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INTRODUCCION.

La ubiquitina (Ub) o "polipéptido inmunopoyético omnipre
sente” (UBIP), es una proteina de bajo peso molecular (8.451 D),
aislada por Goldstein en 1.974 al intentar purificar la timopoie
tina, una hormona polipeptidica del timo, de ternera.

Desde el afio 1.974 se ha aislado esta protefna de distin
tas especies, tanto de mamifercscomo de plantas {apio) y de te-
jidos diversos como cerebro, higado, timo ... Inmunoldgicamente
se ha detectado en vertebrados, invertebrados, plantas, hongos
y bacterias. De estos estudios se ha concluido la presencia ge-
neral de esta protefna en los diversos tipos de células tanto
eucariontes como procariontes, y debe poseer, por tanto, una
funcién basica a todas ei]as.

La ubiquitina se ha aislado en dos formas, una libre, y
otra, conjugada con la histona H2A como proteina A24 de cromatj
na. En forma libre, aislada de cromatina, ha recibido el nombre
de HMG-20, ya que se obtiene con este grupo de proteinas no his
tonas (Walker et af., 1.978).

La funcidn bioldgica especifica de la ubiquitina es des-
conocida hasta la fecha, si bien existen miltiples datos que la
implican en varias procesosz

- Activacidon de la adenilato ciclasa en gran variedad
de tejidos, y diferenciacién y maduracién de célu-
las T y B.

- Mecanismos proteoliticos.



- Mecanismo de represidon-desrepresién de la transcrip
cién.

- Mecanismo de condensacidon de la cromatina.

La estructura primaria de esta proteina es conocida en
tres especies, y es de destacar que en todos los casos la orde-
nacidén de los aminodcidos es la misma, poniendo de manifiesto
un alto grado de conservacidn, superior ain al de las histonas.
Probablemente estemos ante la proteina mds conservativa de todas
las detectadas hasta la fecha.

Se han realizado estudios fisico-quimicos en oréen a la
determinacidon de su pI, espectros ultravioleta y visible, de di
croismo circular y resonancia magnética nuclear; se ha estudiado
el entorno de su {inica tirosina. Recientemente ha sido cristali

zada (Cook et af., 1.979).

Estructura primaria.

Las ubiquitinas secuenciadas, de timo de ternera (Low et
al., 1.979 y Schlesinger et af., 1.975), humana (Schlesinger
et al., 1.975b), de testiculo de trucha (Watson et af., 1.978),
tienen la misma estructura primaria. Unicamente pueden presen-
tarse diferencias en los residuos 68-71 de la secuencia de ubi-
quitina de cromatina de testfculo de trucha, ya que el péptido
triptico que compone la secuencia 68-72 no ha sido ordenado. En
esta misma secuencia aparece heterogeneidad en el residuo C-ter
minal, en el que se ha detectado glicocola en el 50% de las mo-
lTéculas. Este residuo de glicocola puede ser resto del dipéptido

Gly-Gly que forma el puente entre la ubiquitina y la histona H2A



en la proieina A24.

Hay varias regiones en Ta estructura primaria de la ubi-
quitina que presentan homologia entre si. Esto sugiere una du-
plicacidn de un gen ancestral que didé origen al gen de 1a ubi-
quitina. tLas inmunoglobuiinas son un buen ejemplo de las venta-
jas selectivas en vertebrados de este mecanismo evolutive. Si la
hipbtesis de 1a duplicacién de un gen ancestral es correcta, la
ubiquitina debié aparecer en un estado muy primitivo de la evo-
Tucidn celular y tuvo ventajas suficientes para que las células
que poseyeran esta protefna excluyeran del proceso evolutivo a
las que no la pasefan (Schlesinger et af., 1.975).

La velocidad de evolucién molecular se puede medir en fun
cion del nimero de residuos que cambian en la secuencia de una
protefna en distintas especies. La velocidad de evolucidn mas ba
ja, hasta ahora encontrada, es la de la histona H4 que tiene dos
sustituciones en 102 residuos entre l1a histona aislada de terne-
ra y la de guisante (Delange et af., 1.969). Otra protefna con
un cambio retativamente lento es el citocromo c, con 10 sustitu
ciones en 112 residuos entre citocromo ¢ bovino y humano (Dayhoff,
1.972).

lLa invariabilidad en la secuencia de esta proteina en 1las
especies estudiadas, permite suponer que es, al menos, una de las
de mds lenta evolucidn hasta ahora secuenciadas. La gran conser-
vacidn de 1a estructura primaria en la que ni siquiera se inter-
cambian aminodcidos conservativos entre si, hace pensar que cual
quier cambio alterarfa la funcionalidad de esta proteina de for-
ma irreversible, y que las estructuras de orden superior son fun

damentales en su funcidn. Comparativamente, la importancia de la
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ubiquitina en 1a cromatina debe ser similar a 1a de las histohas
ricas en arginina (H3 y H4), que hasta ahora tienen una conserva
cidn en su estructura menor que la ubiquitina, pero aiin muy atta.

Usando los datos para prediccidn de la conformacidn de
una proteina, conocida su estructura primaria (Chou y Fasman,
1.974), los 15 residuos N-terminales estdn en estructura g y el
extremo C-terminal (residuos 62-74) en hélice a; estos resulta-
dos dan un 20% de estructura 8, 17% de hélice a y 63% de cadena
estadistica. Resultados éstos, que no concuerdan con los obteni
dos por dicrofsmo circular (Jenson et af., 1.980). |

Se ha descrito que la ubiquitina es resistente a la hi-
drdlisis enzimdtica con tripsina, quimotripsina, subtilisina y
carboxipeptidasas, y que para su hidrolisis es necesario alterar
su estructura por modificacidn quimica (Schlesinger et af., 1.975).
No obstante, otros autores, describen que la ubiquitina nativa
se hidroliza en un 75% con tripsina o quimotripsina (Low et af.,
1.979). La proteccidén de l1a protefna a la hidrdlisis enzimdtica,
estaria en funcién de su purificacidn, ya que la ubiquitina pue-
de interaccionar con péptidos de bajo peso molecular que la pro-
tegen. La ubigquitina separada de estos péptidos en cromatografia
de penetrabilidad en cloruro de guanidinio 6M, Tris-HC1 pH 7,5,

es accesible a la hidrélisis enzimftica.

Protefna A24.

Se ha descrito que la secuencia de los 37 primeiros resi-
duos de 1a region N-terminal de la protefna A24 es idéntica a
la de la ubiquitina (Hunt et at., 1.977).

La proteina A24 se encuentra en la cromatina y estructu-



ralmente estd formada por,al menos, dos fragmentos polipeptidi-
cos. Uno de ellos es la histona H2A y el otro una proteina no

histona. La probabilidad de que el gen que ha producido la ubi
quitina sea distinto del que ha producido la secuencia N-termi-

nal descrita por Hunt es menor de 10°37

segin el método de Day-
haoff (1.976). La ubiquitina por lo tanto, debe ser un producto
de degradacién de la'proteina no histona que forma parte de la

proteina A24.

A/
Proteina no histona
[Met Argl 1
Ubiquitina \

Histona H2A 19

&

lMe( A(g]
Ubiquitina Gly

Gly

[ Lys |
Histona H2A 119

FIGURA 1: Esquemas de la proteina A24.
A/ Modelo propuesto por Hunt et atf., 1.977.
B/ Modelo basado en los postulados de Matsui ef
al., 1,979.



Esta proteina tiene un peso molecular de 27.000 D (humana
y bovina). La ubiquitina tiene un peso molecular de 8.451 D y la
histona H2A de 14.000 D. La diferencia de 4.500 D entre H2A-Ub y
A24 indican que hay un componente no histénico con este peso mo-
lecular, que forma parte de la proteina A24 (Hunt et al., 1.977).
Por diferencia entre el andlisis de aminodcidos de A24 y H2A-Ub,
este péptido tendria 37 residuos.

Por otro lado con la proteina aislada de hamster chino,
se ha encontrado un peso molecular de 22.500 D, que no hace nece
sario la presencia del tercer componente peptidico (Ha€su1 et al,,
1.979).

Se ha aislado el péptido que contiene el enlace isopepti-
dico entre la ubiquitina y 1a histona H2A. El enlace se realiza
entre un dipéptido de glicocola, que se encuentra unido a la ubi-
quitina por su regidn C-terminal y el e-NH2 de la lisina 119 de
la histona HZA (Goldknopf y Buch, 1.977).

Se ha atribuido 1a diferencia entre el peso molecular de
A24 y H2A-Ub a una migracidn anormal de la protefna A24 en elec-
troforésis en poliacrilamida en presencia de SDS, debido a que
tanto 1a histona H2A como la ubiquitina tienen regiones muy hi-
drofdobicas que pueden unir detergente en exceso (“atson et al.,
1.978). En la figura 1 aparecen las dps posibles estructuras pos
tuladas para la proteina A24. A

La ubiquitina se ha aislado de fracciones no nucleares,
mientras que la proteina A24, se encuentra en la cromatina nu-
clear y nucleolar. Es posible que la ubiquitina no nuclear sea
un producto de degradacidén de la regidn no histénica de 1a pro-

tefna A24. Se ha postulado la existerrcia de una arginin-esterasa



que hidroliza el enlace entre la arginina C-terminal de la ubi-
quitina y el terfer componente de la proteina A24 (Hunt et al.,
1.977). Recientemente ha sido detectada la actividad de una en-
zima que libera a la ubiquitina de la proteina A24 (Andersen et
af., 1.981). Una vez producida su liberacién, difunde del nucleo .
al citoplasma. La funcidn citoplasmitica no estd todavia determi
nada, pero en el nucleo puede estar implicada en el mecanismo de
represidn.~-desrepresion de la transcripcidn del DNA y en el meca
nismo de condensacién de la cromatina en la mitosis.

Por otro lado los mismos autores proponen el desdoblamien
to del gen de la ubiquitina; cada uno de los nuevos genes esta-
ria encargado de producir una ubiquitina estructuralmente idénti
ca, pero con funciones distintas, una nuclear y otra no nuclear,
que naturalmente han tenido el mismo camino evolutivo. Este meca
nismo no ha sido observado en otras protefinas.

La ubiquitina no se conjuga dGnicamente con l1a histona H2A,
se ha descrito la unidn de esta protefna con la histona HZB (West
et at., 1.980). Pero, mientras que la histona H2A se conjuga en
un 10-11%, la histona H2B 1o hace en un 1-1,5%. La unidn de 1la
histona H2B a la ubiquitina se realiza por el extremo C-terminal
de la primera, como se deduce del estudio electroforético de

los péptidos de bromuro de cianbgeno de la proteina A24.

Estructuras de orden superior.

La estructura de la ubiquitina se caracteriza por ser po-
co ordenada. En estudios de prediccidon de estructura secundaria,
ya hemos visto que la proporcidn de hélice o y estructura g su-

ponen el 37% de los residuos. En estudios de dicroismo circular



en el ultravioleta lejano (Jensen et af., 1.980), estas propor-
ciones son sustancialmente menores, con un 6% de los residuos en
hélice o, el 10% en estructura 8, y el 84% en cadena estadistica.
A pesar, sin embargo de este escaso ordenamiento, se trata de

una proteina con una estructura tridimensional muy estable.

La variacidon del pH entre 3 y 12, no produce cambios en
el espectro de dicroismo. El espectro de resonancia magnética nu
clear se mantiene casi sin alteraciones con el cambio del pH;
sin embargo se observan cambios a 1,0-3,0 ppm del espectro, que
son causados por la ionizacidén de Tos ﬁcidas aspért1co‘ y glutd
mico (Lenkinski et af., 1.977).

Como se puede deducir del proceso de afslamiento, de esta
proteina, la estabilidad frente a la temperatura es grande. Re-
sultados que se ven confirmados por resonancia magnética nuclear,
cuyos espectros prueban 1a no existencia de desnaturalizacidén en
tre 23°C y 80°C.

Las variaciones de fuerza iénica producen un cambio confor
macional, detectado por CD en el ultravioleta lejano, a una fuerza
ionica de 0,16 (Jensen et af., 1.980). Por NMR se detecta desna-
turalizacidn total en presencia de cloruro de guanidinio 7M, aun
que presenta gran estabilidad a concentraciones menores (Lenkinski
et at., 1.977).

La asignacidn de bandas en 1la regiﬁn aromitica del espec-
tro de NMR ha sido relativamente sencilla, ya que la proteina po
see una sola histidina (residuo 68}, wuna tirosina (residuo 59)
y dos fenilalaninas (residuos 4 y 45). Presenta dos singletes a
6,8 ppm y 7,5 ppm correspondientes a los hidrdgenos C2 y C4 de
la histidina. Los dobletes AB a 6,9 y 7,2 ppm son debidos a la

tirosina y 1a resonancia remanente a 7,0, 7,2 y 7,6 ppm es pro-



ducida por los protones de 1a fenilalanina. La histidina tiene
un cambio en el pH, con pKa alrededor de 6,7.

El espectro ultravioleta estd de acuerdo con la existen-

.cia de tirosina en 1a molécula; a pH 7,6 este espectro tiene un

miximo a 278 nm y 5 hombros a 253, 259, 261, 271 y 282 nm; al
pasar a pH 13, el espectro exhibe un miximo a 296 nm caracteris
tico del i6n tirosinato. La valoracidn espectrofotométrica de
la tirosina proporciona un valor de pKa de 11,1, valor un tanto
elevado para estg residuo. E1 entorno anormal de la tirosina se
pone de manifiesto por espectroscopia de fluorescencia (Jensen
et al., 1.980). E1 mdximo de emisidén estd a 303 nm, y la rela-
cidn de rendimientes cudntfcos ubiquitina/tirosina libre a pH 7
es menor de 0,07 valor anormalmente bajo. Si cambia el pH de 7

a 2, se produce un aumento de 400% en 1a fluorescencia de la ubji

‘quitina. A pH 7, y en cloruro de guanidinio 7M, la fluorescencia

aumenta el 150%. En general, en presencia de agentes desnaturali
zantes, la variacian del pH no afecta a los valores anteriores.
E1 extrafio comportamiento de la tifosina, se atribuye a
la presencia en el entorno de uno o varios grupos carboxilo. La
tirosina sufre "quenching" por estos grupos que tienen un pKa de
3,9 medido por titulacidon fluorimétrica. Esta es la causa del
aumento de fluorescencia cuando el carboxilo o carboxilos se pro-
tonan. E1 "quenching" podria estar causado por un cambio conforma
cional al descender el pH, pero esta posibilidad queda descartada
al no ponerse de manifiesto por dicroisme circular. E1 grupo car-
boxilo que interacciona con la tirosina, probablemente no es e!

del adcido aspdrtico contiguo (residuo 58), ya que en presencia

i " 7 de agentes desnaturalizantes, la interaccidn es independiente del

pH.
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Se han estudiado por dicrofsmo circular las interacciones
entre 1a ubiquitina y 1a histona H2A. La unidn de estas dos pro-
tefnas no altera el espectro de cada una de ellas, por lo que no
deben producirse cambios conformacionales. Tampoco parece haber

interaccidn entre el DNA y la ubiquitina. Esta debe interaccio-
.nar con otro componente de la cromatina, como las histonas H2A
y H2B y servir de impedimento estérico que blogquea una regidn
del nucleosoma.

