Un ditim punt important que cal esmentar és que quan la tincid
amb "Stains-all” es va repetir amb 1a PCPA-II, precursora del saA, no
s'observa la banda tipica de les EF-hand, al voltant de 620-640 nm.. Aquest
resuitat una vegada més corrobora 1a hipotesi que el saA quan s'allibera de
la PCPA precursora canvia de conformacid adquirint tota 1a série de
propietats descrites que el relacionen amb les proteines de la familia
EF-hand, propietats que no té o com a minim no manifesta abans

d'alliberar-se.
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L'objectiu principal inicial d'aquesta Tesi fou continuar la
caracteritzacié estructural del segment dactivacié aillat de 1la
procarboxipeptidasa A, tasca ja endegada al nostre laboratori (18), amb la
finalitat ultima (i per ara llunyana) de comprendre el mecanisme
mitjangant el qual aquest segment produeix 1a inhibicid de 1'enzim actiu.

Simultaniament el coneixement profund de 1a interaccié segment
d'activacié-carboxipeptidasa A i de la inhibicié d'aquesta podria ajudar a
comprendre millor el mecanisme que permet que les procarboxipeptidases
A de pancreas de porc sofreixin activacio proteolitica. Aquests proenzims
porcins pel fet de presentar una forma monomeérica, de 1a qual es va poder
aillar el seu segment d'activaciod, ofereixen clares facilitats en la seva
caracteritzacio, respecte a les formes homologues d'altres especies. Cal
recordar que la majoria de procarboxipeptidases A de pancreas de
diferents mamifers presenten estructura quaternaria que dificuita el seu
estudi (41-55).

Cal dir que es coneixen pocs casos de segments d'activacié de
proenzims 1a funcionalitat secundaria dels quals sigui coneguda (14-17) .
A més, no s’ha aconseguit d'aillar cap segment d'activacié de les
procarboxipeptidases pancreatiques a part del que és objecte d'estudi en
aquest treball. Aix6 fa que no s'hagi pogut investigar directament amb ells
i que, per tant, no es conegui si aquests segments un cop alliberats del
proenzim presenten una funcié especifica, secundaria, a més de 1a d'inhibir
el proenzim. Aquesta pregunta sorgeix de forma immediata en el cas del
saA si es té en compte que conté 94 residus. La seva sintesi sembla un
dispendi energétic excessiu si 1a seva Unica finalitat és 1a d'inhibir 1a
PCPA. Existeix 1a possibilitat que una vegada alliberat del proenzim per
protedlisi limitada, el saA o fragments d'ell tinguin una funcié
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secundaria en l'aparell digestiu (p.e. hormonal, trasportadora.etc.), fet
comprovat per a altres proproteines (14-17), o bé que serveixi de senyal
per inhibir 1a sintesi o secrecié de nou proenzim (16). També és possible
que el saA sigui conseqiiencia d'un fenomen evolutiu sobtat (p.e. una
trasposicio génica) que hagi tingut éxit evolutivament degut pel seus
avantatges funcionals maigrat el seu cost.

En treballs previs efectuats en el nostre laboratori es demostrava
clarament que aquest segment constitueix un domini estructural amb
funcionalitat propia dins de 1a PCPA (18,105), actuant com a inhibidor
competitiu de 13 CPA. Amb els resultats presentats en aquesta Tesi
s'aporten evidéncies que 1a conformacié d'aquest segment (i potser 12 seva
funcio) no és 1a mateixa quan es troba unit a 1'enzim actiu formant el
proenzim que quan s'ailla d'aquest. Només cal recordar els resultats de
desnaturalitzacié térmica i desnaturalitzacio per urea d'ambdues
proteines, PCPA i saA.

E) fet que aquest segment no es comporti igual en una que en
l'altra situacid pot ésser perqué sofreixi un canvi conformacional que li
confereixi unes caracteristiques particulars. Cal recordar que existeixen
exemples de sistemes en els quals 1a protedlisi limitada a més d'eliminar
una obstruccid del centre actiu d'un enzim, pot induir-1i un canvi
conformacional que el faci més actiu (4,12). Aquest canvi conformacional
podria molt bé afectar a 1a vegada el segment d'activacié i 1'enzim actiu,
canviant les propietats d'un i altre.