Se ha logrado cristalizar esta protefna y realizar los pri
meros estudios de difraccidn de rayos X. Los cristales'de ubiqui-
tina son orto-rdmbicos, del grupo P212121, con unas dimensiones
a=50,9 A b= 42,9 A y ¢= 29,0 R. Los cristales son estables a tem
peratura ambiente y difractan fuertemente con 1,7 R de resolucién.
Asignando un peso molecular de 8.451 D'y un volumen especifico par
cial de 0,74 cm3/g, el volumen molecular es de 1,87 33/0, con el
34% de este volumen ocupado por moléculas de disolvente. En la ac
tualidad, los mismos autores, estdn intentando obtener derivados
isomérficos con dtomos pesados para la consecucién de mapas elec-

trénicos.

Funcidn bioldgica.

La funcidn biolégica exacta de esta molécula no estd toda
via determinada. S{ bien se 1a implica en la diferenciacidn de
células By T in vitro, no se cree que posea esta funcidn in vi-
vo, Se ha descrito que la ubiquitina actua como activador de la
adelinato ciclasa, aumentando Tos niveles de c-AMP en el cito-
plasma. Esta accién es inhibida totalmente por propranolol, lo

que indica que la accibn de la ubiquitina tendria lugar via re-



ceptores g-adrenérgicos.

Todas estas funciones se han puesto en duda recientemente,
pues los estuidos realizzdos por el grupo de G. Goldstein del
SY¥ozn-Kattering Institute for Cancer Research de Nueva York, son
contradictorios con los publicados por A.L. Goldstein y f.L.K.

Low de 1a Universidad de Texas (Galveston), como se discutiri
mds adelante.

Se ha identificado la ubiquitina en forma libre y conjuga
da en la cromatina (Goldknopf et af., 1.975 y Watson et af., 1.978).
La forma libre estd localizada en laS zoﬁas de cromatina enrique-
cidis en secuencias de DNA que pueden transcribirse a RNA. La con-
cenzracion de ubiquitina libre aumenta durante la actividad del
gen, mientras que 1a proteina A24 desaparece.

E1 G1timo mecanismo en la que parece estar implicada la
ubiquitina, estd relacionado con la proteolisis dependiente de

ATP en reticulocitos de conejo (Ciechanover et af., 1.980).

Diferenciacibn celufar y activacidn de La adenifato ciclasa.

Desde que en 1.961 Miller, y Acher y Pierce, describen que
1a timotectomfa prenatal en ratén y conejo produce el fallo en el
crecimiento postnatal normal y en el desarrollo y maduracidn del
tejido linfdatico, se puso de manifiesto la importancia de las hor
monas timicas en la maduracidén, proliferacidn y competencia inmu-
noldgica de los linfocitos.

No se conoce todavia como se ejerce el control sobre las
células T (linfocitos timo-dependientes) por el timo, pero parte
del proceso ocurre vifa hormonal. Se han aislado una serie de pép-

tidos timicos que podrian tener relacidén con este mecanismo, en-



tre estos péptidos tenemos la timopoietina (Tp aislada de timo bo
vino conjuntamente con la ubiquitina (Ub), y que posee un peso mo
lecular de 5.562 D (Goldstein, 1.974); la ubiquitina y el factor
timico sérico (FTS) que es un nonapéptido de peso molecular cerca
no a los 900 D (Bach et af., 1.977a, 1.977b, 1.977c ).

En experimentos in vitro, se ha demostrado la capacidad de
1a ubiquitina y de 1a timopoietina de inducir la aparicién de re-
ceptores de superficie en granulocitos, células T y B. Hecho que
pone de manifiesto la funcidn, que en el proceso de maduracidn de
estas células, tienen los dos polipéptidos. Asi, 1a ubiquitina es.
capaz de inducir en los granulocitos el receptor de superficie
C3d, y de conferir a éstos la capacidad de respuesta a agentes

quimiotdcticos, y de fagocitar partfculas de latex (Kagan et af.,

1.977).
PEPTIDO CELULA RECEPTOR AUTOR
Tp Células-T Thy-1, TL,
Scheid et af., 1.975.
Ly 1, 2, 3.
SBRC. Kagan et af., 1.979.
Célutas-B MRBC Kagan et af., 1.979.
Ia Hammerling et af., 1.975.
Ub Granulocitos| C3d Kagan et af., 1.977.
-
Célultas-T Fc, HTLA,
Kagan et af., 1.979.
SBRC.
Células-B Fc,MBRC,IgM Kagan et af., 1.979.

TABLA 1: Receptores inducidos por ubiquitina y timopoietina.



En la tabla 1, se recogen los diferentes receptores, cuya
aparicién es inducida por la ubiquitina y la timopoietina. Y en
la figura 2, aparece un esquema del proceso de diferenciacidn de
Tas células B y T. En dicho esquema, se puede observar que ambas
células derivan de un tronco hematopoiético comin, y que hay al-
gunos receptores como IgA, de los gque no se conoce el momento de
su aparicidon,o células en las que aparecen marcadores que lo ha-
cen tanto en las células T como en las B (SRBC y C), de las que

no se conoce su relacidn con el tronco comin.

%2_______1 FIGURA 2: Esquema hipotético

()~“ C)"“ del proceso de diferenciacidn
(%E;; lx: de células T y D. Aparicidn de
(Eﬁgﬁ C{’ marcadores de superfice.
:: V7 MRBC marcadores de eritrocito
;:":: de rata.
lﬁﬁé SRBC marcadores de eritrocito

de oveja.

HTLA heteroantigeno HTLA.

(1) células B (2) células T.

Hay receptores como el aloantigeno TL, que aparece en el
estado protimocito, y desaparece cuando éste se transforma en
Tinfocito T, cuya expresidén en la superficie celular es un proce
so intermitente a 1o largo de la hematopoiésis.

Se ha demostrado que la diferenciacidn de las células B,
en las primeras etapas se realiza mediante un segundo mensajero,

que se manifiesta en las elevaciones de los niveles de c-AMP. La
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diferenciacidn final, se produce a través de {a elevacién del ni
vel intracelular de c-GMP.

Siempre que se estudia la funcidén inductora de la ubiqui-
tina en la diferenciacidn de marcadores de superficie, se relacio
na a esta proteina con la timopoietina y el factor timico sérico,
por poseer, en principio, funcionalidades semejantes, aunque no
independientes entre si. Los receptores de timopoietina y ubiqui
tina son diferentes, ya que la segunda ve impedida su accidén por
bloqueadores g-adrenérgicos y la primera no. La funcidn,en Ta di-
ferencifacidn de marcadores de eritrocito de oveja (SBRC), del FTS
se ve inhibida por la ubiquitina, mientras que 1a accidn de la Tp
sufre un efecto sinergético por l1a misma proteina (Iwata et al.,
1.979). A su vez el FTS y la Tp pueden estar <in vivo formando una
dnica hormona que tiene la funcionalidad de las dos cadenas poli- .
peptidicas (Folkers et af., 1.979).

Otro resultado que apoya la hipdotesis de un papel en la di
ferenciacidn celular de la ubiquitina, es la sintesis del hexapép
tido 59-74 de la ubiquitina -péptido que contiene la tirosina 59
de la proteina- y el andlisis de su funcionalidad biolégica (Sghlg
singer et af., 1.978).

E1 péptido 59-74 posee aproximadamente el 40% de la activi
dad inductora de timocitos, células B y elevacidn intracelular
del nivel de c-AMP, que posee la ubiquitina nativa. La secuencia
de este péptido estd implicada en 1a actividad descrita para la
" ubiquitina, y el centro activo epinefrin-mimético de la proteina
debe estar presente en &1. Por lo tanto, Ta estructura terciaria
de 1a ubiquitina no debe influir en la actividad bioldgica del

ensayo. Teniendo en cuenta la conservatividad de esta proteina,
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la permanencia’de los aminodcidos a 1o largo de la evolucién, no
debe estar relacionada con la formacidon del centro activo que es
capaz de elevar los niveles intracelulares de c-AMP. La conserva
tividad debe estar relacionada con otras funciones de la ubiqui-
tina, en 1a cromatina o en mecanismos proteoliticos.

La actividad in vivo de Ya ubiquitina (UBIP o HMG-20) no
ha sido detectada. Asi, en los ensayos realizados sobre ratén,
se pone de manifiesto la incapacidad de 1a Ub, Tp, FTS para res-
taurar la inmunocompetencia dependiente de timo en ratones timec
tomizados (Martinez et af., 1.978).

En 1.979, T.L. Low y A.L. Goldstein, aislando los péptides
de timo resistentes al tratamiento térmico, obtienen un péptido
81 que posee la estructura primaria de la ubiquitina. Sin embargo,
este polipéptido no exhibe actividad alguna frente a la elevacidn
de los niveles de c-AMP, 1a estimulacién de la diferenctacidn de

células T y B, 1a estimulacién de marcadores Lyt, etc. Es posible

que la causa de esta discrepancia sea 1a aducida por estos autores,

de que sus preparaciones de ubiquitina estdn libres de contamina-
cién por endotoxinas, activadoras de adenilato ciclasa (Navlor et
af., 1.978), mientras que las preparaciones obtenidas por el méto

do de G. Goldstein poseerfan esta contaminacidn.

Papel de La ubiquitina en cromatina.

La presencia de ubiquitina 1ibre o conjugada con la histo-
na H2A en 1a cromatina, ha sido relacionada con los mecanismos de
represidn-desrepresidn de la transcripcidn del DNA, y de condensa

cidn de la cromatina en la metafase,.

. —
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Mecandismo nepresor-desrepresor de fa transcendipedidn.

Una serie de indicios experimentales, implican a la ubiqui
tina tibre y a la proteina A24 en este mecanismo. Realmente no se
conoce todavia si estas dos protefnas estdn implicadas directamen
‘te en los procesos de induccibén o represién de la transcripcién,
pero se ha postulado que 1la desconJugacfén de la protefna A24 1le
va a la cromatina a un estado intermedio en el que no estd activa,
ni reprimida, pero potencialmente activa. Por 1o tanto, para pasar
de cromatina transcribiente a cromatina inactiva, habrfa un estado
de transicidén que se alcanzaria por el equilibrio conjugacidn-des
conjugacidn de la protefna A24 (Goldknopf et af., 1.980).

En eritrocitos policromdticos tempranos, medios y tardios -
de pollo, en los que no hay Feplicacién, pero si transcripcidon y
traduccidn, los niveles de proteina A24 disminuyen hasta su desa-
parfcidén, mientras que en eritrocitos maduros, que ni transcriben
ni traducen, pero sintetizan DNA, los niveles de A24 se mantienen
normales (Goldknopf et af., 1.980).

Por otro lado, durante la sintesis de rRNA por cromatina
de nucleolo de hfgado de rata, hiperinducida con tioacetamida
(Ballal et af., 1.974a) o por hepatectomia (Ballal et af., 1.974b),
la concentracidn de protefna A24 disminuye en gran medida.

Estos dos resultados en los que se observa una desaparicién
de la protefna A24 durante la transcripcién del DNA, concuerdamcon
la aparicidn de usiquitina libre, acompafando a fragmentos de DNA
transcribientes, cuando se trata la cromatina, en condiciones en
las que se libera el DNA que se encuentra entre los nuclecsomas,
con nucleasa de micrococo. Acompafian a la ubiquitina, la proteina

no histona HMG-T y H6 que parecen formar parte del mismo mecanismo.
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Los resultados no son terminantes, pero la proteina A24
podria ejercer directamente su accidn sobre el DNA, o por medio
de alguno de sus fragmento:, como por ejemplo, la ubiquitina

{(Goldknopf et af., 1.978).

Mecanismo de condensacién de La cromatina.

En la bisqueda de alguna diferencia en la composicidn en
protefnas de l1a cromatina en la interfase y metafase, y en inves
tigaciones encaminadas a encontrar las bases moleculares de la
condensacidn de 1a cromatina en la mitosis, se ha encontrado que
la inica diferencia estriba en la desaparicidn de la proteina A24
y la aparicidn de ubiquitina libre durante la mitosis (Matsui et
af., 1.979). Se descarta la liberacién al citoplasma de esta pro-
teina, pues no ha sido detectada en &1, y se supone que Ta protei
na A24 se descompone en histona H2A y ubiquitina. Esta hipﬁtegis
concuerda con que durante la mitosis la histona H2A aumenta su con
centracidén en un 8%, que es el porcentaje de histona unida a la
ubiquitina durante Ta interfase. En la figura 3 aparece un esque-
ma de este mecanismo.

Los nucleosomas, en la cromatina, adoptan una estructura su
perenrollada en fibras de 250 A de dismetro. En el 8-10% de los nu
cleosomas, se encuentra expuesto el extremo C-terminal de la histo
na H2A, que contiene grupos cargados positivamente (e-NH2 e imida-
zol).

En 1a interfase, la ubiquitina puede bloquear las interac-
ciones iénicas de los extremos C-terminales, expuestos, de la his-
tona H2A. Al liberarse ta ubiquitina en la metafase, se da la posi

bilidad de formar enlaces i6nicos entre el extremo positivo de la



histona H2A y otros puntos cargados negativamente en una fibra ad

yacente.

INTERFASE METAFASE

FPER AN
’Rr«-l‘.n..hy;n - Hig-His-Lys--Lys--
" e 13 124 128 129

H2a

FIGURA 3: Esquema del mecanismo de condensacién de la cromatina.

Las zonas cargadas negativamente, podrian corresponder a
las regiones N-terminales de Tas histonas Hl y H3 que se fosfori
lan en la mitosis. Este modelo concuerda con los resultados del
estudio de las interacciones entre Ub y HZ2A. Ninguna de las dos
proteinas sufren alteraciones en su conformacién, cuando se unen
formando 1a protefna A24, por lo tanto la flnica interaccidén posi
ble, es estérica, en 1a que se impide el acceso a los grupos car

gados positivamente de la histona H2A.



La proteina A24 a Lo Largo def ciclo celulan.

l.a proteina A24 parece ser estable durante toda la inter-
fase, ya que aparecen modificaciones postsintéticas (fosforiTacig
nes de treonina y serina, e-N-acetilacién y ADP-ribosilacién),
que son caracterfsticas de las fases en las que hay reparacién
de{ DNA, replicacidn y deposicidn de histonas, y que tienen lugar
a lo largo de 1a interfase. '

E1 hecho de que se puedan detectar modificaciones de 1la
protefna A24, y que éstas ocurran durante 1a interfase, no permi-
te descartar que l1a conjugacidn de 1a ubiquitina con la histona
H2A, sea un proceso dindmico a 1o largo de esta fase de la vida

celular.

- ’uﬂn“ A28 —H2A +Ub
\,\"‘ A24——H2A
\]

sUb

FIGURA 4: La proteina A24
a 1o largo del ciclo celuy

lar.