Quan es va anar caracteritzant aquest segment d'activacid es va
trobar que presentava en 1a seva estructura una abséncia total de cisteines
(i per tant de ponts disulfur), un elevat contingut d'aminoacids acids i
hidrofobics, particularment fenilalanines, aixf com un elevat contingut en
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hélix-a (18). Tot aixd fa que presenti espectres d'absorcié i de dicroisme
circular a Yultraviolat semblants als presentats per un grup de proteines
fixadores de Ca®* de la familia EF-hand. A 1a vegada s'observa que el saA
presenta una elevada resisténcia a 1a degradaci6 triptica ja que en el propi
procés d'obtenci6 apareix com a proteina d'alt pes molecular, maligrat tenir
en 1a seva seqdéncia molts enllagos peptidics susceptibles a 1'atac per 1a
tripsina. Aquesta resisténcia s'accentua pel saA alllat quan en el medi s'hi
afegeix Tb>* (Vendrell J., resultats no publicats). Aquest segment presenta
també una elevada termoestabilitat. Tota aquesta série de
caracteristiques esmentades son tipiques de les proteines fixadores de
Ca®* de la familia EF-hand,

Un cop es va conéixer 1a seqiéncia del saA s'observa que s'hi
troben dues regions seqiencialment homélogues a les regions fixadores de
Ca?* de les proteines EF-hand. A part de 'homologia seqiiencial s'ha trobat
un grau d’homologia encara més elevat quant a 1a seva potencialitat de
formacié d'estructura secundaria. Aixf, les prediccions d'aquesta,
efectuades per diferents métodes, indiquen clarament que en les regions
postulades com a fixadores de Ca?* es presenta la tipica estructura de
I'EF-hand, és a dir, 1a seqiéncia hélix-a-"loop" (gir-p)-hélix-a.

Tot aixd6 va fer pensar que el segment d'activaciéo de la PCPA
podria estar relacionat estructuralment i funcionalment amb les proteines
d'aquesta familia EF-hand. Malgrat totes les caracteristiques comunes
esmentades, no s'ha pogut demostrat 1a principal, 1a fixacié clara de Ca?*.

En canvi si que es van trobar tota una série de propietats
especifiques de les proteines d'aquesta familia tals com son 1a fixacid de
Tb™*, substituint el Ca?*, amb una afinitat més elevada i 1a formaci6 de

complexos particulars amb el colorant Stains-all.
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De tots aquests resultats podem deduir, per tant, que si bé el
segment d'activaci6 aillat de la PCPA monomérica de pancreas de porc no
forma part de ia familia EF-hand de proteines fixadores de Ca2", si que hi
esta estructural i evolutivament relacionat. Ambdos tipus de proteines
probablement tenen un origen evolutiu comy.

Cal tenir en compte que entre els mecanisme evolutius més
freqlents es troben 1a duplicacid i fusid génica (12). S'ha demostrat que
determinades proteases que presenten alguna altra funcidé a part de la
proteolitica s'han originat per fusid de dos gens que codifiquen per a cada
una de les funcions corresponents de 1a proteina. Com a exemple clar
podem esmentar una proteasa neutra, intracel.lular, depenent de Ca?*,
composta per dues subunitats, de les quals 1a primera presenta 4 dominis
estructurals (196). D'aquests dominis, l'anomenat II és una
tiol-proteinasa del mateix tipus que 1a papaina i el domini anomenat 1V és
una proteina fixadora de Ca?* homéloga a la calmodulina. Dels dos altres
dominis no es coneix fins al moment 1a seva funcid..