1 profeve
AZ4 = H2A+Ub 2metafase
2aneiave
4 telolese

Lu proteina A24 se modifica Gnicamente en la fraccién his
tona, de la misma forma que 1o hace la histona H2A l1ibre. La ubji

quitina no sufre modificaciones, a diferencia de las protefnas no



histona que se pueden aislar junto a ésta, sin embargo, mientras
que lTas HMG interaccionan directamente cén el DNA, la ubiquitina
s6lo lo hace a través de la fraccidn histona de la protefna A24
(Goldknopf et af., 1.979).

Por 1o tanto, durante la interfase existirfa un mecanismo
dinamico de conjugacidn-desconjugacién de Ub y H2A, que estarfa
implicado en la transcripcién del DNA. Al pasar a la metafase,
una arginin-esterasa liberarfa la ubiquitina (Andersen et af.,
1.980) permitiendo las interacciones idnicas que darian lugar a
1a formacidn del centrdmero. Al acabar la mitosis, otra enzima
condensarfa de nuevo la Ub y Ta H2A impidiendo estas interaccio-
nes y gntrando en la interfase.

La biosintesis de la ubiquitina es independiente del pro-
ceso de conjugacidn y paralelo a é1. Ocurre durante la interfase,
con un miximo en la fase Gl temprana, y un minimo en la divisién
celular, acompaiiado de un mdximo en la desconjugacidn de la pro-

teina A24.

Mecanismo proteolitico.

En el estudio de un mecanismo proteolitico dependiente de
ATP en reticuvlocitos de conejo, se ha observado que el sistema
proteolitico estd formado por varios componentes. Se ha aislado
e identificado el componente, inicialmente denominado APF-1, como
ubiquitina.

La ubiquitina no tiene accidn proteolftica en si, pero su-
mada a fracciones aisladas de reticulocito de conejo que contienen
otros componentes del sistema y al ATP, estimula la proteolisis.

En este mecanismo, una o mds moléculas de ubiquitina, se unen a



una molécula de sustrato. Las enzimas proteoliticas reconocen es
te oligomero, y 1o hidrolizan sin afectar a la ubiquitina. El1 re
conocimiento y unidén de la ubiquitina a las proteinas que van a

hidrolizarse, puede ser similar al efectuado sobre la histona H2A

en la formacién de la proteina A24. (Ciechanover et af., 1.980).

Biosintesis de ubiquitina.

La localizacidn de las gldndulas que sintetizan ubiquitina,
ha sido siempre consecuencia indirecta en los estudios de biosin-
tesis de diversas hormonas.

Se ha detectado biosintesis de ubiquitina en cerebro de ra
ta, tumores de pituitaria en hombre y rata (Scherrer ¢t af., 1.978), _
glindula paratiroidea (Hamilton et af., 1.980) y en gldndulas de
pituitaria de vaca {(Seidah et af£., 1.978). En todos los casos la
velocidad de biosintesis de la ubiquitina, medida en funcidén de -
la incorporacidn de aminodcidos marcados, es de las mds elevadas
de todas las de los péptidos y protefnas sintetizados por estas
glidndulas. Debido al comportamiento anormal de esta proteina en
electroforésis en SDS, se atribuyé al producto de biosintesis un
tamafio molecular de 4.000 D, y se pensd que se detectaba un frag

mento de la ubiquitina, y no la ubiquitina completa.

En el proceso de aislamiento de la lisozima de Ceratitis
capitata fue detectado un contaminante de bajo peso molecular, que
provocaba un comportamiento andmalo en la fraccidn con actividad

1itica.



En un principio se pensd en caracterizar este polipéptido
debido a la gran cantidad detectada, por electroforesis SDS, en
el primer paso de aislamiento. El conocimiento de que el polipép-
tido era Ubiquitina -proteina de gran distribucidén en el mundo ce
lufar, y de funciones bioldgicas variadas y muy interesantes, aui
que casi ninguna verificada de forma completa- indujo a un estu-
dio mds profundo sobre su estructura.

EY objetivo de la investigacién fue, por lo tanto, el ade-
cuar el proceso de aislamiento para l1a obtencidn de méiimos rendi
mientos de ubiquitina, la obtencién de la estructura primaria del
polipéptido y su estudio espectroscépico.

Con la consecucidn de la estructura primaria se pretende
por un lado, poner a punto técnicas nuevas en secuencia y aisla-
miento de péptidos, en consonancia con los trabajos de secuencia
iniciados en este laboratorio (Pérez-Aranda A., 1.973), y por otro
Ta comparacion de la estructura primaria de la primera ubiquitina
de insecto secuenciada con las otras secuencias publicadas.

La obtancidén de espectros ultravioleta y de dicrofsme circu
lar, tiene importancia a nivel comparativo con los obtenidos por
otros autores {(Jensen ¢t af., 1.980 y Cary et af., 1.980}), y en

funcién de clarificar 1a estructura secundaria de esta protefna.



MATERIALES Y METODOS,
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MATERIAL BIOLOGICO.

Se utiliza el huevo del diptero Ceratitis capitata que se
cultiva en el Instituto Nacional de Investigaciones Agrondmicas
(E1 Encin, Alcald de Henares), en las condiciones descritas por
Fernandez Sousa et af., (1.971). Los huevos se recogen durante las
24 horas siguientes a la puesta y se congelan inmediatamente por
inmersién en nitrégeno 1iquido, almacefiandose a -30°C hasta su uti

lizacidn.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD LITICA.

Se realiza mediante 1a medida de la velocidad de clarif}cg
cién de una suspensidn de Micrococus Lysodeikticus. La enzima hi-
droliza las paredes bacterianas, de forma que los productos de la
lTists son mds soclubles en el medio acuoso y en consecuencia la

turbidez de la suspensidn decrece.

Sustrato :
Se prepara una suspension de células de M. lysodeiktd-
cus en tampdn fosfato potdsico 0,066 M, pH 6,24. Su ab
sorcidon debe estar comprendida entre 0,6 y 0,7 unida-
des de densidad 4dptica a 450 nm.

Procedimiento :

- A 2,5 m de la disolucidén anterior, colocados en la cu
beta del espectrofotémetro, se afiaden 0,1 ml de la so-

lucién de lisozima.



- Previa mezcla por inversidon de la cubeta, se lee el des
censo de densidad 6ptica a 450 nm.

- Los cambios de absorcidn han de medirse en los primeros
minutos de la reaccién, ya que los productos de hidréli
sis inhiben la accidn 11tica.

-~ En todos los casos las varfaciones de absorbancia a 450 nm
se siguen en un espectrofotdmetro Varian Techtron modelo
635 D, equipado con un registro grdfico Radiometer Servo
grahp. Las cubetas utilizadas en todas las medidas son

de 1 cm de paso dptico. E1 ensayo se realiza a 25°C.

Unidad de actividad enzimdtica.

Se define como unidad de actividad litica al descenso de
0,001 unidades de absorcidn producido por una cantidad de enzima a
450 nm., utilizando las condiciones de ensayo anteriormente descri
tas.

El cdlculo de unidades se realiza mediante la expresidn.

800459

0,001 - v

siendo
u.= unidades por ml de muestra.
800,45, = variacion en la absorcidn a 450 nm durante 1 mi-
nuto.
v = volumen ensayado de la disolucidn de 1a enzima.

En nuestro caso v= 0,1 m}.

~



VALORACION DE PROTEINAS.

La determinacidn de 1a concentracidén de proteina se realiza
segin el método descrito por Lowry et af. en 1.951.

En preparaciones puras de -UBIP:, 1a determinacién de la -
concentracion se realiza mediante el empleo del coeficiente de ex-

tincidon molar a 275 nm, segin la expresidn

siendo
A275= absorcién de 1a muestra a 275 nm.
1= paso 6ptico en cm.
c= concentracién molar de la muestra.
e= coeficiente de extincidédn molar a 275 nm, con un
valor de 1.750 a.mo1" . cem 1 (Jenson, J. et at.,
1.980).
Las medidas.-de absorcidn se realizan en un espectrofotdme-

tro Varian, con cubetas de cuarzo de 1 cm de paso Gptico.

AISLAMIENTO DE LA PROTEINA.

La ubiquitina de huevo de Ceratitis capitata se aislg ini-
cialmente como contaminacién de la 1isozima, siguiendo el método
descrito por Ferndndez Sousa et al., (1.977). Posteriormente, este

método se modificd para optimizar l1os rendimientos de ubiquitina.

Extraccidn.

En un homogeneizador de tefldn-vidrio se tratan lotes de
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200 g de huevo de Ceratitis capitata en 200 ml de dcido acético
0,1 M, conteniendo 50 ug/ml de cloranfenicol. Se afiaden 400 m] mis
de dcido acético 0,1 M y se mantiene agitando sobre placa magnéti-
ca Aurante 90 minutos a 4°C. E1 homogeneizado se centrifuga a
27.000 g (15.000 rpm en rotor $5-34) durante 30 minutos a 4°C. E1
residuo se extrae en las mismas condiciones anteriores, pero afia-
diendo {dnicamente 200 ml de dcido acético 0,1 M antes de los 90
minutos de agitacién. La suspensidn se centrifuga a 15.000 rpm (ro
tor $S-34) durante 40 minutos a 4°C. ET1 sobrenadante se une al ob-
‘tenido anteriormente y preva filtracidn por papel Whatman n° 1, se

somete a la etapa siguiente.

Tratamiento térmico.

E1l conjunto de sobrenadantes obtenidos en la etapa anterior
se lleva a fuerza .ionica 0,1 M con fosfato potdsico, se caliente
en bafio de agua a 65°C durante 5 minutos y se enfria, a continua-
cidn, entre 2° y 4°C en bafio de hielo. Después de 2 horas en estas
condiciones, las proteinas precipitadas se separan por centrifuga-

cidon a 27.000 g durante 15 minutos a 4°C.

Cromatografia en Amberlita CG-50.

Preparacibn de La nesina :

Amberlita CG-50, (200-400 mesh) se pasa sucesivamente
a través de sus formas Na' y W' utilizando dos tratamien

tos cbn 8 volimenes de NaOH 2N, seguidos con 5 lavados



Absorecibn

con agua desionizada. El sobrenadante se decanta después
de cada lavado, una vez que la mayor parte de la resina
haya sedimentado, para eliminar las partfculas finas que
acompafian al material comercial. E1 ciclo se repite una
vez mis, lavidndose entonces la resina, que se encuentra
en forma H+, 5 veces con 8 voldmenes de acetona. La ace-
tona se elimina completamente con 15 lavados de agua des
ionizada. El1 proceso se repite 2 veces mds hasta este
punto, 1levindose entonces la resina a la forma Na'. Des
pués de 5 lavados con agua desionizada, Ta resina se equi
libra cuidadosamente a pH 6,7-7,0 con H3P04 5 N. E1 equi-
tibrado requ%ere normalmente entre 5 y 6 horas de agita-
cidn vigorosa. La resina equilibrada se lava 2 veces con
agua desionizada y se suspende en 2 volimenes de tampén
fosfato potdsico 0,1 M pH 6,7. Si transcurridas varias
horas el pH de la suspensidn es superior a 7,0 debe repe
tirse el equilibrado. La resina puede guardarse en este

tampdn a 4°C.

y efucién de La ubiquitina.

Unos 40 ml1 de Amberlita CG-50, equilibrada en tampén fos
fato potdsico 0,1 M pH 6,7, se mantienen aéitando a 4°C
durante toda una noche con los sobrenadantes claros pro-
cedentes de la etapa anterior. La resina con la protefna
unida se carga en una columna de 2,6 cm de didmetro. Se
lava con agua destilada y posteriormente con el mismo

tampén de equilibrado hasta que el eluido, registrado a



280 nm en un fotdmetro de flujo continuo Uvicord II, no
presente absorcidn alguna. La porteina se eluye de la
resina con tampdn fosfato potdsico 0,8 M pH 6,7. Las‘frag
ciones que eluyen inmediatamente después de la banda roja
que se aprecia en la columna (correspondiente al citocro-
mo c¢) se reiinen y diatizan durante 2 6 3 horas, a 4°C,
frente a dcido acético 0,02 M, con cambios frecuentes del
medio externo. La solucidn dializada se Viofiliza.

E1 volumen total de eluido que se recoge, y en el que se
encuentra la ubiquitina, detectada por movilidad en elec
troforésis-SDS, suele estar comprendido entre 50 y 80 ml,
para el tamafio de lote de huevos de insecto y volumen de

resina anteriormente expresados.

Regenenacién de La Amberlita CG-50

La resina cargada en la columna se lava con 2 volimenes
de NaOH 2N. Se retira la resina de la columna y se tava:
- 2 veces con 8 volimenes de NaOH 2N caliente.

- Con agua desionizada hasta neutralidad.

- Una vez con 8 volimenes de HC1 2N.

- Con agua desionizada hasta neutralidad.

- Una vez con 8 volimenes de NaOH 2N,

- Con agua desionizada hasta un pH 6,7-7,0.

Se equilibra con H3P04 5N cuidadosamente hasta pH 6,7.
E1 equilibrado se completa con tampén fosfato potdsico

0,1 M pH 6,7.



Cromatografia en Sephadex G-25 medium.

Preparacién del gel -

El s6lido comercial se mantiene durante 3 horas a tempe
ratura ahbiente en un exceso de agua o del sistema de
eluido que se vaya a utilizar. E1 proceso puede acelerar
se por tratamiento en bafio de agua hirviendo durante 1
hora. Con esta operacidn se consigue una perfecta hidra-
tacidn del gel, permitiendo su posteridr utilizacién co-
mo soporte de cromatografia de penetrabilidad. A continua
cidn, es preciso desgasificar el gel para lo que se some-
te a vacio con trompa de agua, agitando ocasional y cuida
dosamente.

E? gel asi tratado se dispone en una columna cromatogrifi
ca (1,6 x 30 cm) y se lava exhaustivamente con dcido acé-
tico 0,1 M, conteniendo azida sédicav(NaN3) al 0,02%
(p/v). En estas condiciones se puede mantener indefinida-
mente antes de usar, aunque preferiblemente bajo refrige-

racidn.

Cromatogragia de La ubiquifina:

E1l material liofilizado procedente de la etapa anterior
se disuelve en unos 5 ml de &cido acético 0,1 M; se cen-
trifuga para separar el producto no disuelto y la disolu
cidn se aplica a la columna previamente preparada. Se
eluye con Ta misma solucidn de equilibrado y las fraccio

nes de 3 ml que contienen ubiquitina, detectada por movi



lidad en electroforésis-SDS, se mezclan y liofilizan.
E1 perfil de absorcidn ultravioleta del eluido se regis
tra a 280 nm mediante un fotémetro de flujo continuo>Uvi

cord II.

Regenenracién de Sephadex G-25 medium :

Una vez ralizada la cromatografia se puede lavar la co-
lumna con el mismo sistema de equilibrado, quedando asi
dispuesta para su posterior utilizacidn. Si se prefiere
conservar el gel seco, se retira éste de la columna, se
pasa abundante agua destilada sobre placa filtrante y
se lava sucesivamente con agua destilada conteniendo
proporciones crecientes de etanol, y finalmente de eta-
nol puro. E1 gel asi tratado se retira de la placa, se
deja secar al aire, y se completa el secado en estufa a

60-70°C.

Cromatografia en Sephadex G-75.

Preparaciin del gel :

Se realiza en las mismas condiciones descritas para Se-
phadex G-25 medium, exceptuando el tiempo de hidratacidn
que en este caso es de 24 horas a temperatura ambiente y

3 horas en bafio de agua hirviendo.

Cromatografia de La ubiquitina:

El material liofilizado, procedente de 1a etapa anterior,



se disuelve en 1,5-2,0 ml de dcido acético 0,1 M y se
aplica en una columna (1,6 x 80 cm) de Sephadex G-75
previamente equilibrada en dcido acético 0,1 M, conte-
niendo azida sdédica 0,02% (p/v). La columna se eluye

en el mismo sistema de equilibrado recogiéndose frac-
ciones de 3 ml. Las fracciones que contienen ubiquiti-
na, se reunen y liofilizan. El perfil de absorcidn ul-
travioleta del eluido de la cromatografia se registra a

280 nm en fotdometro de flujo continuo Uvicord II.

Regenenacibn de Sephadex G-75 :

Para volver a utilizar el gel, se aplican los mismos pro

cedimientos descritos para el Sephadex G-25 medium.

Cromatografia en Sephadex G-50 en urea 6 M.

Preparacidn del gel:

Se realiza en las mismas condiciones descritas para Sepha
dex G-25 medium y G-75, pero en este caso el tiempo de hi
dratacidn es de 3 horas a temperatura ambiente de 1 hora

en bafio de agua hirviente.

Cromatografia de La protefna:

E1 material Viofilizado que procede de la cromatografia
en Sephadex G-75, se disuelve en dcido acético 0,1 M, urea
6 My se carga en una columna (1,6 x 80 cm) de Sephadex
G-50 previamente equilibrada en &cido acético 0,1 M urea

6 M, azida s6dica 0,02% (p/v). Por este procedimiento, el



material se fracciona en tres lotes; los dos primeros,
se dializan frente a dcido acético 0,1 M durante 48 ho-
ras, cambiando el medio de didlisis cada 4 horas. Una
vez dializados, se liofilizan, y se les somete a una nue
va etapa de desalado en Sephadex G-25 medium para elimi-
nar la ﬁrea restante. El1 tercer lote se liofiliza direc
tamente, ya que el tamafio molecular de sus componentes

no permite su didlisis.

Cromatografia en Amberlita CG-50.

E1 material ljofilizado, procedente de la etapa anterior,
se disuelve en 1 ml de tampdn fosfato potdsico 0,01 M pH
6,6 y se aplica en una columna (4,5 x 1 cm) de Amberlita
CG-50, previamente equilibrada en este tampédn.

Se lava con el tampdn de equilibrado, hasta que la absor
cién, registrada en un espectrofotdmetro de flujo conti-
nuo Uvicord II, sea nula. Para eluir 1a proteina que se
ha retenido en la columna se tava con tampdn fosfato po-

tasico 0,8 M pH 6,7.

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO DE LA FRACCION QUE PROCE-

DE DEL SEPHADEX G-75.

.

Cromatografia en Sephadex G-25 a distintos pHs.

Cromatogragia a pH dedido:

Se disuelven 9 mg de Ta muestra obtenida después de 1la

cromatografia en Sephadex G-75, en 1 ml de dcido acético 0,1 M, y
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se aplican en una columna (1,6 x 30 cm) de Sephadex G-25,
previamente equilibrada con la misma disolucidn. La elu-
cidon se 1leva a cabo en &cido acético 0,1 M, y se recogen
fracciones de 1 ml. E1 perfil de absorcidn ultravioleta

del eluido de 1a cromatografia se registra a 280 nm en un

fotometro de flujo continuo Uvicord II.

Cromatografia a pH bdsico:

Se disuelven 9 mg de la muestra anterior en 1 ml de tam-
pon bicarbonato-carbonato sédico 0,05 M, pH 9,0, y se la
somete al proceso cromatogrdfico descrito anteriormente,
pero en una coclumna equilibrada en el tampdon de disolu-

cién de la muestra.

Cromatografia en Sephadex G-50.

Se disuelven 15 mg de la muestra obtenida de la cromato-
grafia en Sephadex G-75, en 1,5-2 ml de dcido acético
0,1 M, y se aplican en una columna (1,6 x 47 cm) de Se-
phadex G-50, previamente equilibrada con la misma diso-
lucién de aplicacidon. Durante la elucidn se recogen
fracciones de 3 ml. E1 perfil de absorcidn a 280 nm, se
registra en un espectrofotdmetro de flujo continuo Uvi-

cord 1I1I.
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CRITERIOS DE PUREZA.

Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se ha utilizado el método descrito por Panyim y Chalkley en

1.969, trabajando tanto con soporte cilindrico como con soporte

rectangular. A continuacidén se describe el proceso en el que se

utiliza soporte rectangular.

Procedimiento :

- Montaje del soporte: Las dos placas de vidrio que van a

servir de soporte para la polimerizacidn se colocan en-
frentadas y separadas por dos espaciadores laterales de
metacvrilato de 0,4 x 10 x 0,2 cm. Se coloca un tubo de

goma blanda de 0,15 c¢m de didmetro que rodeard los bor-
des 1ater$les e inferior. Al presionar con pinzas metd-
Ticas en los laterales y parte inferior el sistema que-
da sellado imposibilitando pérdidas de l1a disolucidn a

polimerizar.

Polimerizacion del gel: Se lleva a cabo por mezcla, pre

via desgasificacidn, de las siguientes disoluciones:

Disolucidn A: 60% de acrilamida (p/v) recristalizada de
acetona.
0,4% de N, N'-metilen-bisacrilamida (p/v)
recristalizada de acetona.
Se filtra sobre papel Whatman n° 1.
Disolucién B: 43,2% de dcido acético glacial (v/v).
4% de N, N, N', N'-tetrametil-etilen-dia-
mina (TEMED) {(p/v) en agua destilada.



Disolucidén C: 0,2% de (NH4)25203 (o/v) en urea 4 M.

Se mezclan las disoluciones A, B y C en proporcién 2:1:5
y se ainade 1a mezcla en el soporte, La concentracidn fi-
nal en acrilamida es del 15% (p/v) y en urea 2,5 M. La
polimerizacién se 1teva a cabo en posicidn vertical y
ocurre entre los 30 y 60 minutos siguientes a la mezcla.
Para dar forma a los pocillos se cierra el sistema por
la parte superior con un peine de metacrilato en el que

cada diente tiene unas dimensiones de 0,4 x 0,6 x 0,2 cm.

- Preelectroforesis: Se 1leva a cabo en dcido acético 0,9

M. La intensidad es de 15 mA aplicada durante 3 horas.

- Aplicacidn de las muestras: Se disuelven en dcido acéti-
co 0,9 M urea 2,5 M (0 sacarosa al 15%) en una concentra

cién de 1-2 mg/ml. En cada pocillo se aplican 20 ul.

- Electroforesis: Se lleva a cabo en el mismo medio de pre

electroforesis y en las mismas condiciones.

Electroforesis en gradiente en solucidn de dcido acético.

Procedimiento:

E1 montaje del soporte, la preelectroforesis, Ta aplica
cion de la muestra y la electroforesis se llevan a cabo
de la misma forma que para la eltectroforesis de Panyim

y Chalkley.

- Polimerizacidn de la placa: E1 medio polimerizante se
aiade al soporte de polimerizacidon por medio de un for-

mador de gradiente. En el recipiente anterior del forma
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—der—se afiaden 4 ml de disolucidn al 7,5% en acrilamida
y 0,4% en N, N'-metilen-bisacrilamida. En el posterior
4 m1 de disolucidn al 30% de acrilamida, 0,4% de N, N'-
-metilen-bisacrilamida. Una vez puestos en comunicacidn
ambos recipientes se afiaden 20 pl de TEMED en cada uno
de ellos y 50 ul de una solucidn de persulfato amdnico
de 100 mg/mi. Por succidn con una bomba peristdltica se
extrae la solucidn del recipiente anterior, en el que
un agitador mantiene la homogeneidad del medio, y se in
troduce con capilares en la parte inferior de la cimara

de polimerizacidn.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

Procedimiento:

- Montaje del soporte: Se realiza de Ta misma forma que

en los casos antes descritos.

- Polimerizacidn del gel: Se afiade al soporte de electro-

foresis la mezcla de polimerizacidn, que contendrid:

acrilamida 15%
TRIS 0,37 M, pH 8,8
SDS 0,1%

Como cataljzador del proceso se afiaden 100 ul de una di
solucién de persulfato amébnico 0,1 g/m) y 20 pl de TEMED.
Sobre el primer gel se polimeriza un gel concentrante de

menor porcentaje en acrilamida:

acrilamida 5%



TRIS 0,13 M, pH 6,8
SDS 0,1%

Sobre este qel y antes de que polimerice se coloca el

peine que moldeard los pocillos de aplicacién.

Electroforesis en gradiente en presencia de SDS.

Siguiendo el proceso descrito en el apartado de electrofg
resis en gradiente en disolucidn de &cido acético, se afiaden 4 ml
de disolucidn de acrilamida al 30% en el pocillo posterior y 4 ml
de disolucidn el 7,5% en el anterior, ambas soluciones estardn
preparadas en TRIS 0,37 M pH 8,8 con SDS 0,1%. Sobre el gradiente

se polimeriza el gel concentrante descrito en el apartado anterior.

Sistemas de deteccidn de bandas.

- Deteccidn con negro amido: ©Este sistema se utiliza para
gel en tubo de poliacrilamida.

Y
»

Procedimiento:

Se prepara una disolucidn de negro amido 0,5% (p/v) en
dcido acético al 7% (v/v) en agua, en la que se sumer-
gen los geles durante 4-5 horas al cabo de las cuales
se lavan con dcido acético 0,1 M. El exceso de coloran
te se elimina haciendo pasar una corriente eléctrica
de 50-100 mA a través de tiras de algoddn impregnada§
en dcido acético 0,1 M entre las que se han colocado
los geles. El colorante migra hacia el &nodo quedando

el gel tefiido en aquellas zonas donde existe proteina.



- Deteccidn con azul de Coomassie: Este procedimiento se uti

1iza tanto para geles como para placas de poliacrilamida.

Procedimiento:

Los geles se sumergen en una disulucidn que tiene 1 g
de azul de Coomassie, 180 ml de metanol, 40 ml de &ci
do acético y 180 ml de agua destilada, durante 2-6 ho
ras. E1 excéso de colorante se elimina por sucesivos

lavados con dcidn acético 0,1 M a 50-60°C.

- Deteccidn por reaccidn con cloruro de dansilo: Antes de
aplicar 1a muestra en electroforesis, se la somete a reaccidn con
CIDNS que se describird en un epiarafe posterior. Las bandas de
proteinas y péptidos se ponen de manifiesto al iluminar con luz

ultravioleta de 254 nm.

- Deteccién de aziicares (Segrest, 1.972): Se utiliza el

reactivo de Schiff.

Reactivo:

Se disuelven 2,5 mg de fucsina en 500 ml de agua, se
afladen 5 g de metabisulfito sddico, y 50 m1 de HC1 1 N.

Se agita la disolucidn durante 1-2 horas.

Procedimiento:

Se sumergen los geles o la placa en TCA al 12,5% duran
te 30 minutos para precipitar péptidos y protefnas. Se
lava exhaustivamente con agua y se sumerge en acido pe

riddico al 1% en dcido acético al 3% durante 50 minutos.

-
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Para eliminar el 4dcido perelorico se lava con agua du-
rante toda la noche. Se sumerge de nuevo la placa o
Tos geles en el reactivo de Schiff en oscuridad, du-
rante 50 minutos. Se lava 3 veces con metabisulfito -
s6dico 0,5% recién preparado durante 10 minutos cada

vez. E1 exceso de colorante se elimina con lavados su

cesivos del gel o placa con una solucidn de 100 ml de

dcido acético, 800 ml de metanol y 2 1 de agua.

COMPOSICION DE AMINOACIDOS.

Andlisis de aminodcidos.

Todos los andlisis se llevan a cabo en un analizador auto-
mitico Durrum modelo D500, equipado con un computador PDP-8M que
automatiza todas las operaciones de acuerdo con un programa pre-

viamente seleccionado.

Hidr6lisis total en HC1 6N.

Se hidrolizan de 5 a 10 nmoles de proteina o péptido en
0,2 m1 de HCY tridestilado azedtropo 5,7 M, fenol 0,1% (v/v), a
105°C durante 18, 24, 48, 72, 96, y 120 horas en el caso de pro-
tefna y 20 horas en caso de péptidos.

Para calcular los valores de valina e isoleucina, que SON- —ee.
liberados lentamente, se usan los valores del hidrolizado a 120
horas. Por el contrario treonina, serina, cisteina, y tirosina,
son parcfalmente destruidos en 20 horas, Una vez hidrolizada la ~~
muestra se seca a vacio en desecador de sobre NaOH con buenos re

sultados.



Andlisis automdtico.

Las muestras secas se disuelven en 0,2 ml del tampén de

aplicacidon siguiente:

Citrato sédico 2H20 .................. 19,61 g.
Tiodiglicol  ............ e e 20,00 m1.
HC1 concentrado  ...................... 16,50 ml.
Fenol .. .. . e 1,00 m1.
Volumen final .. . .. ... ... ..., 1,00 litro.
Concentracidén de Na®  ................. ~ 0,20 N.

PH i e 2,20%0,01.

La muestra se pasa a un tubo de tefldn (4 cm x 0,3 cm) y
previa centrifugacidn se aplican a 1a columna del analizador 10-
30 ul de 1a muestra.

Los tampones de elucifn utilizados son los siguientes:

Tampén A Tampdn B Tampdn C
Citrato Sddico 2H,0 e 19,61 g. 19,61 g. 39,22 g.
Tiodiglicol  ............... 5,00 ml. 5,00 m1.  -----
HC1 concentrado  ........... 12,31 ml. 8,37 ml. 0,3 ml.
Fenol ... . 1 ml. 1 ml. 1 mi.
Volumen final  ........... I 1,00 1. 1,00 1. 1,00 1.
Concentracién Na*  ......... 0,20 N. 0,20 N. 1,10 N.
PH U e 3,23%t0,01  4,25!0,01 7,9%0,03

Los tampones se esterilizan mediante filtro millipore y se
desgasifican antes de usar. E]1 reactivo de ninhidrina que se uti-
- 1tza es de Pierce Ch.

ta duracidn del andlisis es de 97 minutos, finalizado cada



andlisis se regenera la resina de la columna mediante lavado con
NaOH 0,3N conteniendo 0,25 g/1 de EDTA.