La subunitat que presenta els 4 dominis estructurals s'ha
demostrat a partir d'estudis del gen que 1a codifica, que s'ha originat per
fusid génica de les 4 sequéencies polinucleotidiques que codifiquen els 4
polipéptids que donen lloc a cada unitat funcional (196). A més, en
estudiar I'estructura gendmica del domini 1V, 1a regi6 fixadora de Ca?*,
s’ha vist que conté quatre exons, que codifiquen estructures tipus EF-hand,
els quals estan separats per introns normalment localitzats en les regions
plegades en hedix-a . Aquesta estructura del gen es consistent amb una
dupticacié génica tal com s'ha proposat per les proteines de 1a familia
EF-hand (187), encara que alguns gens de les proteines d'aquesta familia
no permeten una explicacié tan simple ni una coincidéncia tan elevada
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entre unitat funcional i organitzaci6 dels exons, com 1a subunitat 1V de 13
proteina descrita.

En el cas del saA de 1a PCPA es pot pensar que ha succeit un fet
similar, fusionant-se el gen que codifica la regi6 amb activitat
proteolitica (gen de 1a carboxipeptidasa A) amb el gen que codifica una
regi¢ proteica amb capacitat fixadora de Ca®* (gen del segment
d'activacid). Tal vegada, la proteina ancestral producte d'aquesta fusié va
presentar unes propietats avantatjoses que van afavorir la fixacid
evolutiva de la fusié: propietats tals com la inhibicié primerenca de
I'activitat de 1a CPA i control d'aquesta inhibici6 per fixacio de Ca2* a la
regié fusionada amb facilitacié de 1a seva degradacié per accié d'altres
proteases. Cal no oblidar que el Ca2* és un efector tipic de proteases i de
sistemes regulats per protedlisi limitada: serin-proproteinases
pancreatiques, factors de coagulacid de la sang, etc. (6-8). De fet, en
altres procarboxipeptidases diferents de l1a porcina (49,55,91), i
particularment 1a de “dogfish™ (49), s'ha observat que la preséncia de Ca®*
accelera espectacularment 1a seva activacio proteolitica.

De totes maneres, aquesta funcid fixadora de Ca?* podria quedar
totalment emmascarada en formar-se la unid6 CPA-saA, vegada degut al
canvi conformacional sofert per aquest ultim a fi d'adaptar-se al centre
actiu de I'enzim. També és possible que s'hagin produit reordenacions
genomiques o mutacfons puntuals que hagin alterat la capacitat fixadora
de Ca?* per part d'aquesta proteina, capacitat que només recuperaria en
part en alliberarse de I'enzim actiu.

Fins al moment, no es coneix 1'estructura del gen que codifica el
saA de 1a PCPA de pancreas de porc, perod si el de 1a PCPA de pancreas de

rata (94). Donada I'elevada homologia entre una i altra seqiéncia podem
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pensar que els resuitats trobats per una d'elles poden ésser perfectament
aplicables a 1'altra. Bé doncs, quan s'estudia 1a possible relacié unitat
funcional-organitzacid dels exons en el gen de 1a PCPA de pancreas de rata
no coincideix el nombre de les regions postulades com a fixadores de
Ca?*en el saA amb el nombre i limit dels exons definits (94).
Concretament, en 1a regi6 pre i proenzimatica es troben tres exons, dels
quals el primer inclou el péptid senyal i quatre residus de 1a seqiiéncia
propeptidica. El segon exd conté 1a regié que va del residu 4 al 34 del
propéeptid i el tercer conté 1a resta del propéptid a més de 18 aas. de la
regié activa o carboxipeptidasa A. Si recordem que les seqiiéncies
proposades com a fixadores de Ca2* van del residu 4 al 34 (asA 1) i del 55
al 84 (asA I1), clarament s'observa que només la primera regid fixadora de
Ca?* del saA coincideix exactament amb els exons definits.

De tota manera cal tornar a recordar que algunes de les proteines
de 1a familia EF-hand tampoc presenten una estructura génica en exons
facil de relacionar amb les unitats funcionals o dominis fixadors de Ca®*
d'aquestes (197). Concretament i perqué serveixi d'exemple, en 1a figura
70 es presenta un esquema comparatiu de 1a correspondéncia trobada entre
unitat funcional i distribuci6é d'intron en el gen de 1a calmodulina i en el
gen que codifica per a la regid pre i proenzimatica de 1a PCPA de pancreas
de rata.

En qualsevol cas, si reaiment 1a formaci6 del gen de 1a PCPA s’ha
produit per fusié d'un gen d'una proteina EF-hand i un gen de CPA, i si
aquesta fusid ha suposat un guany evolutiu a causa de la capacitat de fixar
Ca%* de la nova proteina, quedaria explicat perqué aquesta presenta un

segment d'activacid tan llarg.
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REGIONS D'UNIG DE DOMINIS DOMINIS
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Figura 70.- Localitzacié dels introns dels gens de la
calsodulina de pollastre (197) | saf de la PCPA de rata (94)
respecte a les unitats funcionals proposades com a llocs de fixacié

de Ca®* en CAL de rata (199) i saR de la PCPA de pdncreas porci.
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Totes les proteines fixadores de Ca?* tipus EF-hand (108) tenen
almenys dues regions fixadores del metall per poder transmetre els
efectes d'aquest catid, és a dir, requereixen almenys 2 x 29 residus (més
12 regi6 d'unid) per poder efectuar 1a seva accid. No és per tant estrany que
el saA tingui 94 residus si, d'alguna manera, prové d'una proteina de la
familia EF-hand. Com a contrast recordem que durant 1a seva activacio els
tripsindgens perden 6 aminoacids de I'extrem N-terminal i els
quimotripsindgens, proproteases i proelastases d'11 a 15.

Relacionat amb el fet que el saA presenti dues regions fixadores
de Ca?*, és curids constatar el fet que per microcalorimetria de DSC es
detecti un sol domini estructural, una sola transicio en el seu
desplegament térmic. Aix0 semblaria indicar que les dues regions
fixadores de Ca?* del saA presenten un plegament depenent una de l'altra.
Caldria pero observar I'efecte del Ca2* o del Tb®* sobre les corbes de DSC
del saA per poder determinar realment el grau de dependéncia esmentat.
Altres proteines de la familia EF-hand, per exemple la calmodulina,
presenten un nombre variable de dominis estructurals definits per
calorimetria, segons sigui el seu grau de saturacié amb el metall (198). Es
important indicar que en base a les corbes de titracié del saA per Tb>* és
podria arribar a obtenir informacido sobre el caracter independent o
dependent de 1a unié d'aquest metall a les dues regions fixadores i sobre la
seva interrelacid. Aquest estudi, si es vol fer bé, exigeix perd dades
complementaries, preferiblement obtingudes per altres técniques tal com
I'equilibri de dialisi. Nosaltres perd, i com a primera i més senzilla
aproximacido, hem aplicat un tractament matematic que considera
I'existéncia de dos llocs de fixacid independents. Aquest és un punt a

revisar i millorar en el futur.
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Cal també esmentar que s'ha proposat que la CPA de pancreas de
bou conté tres dominis estructurals en base a estudis cristalografics per
difraccio de Raigs X (69) i en base a prediccions teoriques de V'estructura
terciaria de 1a proteina (70). En canvi, nosaltres en base als experiments
de DSC, n'hem trobat només dos en 1a CPA aillada de pancreas porci. Val a
dir que, dels tres dominis predits tedricament per a 1a CPA de bou, un
d'ells és molt petit, i no presenta, amb prou feines, estructura secundaria.
Aix0 fa pensar que si en 1a CPA de porc aquest domini es manté, 1a seva
fusio térmica pot ésser no detectable per calorimetria o bé que es doni
conjuntament amb algun dels altres dos dominis.