A partir de los datos del andlisis se determina la compo-
sicidn de aminodcidos en % molar. E1 cdlculo de los porcentajes
corresponden a treonina, serina, valina, isoleucina, y cisteina

se 1leva a cabo como se describe a continuacidn.

Contenido de treonina. =

Se calcula, a cada tiempo de hidrélisis, el % molar de
treonina respecto a cada uno de los aminodcidos cuyo rendimiento
es independiente del tiempo de hidrélisis. La media de los 12 va
lores asi obtenidos porporciona el % molar del aminodcido. Una
vez obtenido el procentaje de treonina a cada tiempo de hidrdli-
sis, por promedio de 3 hidrolizados, se procede a la representa-
cion de dicho porcentaje en funcidon del tiempo. E1 valor obtenido

por extrapolacign a tiempo cero representa el contenido de treonina.

Contenido en serina.

Se calcula de 1a misma forma que en el caso de treonina.

Contenido en valina.

Se calcula, en el hidrolizado de 120 horas, el % molar de
valina respecto a cada uno de los aminodcidos cuyo rendimiento
es independiente del tiempo de hidrélisis. La media de los 12 va
lores asi obtenidos proporciona el porcentaje molar del aminodci
do. E1 contenido en valina viene dado por la media de los valo-

res calculados en 3 hidrolizados a 120 horas.



44 -

Contenido en isoleucina.

Se calcula de jgual forma que la descrita para valina.

Contenido en cisteina.

La cisteina se determina por hidrdlisis a 24 horas de la
proteina carboximetilada, como carboximetilcisteina. El procedi-
miento de hidrdlisis y andlisis de las muestras es idéntico al
descrito, excepto que la hidrdlisis se 1leva a cabo durante 24 -
horas en HCl1 tridestilado azedtropo (5,7 M) conteniendo Q0,1%
(v/v) fenol y 1% (v/v) dcido mercaptoacético, a fin de evitar la
destruccidn de l1a carboximetilcisteina. A partir de 3 hidroliza-
dos, en estas condiciones, se calcula el porcentaje molar en que
se halla la carboximetilcistefna en relacidn con los aminodcidos
cuyo rendimiento es independiente del tiempo de hidrélisis. E1

valor medio asi obtenido es el porcentaje de cisteina.

Contenido en triptéfano.

Se determina espectrofotométricamente siguiendo cualquiera
de los procedimientos descritos por Beaven y Holidey (1.952),
Edelhoch (1.967) y Bencze y Schmid (1.957). Puede determinarse en
analizador autom&tico utilizando la hidrélisis por dcido metano-

sulfénico (Moore, 1.972).

Procedimiento:

Se disuelven 30 nmoles de proteina o péptido en 80 ul
de §cido metanosulfénico 4N al 0,2% de triptamina (3-

g-aminoetil-indol). Se congela el tubo y se cierra a



- 45 -

vacio. La hidr6lisis se 1leva a cabo a 110°C durante
20 horas. E1 hidrolizado se diluye 4-8 vol. con tam-
pdn citrato pH2,2 y se aplica una alfcuota en el ana-

Tizador.

Evaluacién final de la composicién de aminodcidos.

Para evaluar la composicibn final de aminoacidos hay que
tener en cuenta los porcentajes molares de los aminodcidos en los
que no varia dicho porcentaje con el tiempo de hidrélisis, y los
calculados para los aminodcidos que se hidrolizan con dificultad
o que se destruyen facilmente. No se incluye el valor del tripté-

fano que se calculard por alguno de los métodos antes citados.

DETERMINACION AUTOMATICA DE LA SECUENCIA N-TERMINAL.

La determinacién de secuencia N-terminal se ha realizado
por método automdtico empleando para ello un Sequencer Beckman
890 B. E) programa empleado para la determinacidn es de 060275
de Beckman Instruments {(Palo Alto, California USA) modificado se
gin las caracteristicas del aparato empleado. Fundamentalmente
se ha incrementado la duracidén de las etapas en las que se produ
ce vacio en la copa de reaccidén, con objeto dé conseguir una maxi

ma eliminacidon de disolventes y reactivos.

Reactdivos:

Reactivo I: 1Isotiocianato de fenilo en heptano al 5%

(v/v).



Reactivo I1:

Reactivo 111:

Disolventes:

Disolvente 1I:

Disolvente I1:

Disolvente I11:
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Tampbn Quadrol (N, N, N', N'-tetra-2-

-hidroxipropil-etilendiamina-adcido

trifluorocacético 1 M en n-propanol/agua

(3:4 v/v) pH 9,0).

Acido n-heptafluorbutirico anhidro.

Benceno.
Acetato de etilo.

Cloruro de n-butilo.

PITC B secer oon
PROTEINA
e o heptano ] LLE ¥ ] 20 min
200 nenotes -
/
extrecrion con
secar con
scetsto de
N2 V atite
I o 2% 1 5= S
axtraceisn con sntrscelon con
cloruro de
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buttto
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FIGURA 6: Esquema del procedimiento de degradacién

automdtica.

E1 programa empleado consta de 56 etapas y su duraciobn

aproximada es de 2 horas. La proteina (3,1 mg-300 nmoles) en es-

tado nativo y disuelta en agua,

se introduce en la copa de reac-

cién sometiéndola 2 veces al programa de aplicacién. Asimismo se

realiza un ciclo en blanco (omitiendo Jas etapas en que intervie



ne el reactivo I) con objeto de eliminar impurezas solubles en
los disolventes empleados en el proceso. Tras la realizacién del
ciclo en blanco antes citado, se somete 1a proteina a sucesivos
ciclos de secuencia segiin el programa seleccionado. Las anilino-
tiazolinonas obtenidas en los sucesivos cicltos de degradacién,
extraidas con cloruro de n-butilo y recogidas en corriente de ni
tr6geno, son convertidas posteriormente en las correspondientes

feniltiohidantoinas (PTHs).

Conversion de ATZ-aa en PTH-aa.

Para identificar los residuos que se obtienen de 1o0s ciclos
de degradacibn automitica, es necesario transformar los derivados
de anitinotiazolinona (ATZ-aa) en sus correspondientes derivados
de feniltiohidantoina (PTH-aa). La reaccién de conversibn se reali
za en medio dcido y supone la apertura del ciclo de 1a tiazolinona

para reorganizarse y formar un ciclo de tiohidantoina.

Procedimiento:

Se afiaden al ATZ-aa seco 0,2 ml de HCY 1,5N, se gasea
con N2 y se incuba durante 10 minutos a 80°C. Se extrae
2 veces con 0,7 ml de acetato de etilo y se seca con

flujo de NZ'

En la fase acuosa permanecen las PTHs de histidina, argini-

na y acido cistéico, que se extraen por el siguiente procedimiento:

Se liofiliza la fase acuosa, y se le afiade 0,2 ml de
NaZHP04 1 M. Se agita y se extrae 2 veces con 0,7 ml de

acetato de etilo. Por Gltimo se 1leva a sequedad con
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flujo de NZ'
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FIGURA 7: Reacciones implitadas en el proceso de

degradacion automdtica.

Identificacidn de las PTH-aa. .

Se utilizan cuatro métodos distintos:

Cromatografia gas-liquido de las PTH-aa trimetilsilila

das y sin trimetilsililar.
Cromatografia en capa fina de silica-ge) de las PTH-aa.
Cromatografia bidimensional en placa de poliamida.

Hidr6lisis de lTas PTH-aa y andlisis automdtico de ami-

noacidos.

Estos cuatro criterios de identificacidn se utilizan en se

cuencia automdtica, pero en secuencia manual es necesario, por res
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tricciones de cantidad, utilizar los mds sensibles como son 1la
cromatografia bidimensional en poliamida y la hidrblisis de las

PTH-aa y su anadlisis automdtico.

Cromatografia gas-liquido.

Se ha utilizado un cromatdgrafo Hewlett Packard, con doble
columna, detector de 1lama y programa lineal de temperatura. Tan-
to el soporte como las columnas de vidrio estdn silanizadas (Hor-
ning, 1.963). E1 relleno de las columnas (2 mm de dismetro inter-
no y 1,3 m de longitud) es DC-560 al 10% sobre Chromosrb N, 100-
120 mesh (Pisano et af., 1.972). E1 empleo de columnas de vidrio
en el cromatbégrafo se debe a que los metales catalizan ta descom-
posicién de las PTH-aa. Para la deteccidn se emplean alicuotas de
1-3 ul de las muestras, procedentes de 1la dggradaciﬁn, disueltas
en 20 p1 de acetato de etilo. Para el desarrollo de la cromatogra = -~
fia se emplea un programa lineal de temperaturas, desde 180°C a
260°C, con una variacidn de 2°C por minuto. E1 orden de elucién
de las PTH-aa es el siguiente: PTH-Ala, -Gly, -Val, -Pro, -Leu/
Ile, -Met, -Phe. La PTH-Ser sufre descomposicidén por g-eliminacibtn,
eluyendo el dehidroderivado de PTH-Ala y PTH-Gly. La PTH-Thr en
cromatografia proporciona dos picos, uno que eluye junto a PTH-Gly
y otro (dehidrotreonina) que eluye inmediatamente de PTH-Pro.

Para la identificacion de los PTH-derivados de aminodcidos
poco voldtiles se ha procedido a su previa trimetiisililacién. EI
proceso se lleva a cabo directamente en 1a microgeringa de inyec-
cidén. Se cargan en ésta, volimenes iguales de bis-trimetil--ilil-
-acetamida y PTH-aa en acetato de etilo, aspirdndose en este orden

e inyectdndose el conjunto. Tras la sililacidén los PTH-derivados



- 50 -

de histidina, tirosina, lisina, aspdrtico, glutdmico, asparagina
y glutamina pueden ser resueltos por esta técnica. La sililacidn
permite distinguir entre PTH-Leu y PTH-1le ya que la primera se

desdobla en dos picos.

Cromatograffa de PTH-aa en placa de silica-gel. (Wittman-Liebold

et al., 1.975).

Para identificar las PTH-aa procedentes de la degradacidn
automitica, se puede realizar una cromatografia ascendente en tres

sistemas.

Sistemas:

Sistema I: Cloroformo, l-propanol, 2-propanol (98:1:1).
Sistema II: Cloroformo, metanol (90:10).

Sistema III: Heptano, acido propidnico, dicloroetano (58:

orTie
PTH-PHe O PH-e  © ©
PTHYS  ©  oerTH-PR
PiH-le © © PTH-Leu . O PYH-taet
PTH-Va! © "
- O PTH-Mer I PIH-Ale © OPTH-Lys
Pru-ate © OFM-LUs lpriay ©
PTH-Gy © o:vvn-;yv
Pre © PTH-Tyr ©PTH-Th
I ° © PTH-Tw PTH-Serdu. O
PTH-He © OPTH Lo PTH-8ar O
PYH-Vs © M
O PTH-PM PTH-Ber ©
© PTH Mot
PTH-Als © FTH-GIn © "n:—g: g OFTH-Asn
O PTH-Asn -
YL -ty FTH- Nl © e e
oy FTH-OW © OPTH-Asp
PrH-serc O PTH ram o OTTHA " )

FIGURA 8: Movilidad cromatogrdfica de las
PTH-aa.
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Procedimiento:

Las muestras se disuelven en metanol/dicloroetano

{7:3 v/v) y se aplican en placas de silica-gel 20 x 20
cm., Merk, Darmstad, BDR), con dos patrones de PTH-Ser,
-Gly, -A];, -vVal, -Ile, -Pro, -Asp, -Asn y de PYH-Thr,
-lLys, -Met, -Glu, -GIn, Tyr, -Phe, -Leu {3 nmoles/ml

de cada PTH-aa).

La placa de silica-gel estd impregnada con un indicador de
fluorescencia. Al iluminar la placa con luz ultravioleta de 254 nm,
las PTH-aa se detectan como manchas oscuras. En el primer sistema
la mayor parte de los aminodcidos hidrofobos son identificables.

E1 segundo sistema permite localizar Asn, GIn, Ser y Thr. El ter-

cer sistema separa tas PTH de Asp, Glu, Arg e His.

Cromatografia de PTH-aa en placa de poliamida.

Las placas de poliamida (Cheng-Ching Trading Co., Taipei,
Taiwan o F-1.700 de Scheicherschiill, Dassel, RFA) con unas dimen-
siones originales de 15 x 15 cm, se cortan en placas cuadradas de
5 c¢cm de lado. Esto tiene por objeto una mayor rapidez en el desa-

rrollo sin que se observe una disminucién en el poder de resolu-

. ¢cidn de la técnica.

Procedimiento:

Por una de tas caras de la placa se aplica la muestra
y por 1a otra, en posicidn simétrica respecto al pla-
no de la placa, una mezcla de las PTH-aa patrones. EI
desarrollo cromatogrdafico es bidimensional empledndo-

se los siguientes sistemas:

R LT
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Sistema I: Acido acético al 35% (v/v).

Sistema II: Tolueno, n-pentano, dcido acético glacial
(60:30:35 v/v/v) conteniendo 2-(4'-t-butil
fenil)-1, 3, 3-oxidiazol {butil PBD) 250
mg/1. '

La identificacidn del residuo se lleva a cabo mediante com-
paracidn de los resultados cromatogrdficos de las dos caras de la
placa de poliamida bajo luz ultravioleta de 254 nm. E1 objeto del
butil PBD es incrementar la fluorescencia de la placa, aumentando

la sensibilidad de la técnica (Summers et af., 1.973).

Pro : P
0 vai ge/l.eu vat ©°°
Ala Mep, o Phe Ala
o Opnyy- (=]
o DH-Thr ‘ v ™e © g'y
1 Gly
GIn ODHSer ik Lys Gin
[o) - OlLys [=] - [
Thr Trp Glu
AsnoO OGlu OTrp ° ° OAsn
OSer ©OCm-Cys &,
Tyr r
o] OTyr é OAlp
Asp o o]
Maleil-Lys ,l1 1 l Malei!- Lys
2 2

FIGURA 9: Movilidad en cromatografia en placa de poliamida de las

PTH-aa.
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Hidr6lisis de las PTH-aa. (Lai, 1.977).

La hidrésisis de 1a PTH-aa, 1ibera el aminodcido que se
puede identificar por andlisis automdtico. Este método permite de

tectar cantidades muy pequefias.

Procedimiento para protelna:

Se deseca la PTH-aa, y se le aiiade 0,2 ml de HC] 6N y
5 ul de SnC12/HCl 0,1 g/2 ml HCY 6N. Se incuba a 150°C
durante 4 horas. Se deja enfriar, se abre y se seca so
bre NaOH. Antes de analizar la muestra, se lava 3 ve-

ces con 200 ul de agua bidestilada.

Procedimiento pana péptidos:

En secuencia manual se usd este método, pero se hidro-

1iz6 con 0,1 ml de HCY1 6N y 10 ul de SnCIZ/HC1.

HIDROLISIS ENZIMATICA.

Digestion con tripsina.

La tripsina es una enzima que hidroliza especificamente los
enlaces peptidicos en los que interviene el grupo carboxilo de 1i-
sina o arginina. Hay algunos enlaces que no se hidrolizan o lo ha-
cen lentamente. Los enlaces Lys-Pro y Arg-Pro, no se hidrolizan de
bido al N-imido de la prolina. Los enlaces Arg-CySO3H, Asp-Lys-Leu,
Asp-Lys-Ala se hidrolizan parcialmente, asi como todos los enlaces
de Lys y Arg cercanos a grupos polares o con cargas netas. Los en-

laces Lys-Lys y Lys-Arg también son dificiles de hidrolizar. Todos
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estos enlaces alteran el nimero de péptidos que deberian produ-
cirse en base a un nimero de lisinas y argininas conocido (Walsh,

1.970).

Procedimiento:

Se disuelven 40 nmoles de proteina en 50-100 ul de
agua bidestilada. Se afaden 40-60 ul de N-metil-morfo
1ina 0,2 M para conseqguir un pH 7,9. Después se ahade
tripsina disuelta en agua bidestilada (1 mg/ml) para
que la relacidn enzima/sustrato sea de 1/100 y se in-
cuba a 37°C durante 4 horas. Después de la hidrdlisis

se seca a vacio o se liofiliza.

La tripsina debe de estar tratada con TPCK (1-tosilamido-
2-feniletil-clorometil cetona) para evitar la accién de una posi-

ble contaminacidén quimotriptica.

Digestién con quimotripsina.

La quimotripsina hidroliza especificamente los enlaces pep
tfdicos en los que interviene el grupo carboxilo de Tyr, Phe, Trp,
Leu y en menor grado Met, Asn, His y Thr. Muy raramente hidroliza
por Gly, Ser, Val, Ile, (Wilcox, 1.970).

La hidro6lisis se realiza en las mismas condiciones que la
hidr61isis con tripsina., La dnica diferencia estriba en el tiempo
de incubacion que puede oscilar entre 1 y 4 horas. E1 tiempo de
hidrélisis 6ptimo es el que proporciona resultados constantes (en
nuestro caso 2 horas). La enzima ha de estar tratada con TLCK
(Nc-tosil-L—lisil—clorometi] cetona) con objeto de inhibir la ac-

tividad triptica contaminante.
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Hidrb6lisis con clostripaina..

Lactostripaina (clostridiopeptidasa B(EC3.4.22.8)) es una
sulfhidril proteasa con especificidad por el grupo carboxilo de
aminodcidos con carga positiva. La clostripaina, de todas formas,
tiene mayor preferencia por arginina que por lisina, y en condi-
ciones de hidrdlisis controladas se puede limitar la hidr6lisis a
los enlaces peptidicos en los que interviene el grupo carboxilo
de este aminodcido. Hidroliza bien los enlaces de arginina resis-

tentes a la tripsina (W.M. Mitchell, 1.971).

Procedimiento para "fingeaprint”:

Se disuelven 0,4 mg de proteina en 100 y1 de tampdn fos
fato sddico 0,05 M pH 7,7 y se le afiade 4 pyl1 de una so-
lucidn acuosa de clestripaina (1 mg/ml), a 1a mezcla se
afiade 2-mercaptoetanol hasta 1 mM. Se incuba 5 hﬁras a

33°C. y se liofiliza.

ENZIMA TIEMPO TEMPERATURA pH

Tripsina 4h 37C 79-81

Quimotripsina 2h 37C 7.9-81
Clostripaina 5h 33C 7,7-80

TABLA 2: Condiciones de hidrolisis en-

zimdtica.



SEPARACION DE LOS PEPTIDOS.

La mezcla de " péptidos obtenida en las diferentes rupturas
enzimdticas, hay que fraccionarla en sus distintos componentes.
Para separar los péptidos se ha empleado la técnica de "fingerprint"
que nos permite la sepa;acién completa de todo el conjunto de pép-
tidos sin recurrir a otras técnicas y realizar un estudio de la
electronegatividad e hidrofobicidad de los péptidos.

Una vez separados los péptidos, se pueden extraer y anali-

zar su composicidn de aminodcidos y detectar el residuo N-terminal.

Separacidn en "fingerprint" en capa fina de celulosa.

Es una técnica combinada de dos métodos. Una electroforesis
a pH 4,4 que separa los péptidos segin la carga global de éstos, y
una cromatografia ascendente que los separa en funcidén de su pola-

ridad.

Procedimiento:

Se disuelven 20-40 nmoles de hidrolizado en 20 vl del
tampdn de electroforesis pH 4,4:

Piridina, 8cido acético, acetona, agua (2:4:15:76).

Se aplica la cuarta parte en una placa de celulosa en
capa fina (Polygram CEL 300 &6 400, 20 x 20 cm de 0,1 mm
de espesor; Macherey-Nagel & Co., Diiren, RFA) en una es
quina a 3 cm de cada borde, en el otro extremo se apli-
ca como marcador de referencia una disolucidn de amido-
swartz y DNS-Lys en etanol. Se humedece la placa desde
los dos extremos procurando que los dos frentes lleguen

al punto de aplicacidon simultaneamente.
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La electroforesis se efectiia en una cubeta (Desaga,
Heildelberg RFA), durante 2 horas y a 400 V; la inten-
sidad en estas condiciones es de 16-20 mA.

Después de la electroforesis, se deja secar al aire al
menos durante 2 horas, y se realiza la cromatograffa

ascendente en el sjguiente tamp6n:
Piridina, n-butanol, &cido acético, agua (50:75:15:60).

Hay gque procurar que la aplicacién quede entre 1,5-2 cm

del tampdén de cromatografia para evitar turbulencias. -

Una vez secada Ta pltaca, se procede a }ta coloracién con

el reactivo deseado.

Extraccion de los péptidos.

Después de reproducir el “fingerprint"” (fotografia, calco..)
se rascan las manchas con espdtula y se transfieren a tubos Eppen-
dorf de 1 ml (Hamburg, RFA). El1 método de extraccidén descrito en

ta bibliografia es el siguiente:

- Para andlisis de aminodcidos se extrae en HC1 5,7N 2 ve
ces con 100-200 wl. Se agitan los tubos 30 minutos y se
centrifugan durante 4 minutos en centrifuga de mesa. el

sobrenadante se trasvasa a los tubos de hidrdlisis.

- Para determinar el aminodcido N-terminal o realizar es-
tudios de secuencia, se extrae con acido acético del

30-50% 2 veces con 200 pl.

En nuestro laboratorio se ha puesto a punto un nueve método

de extraccion, en el que se ha aumentado mucho el rendimiento con
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respecto al método antes descrito.

Procedimiento:

Utilizando ias condiciones antes descritas, pero susti-
tuyendo la agitaci6én de 30 minutos por sonicacién en un
bafio Bronson B-220, se extraen los péptidos de 1a celu-
losa. Antes de iniciar 1a sonicacién y después de reali
zarla se agitan los tubos durante 15 seg. para suSpeﬁ—

der la celulosa.

Cromatografia y electroforesis en capa fina preparativa.

Es 1a separacidon en una dimensién utilizando una de las dos
técnicas empleadas para "fingerprint". La muestra hidrolizada (de
30 a 180 nmoles) se aplica en una 1inea de 3-18 cm (10 nmoles/cm)
en el cromatograma seco. La coloracidén de las bandas se logra ro-
ciando con el reactivo concentrado de ninhidrina sobre un mm a ca
da lado de la banda de aplicacifn. También se puede revelar con
fluorescamina 0,001-0,05%. La extraccion se hace en &cido acético

del 30-50% como para "fingerprint".

REACTIVOS ESPECIFICOS PARA LA DETECCION DE AMINOACIDOS, PEPTIDOS

Y DERIVADOS.

Los aminoécidos producen reacciones coloreadas o fluorescen
tes con algunos reactivos. Esto permite su deteccidn en cromatogra
fia en silica-gel, celulosa o papel, asi como en el anflisis auto-

matico.



Deteccién con ninhidrina. (M.J. Dognin, 1.978). e

La ninhidrina es un reactivo especifico de grupos amino
de proteinas, péptidos o aminodcidos libres. Como 1a ninhidrina
destruye el aminodcido N-terminal es necesario acondicionar el

reactivo segiun el propésito del cromatograma.

Reactivo concentrado:

Se utiliza para detectar la posicidon de los péptidos
en un cromatograma sin la idea de utilizarlos poste-
riormente.

Se disuelven 3 g de ninhidrina en una disolucién com
puesta por 30 ml de colidina (2, 4, 6-trimetilpiridi
na), 100 ml de &cido acético y 870 ml de etanol.

Las manchas tienen generalmente color azul-violeta
aunque si el aminodcido N-terminal es glicocola, treo
nina, serina, tirosina o histidina 1a coloracidn es

distinta.

Gly : amarillo.
Thr, Ser : gris-verdoso.

Tyr, His : gris-marrdn.

Reactivo diludido:

Para extraer los péptidos del cromatograma se debe

usar el reactivo anterior diluido 3 veces en etanol.
Se pulveriza ligeramente el cromatograma, aunque sea
necesario dejarlo toda la noche a temperatura ambien

te para que aparezcan las manchas.
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Reactive panra Las PTH-aa:

Se disuelve 0,1 g de ninhidrina en 5 ml de colidina y
95 m1 de etanol. Los feniltiohidantoin-amino&cidos co-
loreados con ninhidrina tienen la caracteristica de

permitir su identificacién entre diferentes manchas de

PTH-aa en C.C.F. de silica-gel.

PTH-Asp: marrén-rojizo.
PTH-Asn: amarillo claro.
PTH-Glu: gris-verdoso.
PTH-GIn: verde oscuro.

PTH-Trp: verde oliva.

Procedimiento:

Si se usa el reactivo diluido, se pulveriza el cromato
grama ligeramente y se seca durante 30 seg. con aire
caliente. No conviene calentar mucho tiempo la placa
para évitar desamidaciones de los péptidos.

Si se usa el reactivo concentrade, se pulveriza el cro
matograma y se puede revelar por calentamiento en estu

fa a 60°C durante 5 minutos.

Deteccidon con fluorescamina.

La fluorescamina reacciona a pH ligeramente bdsico (7 a 9)
con los grupos amino primarios de aminodcidos y péptidos originan
do un compuesto fluorescente inestable que desaparece en pocas ho

ras. La reaccidén es la siguiente:
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Fluorescamina Compuesto fluorescente

Reactivos y procedimientos:

E1 cromatograma se lava con acetona. Después se hume-

dece con una disoluci6n de:

3% de piridina en acetona (Vandekerkhove et af.,
1.974) &
1% (v/v) de trietilamina en acetona (Méndez y
Lai, 1.975).
y se deja secar 5 minutos a temperatura ambiente.
'Se rocfa el cromatograma abundantemente, o Se sumerge
en una solucidn de fluorescamina de concentracidn va-

riable dependiendo de la cantidad de péptido a detec-

tar:



0,001% en acetona para 500 pmoles o mé&s.

0,005% en acetona para 200 pmoles o mé&s.

0,03% en acetona para 30-200 pmoles.
Se deja secar 5 minutos al aire, se lava con acetona y
se vuelve a secar 5 minutos. Las manchas son visibles

T

con luz ultravioleta de 336 nm.

La fluorescamina a concentracidn:0,03% destruye (nicamente
el 1-5% del aminodcido N-terminal (Méndez, comunicacidn personal),
1o que hace a esta técnica muy Gtil para extraer los péptidos pro

cedentes de "fingerprint"”.

Reactivo especifico para tirosina. (Acher y Crocker, 1.952).

Reactivoe:

0,1% de a-nitroso-g-naftol en etanol al 95% en agua

(v/v).

Procedimiento:

Se rocia el cromatograma con el reactivo, se seca con
aire caliente y a continuacibn se‘rocia con disolucién
acuosa al 10% en HN03. E1l cromatograma se seca por ca-
lentamiento en estufa a 105°C durante 5 minutos. Se
puede sequir este procedimiento aun después de revelar

con ninhidrina.

Los péptidos con Tyr se colorean de rosa. La histidina pue
de interferir pues también se colorea. No hay que confundir estas
manchas rosadas con las que aparecen al pulverizar con a-nitroso-

-g-naftol, ya que se colorean todos los péptidos. El HNO3 hace de
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saparecer esta coloracidon inicial manteniéndose dnicamente la de

los péptidos con tirosina.

Reactivo para arginina. (Yamada e Itano, 1.966).

Reactivo:

0,02% de fenantrenoquinona en etanol mezclado 1:1 con
una solucién del 10% de NaOH en etanol al 60% en agua
(v/v).

Procedimiento:

Se rocia el cromatograma con una disolucién recién pre
parada del reactivo y se seca al aire durante 30 minu-

tos.

Los péptidos con arginina presentan fluorescencia bajo luz

‘“ultravioleta de 365 nm. Se puede revelar con ninhidrina después.

Reactivo paraarginina. (Sakaguchi, 1.925).

Reactivo:

Disolucién A: ao-naftol 0,01%, urea 5%, y KOH 5% en eta

nol.

Disolucidén B: 0,7 ml de bromo en 100 ml de NaOH O,5N.

Procedimiento:

Se rocia el cromatograma con la disolucion A recién pre
parada y se seca al aire. Después se rocia con la diso-

lucidon B y se vuelve a secar al aire.

Los guanido-derivados se colorean naranja-rojizo.



Reactivo para triptéfano.

Reactivo de Ehnlich:

1 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 10 ml de HC1 y

90 ml de acetona.

Procedimiento:

Se rocia el cromatograma con el reactivo y se seca ri

pidamente a 105°C.

Los péptidos que contienen tript6fano se colorean pirpura.

Se puede revelar antes con ninhidrina.

Reactivo para histidina y tirosina.

Reactivo
Disolucidn A: Acido sulfanilico al 1% en HC! 1N.
Disolucidn B: NaNO2 al 5%.
Disolucidn C: Na2603 al 15%.

Procedimiento:

Se mezclan volimenes iguales de 1a disolucién A y B y
se dejan reposar durante 5 minutos a 4°C. Se afiade un

volumen jgual de C y se rocia el cromatograma.

La histidina aparece como una mancha naranja-rojizo (Mann

y Leone, 1.953).

DEGRADACION MANUAL.

Las proteinas y péptidos son degradados secuencialmente a
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partir del extremo N-terminal por fenilisotiocianato o PITC
(Edman, 1.949), con la condici6n de que el grupo a-amino esté 1ji
bre en forma de amina primaria o secundaria. El esquema de la de
gradacidn es el mismo que el expuesto en el proceso de degrada-
cién automitica.

Los derivados anilinotiazolinona-aminodcidos son inesta-
bles y se convierten, en presencia de dcido trifluoroacético, en

las correspondientes feniltiohidantoinas.

Combinacidon de la degradacibfn manual de Edman y 1a reaccidn con

cloruro de dansilo. (Gray y Hartley, 1.963).

E1 método de degradacidn manual dansil-Edman consiste en
una degradaciéh con PITC y caracterizacidn del aminodcido N-termi

naivpor reaccib6n con cloruro de dansilo.