Quan s'ha estudiat 1a coincidencia entre els tres dominis
proposats per a 1a CPA de pancreas de bou i 1a distribucio d'introns i exons
que es troba en el gen que codifica 1a mateixa proteina en pancreas de rata,
tampoc és evident una correlacid clara. Concretament els residus de 1a
CPA considerats com a essencials es troben dispersats en 5 exons
diferents sense presentar cap agrupament funcional. A la vegada, en 13
molécula de CPA tampoc es troba cap correlacié entre el plegament
secundari que presenta i 1'ordenacid d'exons (94).

Tot aixo fa pensar que 1'estructura d'aquestes proteines, tant la
CPA com 1a PCPA ( i per tant el saA) presenta encara tota una série
d'incognites a nivell evolutiu i de 1a seva relacié amb I'estructura génica
que fins al moment no tenen resposta clara.

Referent a la mobilitat conformacional presentada pel SsaA,
fenomen del qual s’han aplegat diversos indicis al llarg del trebaill
presentat en aquesta Tesi, cal recordar que és una propietat no aliena a les
proteines EF-hand amb les quals se'l pretén emparentar. De les proteines
d'aquesta familia 1a funci6 de les quals es coneix, és a dir, 1a calmodulina i

1a cadena lleugera de 1la miosina, se sap que interaccionen amb
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altres proteines, siguin receptors o subunitats del complex del qual
formen part. Aquesta interaccié es veu afavorida pel canvi conformacional
que sofreixen en fixar el metall i per la seva mobilitat conformacional
intrinseca que els permet una adaptacio al loc d'interaccié6.

Quant a problematica sobre 1a localitzacid espacial del saA
respecte a 'enzim actiu i a 1a subunitat de proproteasa E que acompanya
aquest Ultim en el complex binari (PCPA-I), ha quedat demostrat per
electroforesi en gradient d'urea que el segment se situa entre ambdues
subunitats, participant de forma secundaria en 1a seva unid. Aquest
complex binari, no obstant, també es forma entre 1a CPA i 1a PE actives i
és més estable que el format entre el saA i 1a PPE. Aquest resultat indica
de forma clara que un cop activat el proenzim binari, 1a dissociacio de les
subunitats components no té lloc, punt que en el sistema enzimatic de
pancreas de bou no quedava clar (88).

Per altra part, el fet que el saA interaccioni amb 1a PPE dona una
rad per comprendre el diferent procés d'activacio triptica que presenta el
complex binari respecte a ia forma monomeérica en el sistema enzimatic de
la PCPA de pancreas de porc. Aixi, l'activacio triptica de la PCPA-II
{monomer) és molt més rapida en els primers estadis que el de 1a PCPA-I
(complex binari), pero al cap d'l! a 2 hores daddicionar la tripsina
I'activitat del complex binari es fa més elevada que la de la forma
monomeérica (100). Per aconseguir activar completament la PCPA-II cal
que el seu segment d'activacio deixi de formar complex amb 1'enzim actiu.
Perqué aixd succeixi cal, probablement, que el segment d'activacid perdi
alguns aminoacids del seu extrem C-terminal ja que sembla ésser que quan
aquest segment es presenta en una de les formes de baix pes molecular no
es forma el complex CPA-saA, tal com s'’ha observat per electroforesi en

gradient d'urea (Vendrell J, Vilanova M., resultats no publicats). La pérdua
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d'alguns residus de l'extrem C-terminal pot tenir lloc per accid de la
tripsina sobre algun enllag susceptible d'atac per aquesta proteasa. Si
observem 1a seqliéncia d'aquesta proteina es veu que en la posiciéo 25 a
partir del C-terminal presenta un enllag peptidic daquestes
caracteristiques.