- Degradacidon manual de Edman.

Procedimiento:

A 60 nmoles de péptido o proteina se le afiaden 50 pl
de agua bidestilada y 50 ul de PITC al 5% en piridina.
E1 tubo se gasea con nitrbégeno y se cierra; se incuba
a 45°C durante 1 hora. La muestra se seca frente a
NaOH en desecador usado Onicamente para PITC. Poste-
riormente se afiade 200 ul de dcido trifluoroacético
(TFA) y se incuba 30 minutos a 45°C.

Se vuelve a secar en desecador con NaOH, para TFA. La
muestra se suspende en 200 pl de agua y se extrae 2

veces con 2 ml de acetato de n-butilo. Se separan las
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fases organica y acuosa por centrifugacién. La fase
orgdnica tiene el ATZ-aa, que se hidrolizard para an§
lisis automdtico de aminodcidos, se cromatografiarg
en placa de poliamida o en placa de silica-gel. La fa
se acuosa se seca a vacio y antes de realizar un nue-

vo cliclo, se toma una alicuota para dansilacidn.

> extraer 2»200m fuwe

4% . _avaele 200pH0 o Sotstcowetile orginies i

100p) fase

TFA .

socer 48°C.1h 30p1PITC 8
» vacio LN
-—— = L3 e 5010 pepTing

2mpers  30-80 nmoles
daneiiseisn
Sau NwM
o2m

N e eTre TSI — =37 “FouCiBRs
HCI S78 a vecio Th 2901420
108°C 18h

FIGURA 10: Esquema del proceso de degradacidn manual.

- Dansilacidn.

Antes de cada degradacién manual una alicuota del péptido
o proteina se hace reaccionar con cloruro de dansilo para identi
ficar el residuo N-terminal. Los derivados dansil-aminodcido son
fluorescentes y se caracterizan por cromatograffa.

E1 procedimiento que se sigue es diferente para péptidos

o proteinas.



Péptidos:

Proteinas:
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El péptido seco se disuelve en 50 vl de N-metil-morfo
Tina 0,2 M. Se le afiade 25 ul de CIDNS en acetona
{2,5 mg/ml) y 25 ul de agua bidestilada. Se agita y
se incuba durante 60 minutos a 37°C. Se seca en dese-
cador y se afiade 30 ul de HC1 5,7N (0,02% g-mercaptoe
tanol). Se incuba el tubo, una vez cerrado a 105°C du
rante 15-16 horas. Después de abrir el tubo, se seca
en desecador con sosa y se lava con agua bidestilada

3 veces.

A 1,5 mg de proteina se la aiiaden sucesivamente 200 ul

de férmico al 99%, 20 ul de metanol, 50 ul de H,0, al

272
30%. Se mantiene 1 hora a temperatura ambiente y antes
de 1levar a sequedad en rotavapor se diluye con 2 ml

de agua. Se lava un par de veces con agua. Se suspende
en acetona y se seca. Se afaden 50 pl de SDS al 1% y

se calienta durante 5 minutos a 100°C. Una vez enfria-
dos se afiaden 50 ul de N-etil-morfolina, se agita vigo
rosamente, 75 ul de CIDNS (25 mg/ml en dimetilformami-
da), se vuelve a agitar y se incuba durante 2 horas a
37°C. Se precipita la muestra con acetcena y se centri-

fuga. E1 sedimento se lava con acetona al 80% 2 veces

y se seca. Se procede a hidrolizar con HC1 5,7N.

Despué§ de la hidrélisis se abre el tubo y se seca en dese

cador con NaOH. El residuo se disuelve en 5 ul de etanol al 95% y

se aplica en una placa de poliamida de doble carav(S x 5 cm; DC-

-

———
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-fertig-folien F1.700 mikro polyamid, Schleicher & Schiill, Dessel,
RFA) en forma puntual. En la otra cara se aplica un patrén de DNS-
-aa con DNS-Pro,-1le, -Leu, -Tyr, -Thr, -Ser, -Ala, -Glu, disuel-

tos en etanol al 95% en una concentracién de 0,1 mg/ml de cada de-

rivado.
N(CH
NCH,), ”
i e
+ HN~CH—C—NH—--—C00" 2%
0=5=0 0=5=0
S i | .
cl HN—CH—C—NH—-~C03J
CIPNS ' I ”
’//, j
N(C Hj)z H‘- OMNS -Paptido
*’_LN_.‘., ~CO0H 0= S=0
répiies Hl!}—?H—C(DH
R
ONS —ss,

FIGURA 11: Reacciones implicadas en el proceso de dansilacién.

Cromatografia de DNS-aa. (Woods y Wang, 1.967; modificada por

Hartley, 1.970).

La cromatografia de DNS-aa se hace de forma ascendente con

los siguientes sistemas:
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DNS-Amy
1 w +¢& ~-DNS-Ls

~DNS - [==]
'ma—ch?—'n.o
WS _on ONS-Ary T

FIGURA 12: Movilidad cromatogrdfica en placa de

poliamida de Tos DNS-aa.
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Sistema I: Disolucibébn acuosa de dcido férmico 1,5%.

Sistema I1: Tolueno, Scido acético (10:1).

Sistema 1I1: Acetato de etilo, dcido acético, metanol
(20:1:1).

Sistema IV: Na3P04 0,05% en H,0, etanol (3:1).

Las cromatografias en los disolventes II, III, y IV se rea
lizan en la misma direccibn y en sentido perpendicular a la croma
tografia con el sistema I. Se seca con secador entre cada disol-
vente utilizado. Los DNS-aa aparecen como manchas fluorescentes
de color verdoso o amarillento (DNS-Tyr) al iluminar la placa con
luz uitravioleta de 254 nm.

Después del 2° sistema es posible identificar por compara-
cién con los patrones todeos los DNS-aa excepto DNS-Thr, -Ser,
-Glu, -Asp y -lLys. E1 4° sistema permite diferenciar DNS-His,

-Lys y -Arg.
Las particularidades del método consisten en:

La lisina aparece normalmente como derivado a,e-bidansil-
-lisina (bis-DNS-Lys) si es N-terminal; si es un residuo interior
se presenta en forma de ¢-DNS-Lys. Conviene pues, correr todos
los sistemas. Sin embargo, cada disolvente tiene sus problemas,
con el tercero se pierde 1a resolucidon entre DNS-Leu y DNS-lle y
entre DNS-Met y DNS-Phe.

En la primera etapa de degradacidn de los péptidos que con
tienen tirosina, se observa la o-DNS-Tyr que sdele ocupar una po-
sicion intermedia entre DNS-Glu y DNS-Asp. Hay enlaces de aminodci
dos hidrofébicos que son mal hidro{izados y se obtienen m%nchas de
DNS-11e-Val, DNS-Val-Val, DNS-Leu-Ala, etc.. '

No se puede diferenciar entre Asp y Asn, Glu y GIn, por eso
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es necesario utilizar las PTH-aa para completar 1a informacifn.
Las placas de poliamida deben ser lavadas en NH40H/metanol

o acetona (1:1, v/v) por inmersién durante la noche y pueden vol-

ver a usarse sin problemas. Con esta técnica se pueden detectar

cantidades de hasta 0,3 nmoles.

Cromatografia de PTH-aa en placa de silica-gel.

Este sistema se utiliza en secuencia manual para diferen-

ciar entre Asp/Asn y Glu/Glu (Chen, 1.976).

Procedimiento:

Las muestras disueltas en metanol/dicloroetanoc (7:3
v/v) se aplican en placas de silica-gel (10 x 10 cm,
HPTLC silica-gel 60 F2541 Merk, Darmstadt, RFA) a 1
cm de intervalo, y una referencia de PTH-Asp/-Asn y/o
PTH-Glu/-GIn. Se realiza una cromatografia ascendente

en los sistemas siguientes:

Sistema I: Cloroformo, i-propanol, 2-propanol
(98:1:1).

Sistema Il: Dicloroetano, dcido acético (60:10).

Se observa bajo luz ultravioleta de 254 nm, o se colo

rea con solucidn de ninhidrina antes indicada.

ESTRUCTURAS DE ORDEN SUPERIOR.

Espectro . ultravioleta.

La obtencién del espectro . ultravioleta de Ta proteina,

se 1levan a cabo en cubetas de 1 cm de paso 6ptico, se ha emplea-
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do un espectofotdmetro Cary 118. El espectro se ha obtenido a una
velocidad de barrido de 0,2 nm/s. Para-la determinaci6n se ha em-
pleado una disolucidén de enzima en una concentracién 0,7 mg/ml en
dcido acético 0,1 M pH 4,4,

La obtencidn de la primera derivada del espectro ultravio-

leta se hace en las mismas condiciones de barrido y concentracién.

Dicroismo circular.

E1 espectro de dicroismo circular se ha obtenido en un di-
crografo Jobin Yvon, Mark 11! equipado con un arco de xenon de
250 watios. La velocidad de registro es de 0,1 nm/seg. Las cube-
tas empleadas son cilindricas de cuarzo y con un paso &ptico de
0,05 cm para los espectros realizados en el ultravioleta lejano.
Todos los datos de elipticidad aparecen expresados como eliptici-
dad media por residuo, considerdndose en todos 10; casos un peso
molecular medio de 110 Dalton. Las unidades de este parametro di
crdico son grados x cm2 x decimol.

E1 ajuste de la curva experimental se realizd siguiendo

los métodos de Chen et af., 1.972 y Bolotina et a£., 1.980.



1

RESULTADOS,
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RESULTADOS.

La determinacidon del residuo N-terminal, por reaccién con
isotiocianato de fenilo, de la fraccidén con actividad litica ais-
lada de huevo de Ceratit.is Capitata (Ferndndez-Sousa et af.,
1.977), proporcioné resultados que ponfan de manifiesto cierta he
terogeneidad en dicha fraccidn.

"Entre los contaminantes de la actividad 1itica se jidentifi
¢d uno de ellos como ubiquitina. E1 hecho de que esta proteina no
se habfa aislado en insectos, puso de relieve el interés de la ca
racterizacion de la ubiquitifa de Ceratitis capitata, para el es-
tudio comparativo en distintas especies.

En una primera etapa describiremos el proceso de aislamien
to seguido por los autores antes mencionados, para exponer poste-
riormente los resultados que llevaron a la modificacidn de este

método.

Aislamiento de la fraccibn con actividad Titica.

] Los resultados obtenidos en las etapas cromatogréficas: Am
berlita CG-50, Sephadex G-25 y Sephadex G-75 son idénticos a los
descritos por Fern&ndez-Sousa et af., 1.977. En la figura 13 se
recogen los perfiles de estas cromatografias.

La fraccidn de proteina con actividad 1itica obtenida des-
pués de la cromatografia en Sephadex G-75, aparece como una uUnica
banda en electroforesis en gel de poliacrilamida en medio &cido,

y en electroforesis-SDS al 10% de acrilamida. La recromatografia de
Ta muestra en Sephadex G-75 en acido acético 0,1 M, proporciona un
inico pico simétrico, de proteina, en el que la distribucion de ac

tividad 1itica es asim%smo simétrica. E1 andlisis de aminodcidos de

la
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FIGURA 13 a y b: Perfil de absorcién a 280 nm de los eluidos de
Tas cromatografias en Amberiita CG-50 (a) y Sephadex G-25 (b)
del material obtenido en el proceso de extraccidén. La fraccifn
en la que se encuentra la ubiquitina se indica con rayas verti
cales.
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Perfil de absorcibn 280 nm del eluido de la crp
matografia en Sephadex G-75 de 1a muestra que
procede de la separacibn cromatogrdfica en Sepha
déX"B<25. La fraccioén que contine ubiquitina se
indica en la figura con rayas verticales.

FIGURA 13 c:



muestra es constante en diferentes extracciones.

Los autores describen como residuo N-terminal GLICOCOLA.
El criterio utilizado para dar este resultado fue la dansilaciédn
de 1a muestra, y aplicacidn del DNS-aa1 en placa de poliamida. En
nuestro caso los criterios utilizados fueron dos, dansilacién y
andlisis del derivado PTH—aal hidrolizado (Méndez y Lai, 1.975).
E1 segundo criterio permite cuantificar los resultados. Estos fue-

ron:

Met ..... 50% Lys ..... 5,0%
Gly ..... 302 Ma  ..... 5,0%
Asx ..... 5,4% Gilx ..... 4,6%

En placa de poliamida se detecta el derivado dansilado de
1a glicocola, ya que la metionina aparece como DNS-Met y DNS-Mes

y los rendimientos de los G1timos son bajos.

Comportamiento cromatogrdfico de la muestra obtenida en la separa-

cidn cromatogrdfica en Sephadex G-75.

Una vez puesta de manifiesto la heterogeneidad de la muestra,
se procedié a la separacidén de sus componentes. Para elle se reali
zaron cromatografias en Sephadex G-25 en medio 8cido y bésico, y en

Sephadex G-50 en 3cido acético 0,1 M.

Cromatogragia en Sephadex G-25 a distintes pH.

- ]

Se realizaron dos cromatografias en Sephadex 6-25, a pH 4,5

.y 9,0. Los perfiles de absorcién a 280 nm de los eluidos se recvgen
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en la figura 14.

En la cromatografia en dcido acético 0,1 M pH 4,0 se obtie-
nen dos picos solapados con volimenes de elucidon de 22 y 27 ml res
pectivamente. En la cromatograffa en tampdn bicarbonato-carbonato
sGdico 0,05 M pH 9,0, se obtiene un solo pico con un volumen de
elucién de 19 ml, que coincide con el volimen de exclusidén de la
columna, medido con azul de dextrano.

E1 diferente comportamiento’crqmatogréfico en funcién del
pH, parece indicar la existencia de interacciones entre los distin
tos componentes de la mezcla que se ven favorecidas en medio bisi-

co y disminuven o desaparecen en medio &cido.

A_.‘# ;‘J
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FIGURA 14: Perfil de absorci6én a 280 nm de las cromato
grafias en Sephadex G-25 a pH &cido (1) y
bésico (2).

E1 hecho de que la ubiquitinati;he tiene un pl de 6,7, se
retenga en el proceso de aislamiento y extraccién en un cambiador
catidnico, nos permiti6 suponer en su momento la existencia de al
giin tipo de interacci6n de esta protefna con algiin componente bdsi

co. Aceptando esta hip6tesis, podemos deducir que las interaccio-



nes electrostdticas, contribuyen a este comportamiento, ya que en
medio bdsico la ubiquitina tiene carga negativa y los componentes
due produjeron la anormal retencién de 1a proteina en Amberlita

CG-50, carga positiva. En medio &cido esta interaccién desaparece

ria o disminuiria pues la ubiquitina pasa a tener carga positiva.

Cromatogragia en Sephadex G-50 en dcido acético.