Aquest segon atac per part de la tripsina es pot veure dificultat
pel fet de 1a interaccié saA-PPE, interaccidé que pot ajudar a protegir el
segment d'activaci6. Cal recordar també que aquesta regié C-terminal es
troba plegada presentant un elevat potencial formador d'hélix-a,
estructura que dificulta I'accid de les proteases sobretot si a més aquesta
regiéd interacciona amb alguna altra proteina com podria succeir en el
complex binarf. Ara bé, quan la PPE s'activa pot ésser que ataqui
directament el saA, reduint-1o de mida i1 facilitant el seu alliberament . En
aquest punt és quan s'observaria I'augment d'activitat del complex binari
respecte a 1a forma monomeérica,

Un Gitim punt posat en evidéncia de forma lateral en aquesta Tesi,
i fins al moment no conegut, és el fet de la formaci6 d'un complex
PCPB-PPE. L'existéncia d'aquest complex, encara que només es pugui
obtenir artificialment, i l'estudi de la cinética dactivacié daquest
permetra una comparacié amb el sistema de 1a PCPA, comparaci6 que pot
ésser Util per comprendre el diferent mecanisme d'activaci6 presentat per
una i altra forma de procarboxipeptidasa.
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1.- El segment dactivaci6 de la procarboxipeptidasa A
monomeérica de pancreas de porc presenta una mobilitat estructural i

posicional elevada quan es troba unit a 1'enzim actiu formant el proenzim.

2- Un cop alliberat del proenzim aquest segment presenta una
conformacié diferent, mantenint un elevat grau de flexibilitat
conformacional. Aquesta nova conformacioé 1i confereix una seérie de

propietats que no presenta quan esta unit a I'enzim actiu.

3.- A partir dels estudis de RMN del saA aillat podem concloure:

a) Aquest segment presenta una estructura globular, 1a qual es
manté en un marge de pH ample, de 5.7 a 13.0. La for¢a idnica no sembla
contribuir a 1'estructuraci6 d'aquesta proteina.

b) Els experiments de titraci6 del saA al 11arg del pH indiquen una

localitzacio superficial dels seus residus dhistidina, residus que
presenten un pK_ no pertorbat.

¢) El seguiment en funcid del pH del despiagament quimic de les
ressonancies de residus apolars pertorbades per corrents d'anell dona, en
la major part del casos, una doble sigmoide que indica I'existéncia de
veinatges d'aquests residus amb residus histidina i tirosina. Aquestes
relacions espacials sdn de naturalesa complexa, i no s’ha arribat a 1a seva
resolucié ni emprant técniques de pertorbacio.

d) L'andlisi de bescanviables, 1a iodacié d'histidines i 1a seva
deuteracié suggereix que el saA aillat presenta una elevada flexibilitat

conformacional.

261



conclusions

4- Experiments d'espectroscopia de RMN i d'espectroscopia

d'absorcié a l'ultraviolat confirmen que 1'nica tirosina del saA presenta

un pK, molt elevat, superior a 11.8. Aquest valor suggereix que el grup

fendlic del residu de tirosina esta formant pont d'hidrogen amb algun altre

grup o bé que es troba interioritzat.

5.- E1 saA aillat presenta una elevada termoestabilitat amb una
temperatura mit ja de desnaturalitzacié molt superior a 1a del proenzim. En
canvi, aquest Ultim és, comparativament, més resistent a la
desnaturalitzacio per urea. Entre O i 9M urea el saA presenta una transicio,
corresponent a un procés de desnaturalitzacio rapid en una sola etapa, i
amb un punt mig al voltant de 6.5M urea, en canvi, 1a PCPA no es

desnaturalitza en el marge de concentracions d'urea esmentat.

6.- El procés de desnaturalitzacid térmica del saA aillat és
totalment reversible, mentre que el del seu proenzim precursor i el de
'enzim actiu només ho sdén en determinades condicions, sobretot quan la
forga idnica del medi és baixa i el temps de pertorbacid térmica curt.

El saA aillat presenta una termoestabilitat practicament constant
en un ample marge de pH, que va de pH neutre a pH 1leugeramnt alcali, al
contrari del que succeeix en el cas del proenzim i de 1'enzim actiu.

En general 1a PCPA presenta, en les mateixes condicions del medi,
una termoestabilitat 1leugerament superior a 1a CPA. La petita diferéncia
de termoestabilitat entre ambdues no es justifica per 1a presénciaen la
primera del saA ja que aquest un cop aillat presenta una termoestabilitat
molt superior a 1a d'ambdues proteines. En les corbes de DSC de 1a PCPA
tampoc s'observa cap transicidé deguda al saA. Tot aixé indica una diferent

conformacid per al saA a dins que a fora de 1a PCPA.

%2



conclusions

7.~ Segons els resultats trobats per microcaiorimetria diferencial
d'escombrat el saA aillat presenta una desnaturalitzacid térmica que és
reversible i de 1a qual es dedueix que conté un Unic domini estructural. En
cas que el saA contingui subestructures, com s'hipotetitzara sequidament,

aquestes presenten una desnaturalitzacio no-independent.

8.- L'estructura primaria i els potencials de formaci6 d'estructura
secundaria del saA presenten un grau d'homologia elevat amb I'estructura
primaria i els potencials de formacidé d'estructura secundaria de les
proteines fixadores de Ca?* de 1a familia EF-hand. Concretament es postula
I'existéncia en el saA de dues regions fixadores de Ca2* ( localitzades del
residu 3 al 34 i del residu 55 al 84) homologues a les regions fixadores de

Ca?* de les proteines de I'esmentada familia.

9.- El saA, quan es troba aillat, és capag de fixar dos atoms de
Tb3* per mol de proteina les constants d'associacio del qual son del mateix
ordre que les presentades per les proteines de 1a familia EF-hand. En canvi
no s'ha trobat una fixaci6 forta de Ca2* al saA, semblant a la que presenten

les proteines d'aquesta familia.

10.- El saA aillat s'uneix al colorant "Stains-all” produint-1i un
increment en el seu espectre d'absorcid al voitant de 620-640 nm. Aquest
increment resulta anul.lat quan s‘addiciona Tb® o Ca?* al medi. Ambdés
fenomens també es donen de forma caracteristica en complexos del

colorant amb les proteines EF-hand.
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11.~ Tota l1a série de propietats trobades en la caracteritzacio
estructural i funcional del saA el caracteritzen com a una proteina
relacionada evolutivament amb les proteines fixadores de Ca?* de Ia
familia EF-hand. Hi ha raons per suposar que els segments d'activacié de
procarboxipeptidases pancreatiques podrien tenir funcions relacionades
amb les proteines fixadores de Ca?* . Aquestes funcions en el cas del saA
s'’haurien perdut o estarien emmascarades.

Es pot pensar que les procarboxipeptidases s'haurien originat per
fusid génica del gen de 1a carboxipeptidasa amb un gen que codifica per una
proteina fixadora de Ca?* , fet que permetria el control primari de

T'activitat de I'enzim.

12.- Per Qltim, i referit a tot el sistema enzimatic de les
procarboxipeptidases de pancreas de porc estudiat, a partir dels
experiments d'electroforesi en gradient d'urea es pot arribar a les
seglents conclusions:

a) L'estabilitat de la PCPA enfront de la desnaturalitzacié per
urea és superior a 1a de 1a PCPB, succeint el mateix per als respectius
segments d'activacié.

b) El complex format entre CPA-saA es manté fins arribar a
concentracions d'urea de 4M. En canvi, 1a CPB i el seu segment d'activacié
no formen complex ni en abséncia d'urea.

c) El comportament electroforetic i l'estabilitat del complex
binari natural (PCPA-1) son els mateixos que els presentats pel complex
artificial PCPA-11/PPE.

d) El saA participa directament encara que de forma secundaria
en 1a unid PCPA-PPE tant en el complex binari natural com en 1'artificial.

264



conclusions

Aquesta participacid podria explicar V'existéncia de diferéncies en el
procés d'activacid proteolitica dels I'esmentats complexos respecte a la
forma monomérica.

e) S'ha posat en evidéncia 1a formacid d'un complex entre PCPB i
PPE fins al moment no descrit. Aquest complex presenta perd una
estabilitat moit inferior al format entre PCPA i PPE.
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