En base a los resultados obtenidos en Ja separacidn cromato
grifica anterior, se intentd separar los componentes en Sephadex
G-50. En 1a figura 15 se recoge el perfil de absorcidén a 280 nm del

eluido de esta cromatografia,

l:m‘“

oes |

FIGURA 15: Perfil de absorcidn a 280 nm de la cromatografia

en Sephadex G-50.
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MATERIAL BIOLOGICO

HOMOGENEIZACION
Ac OH 0.1 M ; Cloranisnicol 530mg

EXTRACCION
Q0 min,
. CENTRIFUGACION
27000 g 40min.
PP';O . SOMEJADANTE
HOMOGENEIZACION
®
f.ln racion ’ - EXTRACCION
Whatman w1t
CENTR! FUGACION
QODRLNADANTE ;—ll’ Do,

TRATAMIENTO TERMICO
8°C; 8 min. enfriamiento

CENTRIFUGACION
27000g  18min.

1

P l!DO. SOBRENADANTE

CROMATOGRAFIA EN AMBERLITA CG-50
sluido con NsH PO, pHEs 0.8M

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-2%
on AcON O M

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-75
 ean AcOH 0,1 M .

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G~S50
on AcOH O.1M | urea 8 M

CROMATOGRAFIA EN AMBERLITA CG-50
sluido con NaH,PO, pHES LR

USIIQUITINA




Eluye un solo pico con un volumen de elucidn de 87 ml y dos

hombros a 76 y 62 ml.

Aislamiento y purificacidon de ubiquitina de Ceratitis capitata.

El esquema de purificacidon se cifie al descrito para la liso
zima, hasta la cromatografia en Sephadex G-75. Posteriormente se
afiaden dos procesos cromatogrdficos mas, cromatografia en Sephadex
6G-50 en urea 6 M, dcido acético 0,1 M, y cromatografia en Amberli-

ta CG-50.

Cromatogragia en Sephadex G-50 unea 6 M.

Para eliminar las interacciones entre los componentes de la
muestra, puestas de manifiesto en cromatografias en medios dcido y
bésico, se realizd una cromatograffa en Sephadex G-50 en medio &ci
do, en presencia de urea 6 M. En la figura 17 se recoge el perfil
de absorcidn a 280 nm del eluido.

La cromatografia de la mbestra a través de Sephadex G-50
proporciona tres fracciones con unos volimenes de elucidn de 80,
103 y 128 ml respectivamente. Las dos primeras fracciones se diali
zaron frente a dcido acético durante dos dias, y el resto de la
urea se elimind en Sephadex G-25. La primera fraccidn posee una ac
tividad 1itica de 95 u/mg. El barrido espectroscdpico de la misma,
pone de manifiesto la existencia de ubiquitina en los midrgenes se-
fialados en la figura, en altto grado de pureza. Por barrido en elec
troforésis-SDS de esta fraccidn se pone de manifiesto la existencia

de un componente de Pm alrededor de 15.000 que es la Tisozima.
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FIGURA 17: Perfil de absorcién a 280 nm de la
cromatografia en Sephadex G-50 en

urea 6 M.

Cromatogragfa en Ambenf.ita CG-50.

La primera fraccién de la cromatografia en Sephadex G-50 en
urea 6 M, dcido acético 0,1 M, se aplicd en cromatograffa de cambio
de i6n en Amberlita CG-50. E1 perfil de absorcuén a 280 nm del elui
do se recoge en la figura 18.

La muestra aplicada se separa en dos componentes. Uno de
ellos no se retiene, y en electroforesis-SDS posee una movilidad
que corresponde a un peso molecular de 6.500 D. E1 componente que
queda retenido tiene actividad 1ftica con una Ae = 2.100 u/mg.

E1 componente de bajo peso molecular se degradd secuencial-
mente en un secuenciador Beckman 890 B. La comparacidn de la se-
cuencia obtenida (que se expondrd en el apartado correspondiente)

con las diferentes secuencias recopiladas por Dayhoff (1.978), per



mitf6 identificar a este polipéptido como ubiquitina.

A 280
08

0.3

FIGURA 18: Perfil de abosrcidn a 280 nm de la recro-

matografia en Amberlita CG-50.

E1 rendimiento de ubiquitina en el proceso
de aislamiento y extraccidn descrito es de 10-

15 mg por 200 g . de huevo de Cenratitis capifata.

Criterios de pureza.

La muestra en la Gltima etapa de aislamiento presenta una
Gnica banda en electroforesis-SDS en gradiente del 7,5-30% de acri
lamida. E1 andlisis del residuo N-terminal, tanto por reaccién con
-c¢loxuro de dansilo, como con isotiocianato de fenilo, da como resul

tado un (nico residuo: METIONINA.



Determinacifén del peso molecular de la ubiquitina.

La determinacifn del peso molecular de 1a ubiquitina se rea
1126 en electroforesis en SDS al 0,1% y acrilamida al 19%. Se uti-
lizaron como patrones insulina (5733 D), citocromo ¢ de corazén de
caballo (12500 D). En la figura 19 aparece la recta de calibrado
de los geles, representando log.peso molecular de las proteinas
frente a Rf ~ . La ubiquitina aparece con un peso molecular de
6.500 D. Como se puede comprobar en la secuencia completa de esta
proteina su peso molecular es de 8.541 D. La diferencia en el peso
molecular encontrada en electroforesis se ha explicado en ta intro
duccidn, ya que ha sido descrita por otros autores (Seidah et af.,

1.978).

40|
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0,50 1,00 Rt

FIGURA 19: Representacidén de los Rf de las protefnas
en electroforesis-SDS al 19% en acrilamida
en funcidén del logaritmo de sus pesos mole
culares. (1) histona H5, (2) citocromo c,
(3) insulina.
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Andlisis de aminodcidos de la ubiquitina.

El resultado de los andlisis de aminodcidos a distintos tiem
pos de hidrolisis figura en la tabla 3 . Se han calculado los por-
centajes de 1os aminodcidos que no son funcidn del tiempo de hidrd-
1isis (tabla 3a), y los porcentajes de los aminodcidos que son fun
cion del tiempo de hidr6lisis en la tabla 3 b.

La represen;acién de la variacién del porcentaje de treonina

y serina en funcidn del tiempo de hidrb6lisis se recoge en la figura

"
A
T
FIGURA 20: Variacidn de los porcen
"
tajes de treonina y serina en fun-
cidon del tiempo de hidrdlisis.
\N
u]
-.4 aa ':u ®® hores

En la tabla 4 aparece el andlisis completo de 1a proteina
referido a 100 aminodcidos, a 3 fenilalaninas, a 1 metionina, a 4
argininas, a un peso molecular de 8.500 D, y el valor entero de
cada aminodcido para una secuencia de 74 residuos.

No se detectaron cisteinas ni como carboximetil-cisteina,

en 1a hidrdlisis de 1a proteina carboximetilada, ni como &cido
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a) 24 h. 48 h. 74 h. 96 h. M
ASX 12,48 12,54 12,37 12,41 12,45
GLX 23,40 23,31 22,93 23,19 23,21
PRO 5,55 5,50 5,54 5,47 5,51
GLY 9,08 9,10 8,98 9,31 9,12
ALA 4,46 4,37 4,57 4,52 4,48
MET 1,32 3,39 2,51 1,74 2,248
LEY 13,40 13,08 13,91 13,72 13,53
TYR 3,06 2,90 2,65 2,74 2,84
PHE 5,26 4,36 4,45 4,73 4,10
HIS 2,16 2,03 2,00 2,01 2,05
LYS 12,80 12,45 12,34 12,57 12,54
ARG 7,03 6,97 7,75 7,59 7,33
b}

t=0
THR 12,15 12,03 11,70 11,64 12,35
SER 5,66 5,42 5,09 4,99 5,80
VAL .- --- --- 7,56 —--
TLE --- --- --- 12,09 -

TABLA 3: Andlisis de aminodcidos de la Ubiquitina

a) Aminodcidos que permanecen invariables

con el tiempo de hidrdlisis.

b) Amino&cidos que son funcibn del tiempo

de hidr6tisis.
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cistefco, en 1a hidrdlisis de la protefna oxidada con dcido perfér
mico. Tampoco se detecté tript6fano por los métodos descritos en

el apartado correspondiente.

Determinacién del residuo N-terminal.

Se utilizd el método de reaccidn con cloruro de dansilo'y
la degradacién manual con PITC y TFA., En ambos casos el reconoci-
miento del producto originado, di6 como resultado el derivado de
metionina correspondiente. La metioninea-aparece parcialmente oxi-

dada en ambos casos.

Espectro ultravioleta de la ubiquitina.

En la figura 21 se recoge el espectro ultravioleta de la

proteina.

[N 3

4 Y PSS S —
240 50 270 11 200 300 v

FIGURA 21: Espectro ultravioleta de ubiquitina de

Cenatitis capitata.
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EI espectro obtenido,. es el caracteristico de la ubiquiti-
na descrito por Ciechanover en 1.980, con un miximo a 275 nm y cin
co hombros a 281, 267, 264, 257,5, y 251,5 nm.

E1l mdximo a 275 nm corresponde a la {inica tirosina de esta
molécula, asi como los hombros a 267 y 281 nm, mientras que los
hombros a 264, 257,5 y 251,5 nm corresponden a las dos fenilalani-
nas de la molécula.

En la figura 22 se recoge la primera derivada del espectro.

FIGURA 22: Primera deri

vada del espectro ultra
violeta de ubiquitina

de Cernatitis capitata.

1 I
240 200 200 300 320 340 nm

Espectro de dicroismo.

E1l resultado del espectro de dicroismo a pH neutro de esta
protéina se recoge en la figura 23 . En esta misma figura se reco-
ge el resultado de la curva calculada por el método de ajuste de

Chen, Yang y Martinez (1.972). €1 error de ta curva calculada es
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de 614.474, y l10s porcentajes de las diferentes estructuras son los

siguientes:

Hélice o 9,06%
Estructura g 8,99%

Cadena est. 81,95%

Estos resultados son similares a l1os obtenidos por Jensen et

al., en 1.980.

210 220 230 240 250 nm
T T

mr
x103

-10 | -

j J—

.

experimental cume

FIGURA 23: Espectro de dicrofsmo de ubiquitina de Ceratitis capitata.
{(2) Ajuste de Bolotina et af. (1) Ajuste de Chen et af.

Si el ajuste se realiza segiin el método de Bolotina et af.,

(1.980), los porcentajes difieren obteniéndose:
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Hélice o 20,01%
Estructura & 5,25%
Cadena est. 74 ,74%

El error es de 5.945.506, que indica un buen resultado, ya
que este ajuste fue realizado con 10 puntos y el anterior con 9.
Estos resultados concuerdan mejor con los obtenidos por Cary et

al., (1.980):

Hélice o 28%

Estructura B8 12%

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA UBIQUITINA.

Secuencia automdtica.

Se aplicaron, en 1a copa del secuenciador automdtico Beckman
890 B, 300 nmoles de protefna nativa. Después de un primer ciclo de
1avédo en el que se suprime la etapa de ruptura, se realizaron 30
ciclos de degradacidon. Las ATZ-aa liberadas fueron convertidas en
las PTH-aa correspondientes. En 1a tabla b se reflejan los resulta
dos de los andlisis de las PTH-aa liberadas en cada ciclo de secuen
cia.

Se utilizaron como criterios de identificacion:

- Cromatografia gas-liquido del producto sililado y sin siii

lar.

- Cromatografia bidimensional en placa de poliamida.

- Cromatografia en placa de silica-gel.

-~ Reaccidn con el reactivo de Pauly.

- Reaccidn con el reactivo de fenantrenoquinona.
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Residuo CGL CGL Sililado Poliamida (1) (2) Amino&cido
1 MET --- - - - MET
2 -—- GLN GLN+GLU - - GLN
3 ILE/LEU ILE ILE/LEU - - ILE
4 PHE --- PHE - - PHE
5 VAL -——- VAL - - VAL
6 --- LYS LYS - - LYS
7 THR -—- DH-THR+THR - - THR
8 ILE/LEU LEU ILE/LEV - - LEY
9 THR - DH-THR+THR - - THR

10 GLY -—-- GLY - - GLY
11 --- LYS LYS - - LYS
12 THR - DH-THR+THR - - THR
13 ILE/LEU ILE ILE/LEU - - ILE
14 THR --- DH-THR+THR - - THR
15 ILE/LEU LEU ILE/LEU - - LEV
16 --- GLU GLU - - GLU
17 VAL --- VAL - - VAL
18 --- GLU GLU - - GLU
19 PRO -~=- PRO - - PRO
20 --- --- --- - - ( x)
21 -—- ASP ASP - - ASP
22 THR --- DH-THR+THR - - THR
23 ILE/LEU ILE ILE/LEU - - ILE
24 --- 6LU GLUY - - GLY
25 --- --- ASN+ASP - - ASN
26 --- --- VAL - - VAL
27 —-e —-- —-- - - ( x)
28 --- --- ALA - - ALA
29 --- --- --- (+) - (Arg)
30 ILE/LEU ILE ILE/LEV - - ILE
TABLA 5: Andlisis de las PTH-aa obtenidas por secuencia

automdtica.

(1) Reactivo de fenantrenoquinona.
(2) Reactivo de Pauly.
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En los residuos 3, 8, 13, 23 y 30, aparece PTH-Ile/Leu.

En cromatografia bidimensional en placa de poliamida, no es
posible diferenciar entre los derivados de leucina e isoleucina.
Para distinguirlos es necesario utilizar la cromatografia en placa
de silica-gel o la cromatografia gas-1iquido del derivado sililado.
En el Gitimo caso la diferencia estriba en que la PTH-lLeu se desdo
bla en dos picos solapados, mientras que no lo hace la PTH-Ile.

Para los casos de derivados poco volitiles, como son los de
!is{na, dcidos aspdrtico y glutdamico, asparagina y glutamina, el
reconocimiento en CGL se realiza previa sililacidn del producto.
Este es el caso de los residuos 2, 6, 11, 16, 18, 21 y 24.

Los residuos 7, 9, 12, 14 y 22, fueron identificados como
treonina. La feniltiohidantoin-treonina, en cromatografia gas-ligui
do, se desdobla en dos picos, uno que eluye junto a PTH-Gly y otro,
el derivado de la dehidrotreonina, que efuye después de PTH-Pro. En
placa de poliamida aparece también en dos manchas, las correspon-

dientes a la PTH-Thr y a 1a PTH-dehidro Thr,

1 5 10
MET-GLN-TLE-PHE-VAL-LYS-THR-LEU-THR-GLY-LYS-THR-

15 20
ILE-THR-LEU-GLU-VAL-GLU-PRO-( x )-ASP-THR-ILE-

25 30
GLU-ASN-VAL-( X )-ALA-(Arg)-TLE-

FIGURA 24: Resultado de la secuencia automdtica de
la regifn N-terminal de 1a ubiquitina

de Cenatitis capitata.
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La reaccibn con el reactivo de Pauly y con el reactivo de
fenantrenoquinona, fue negativo en todos los casos, excepto en el
residuo 29, en el que la reaccién con el segundo reactivo di6 po-
sitiva, pero desarrollandose un color muy débil. Este residuo se
identific6 inicialmente como arginina, pero posteriormente se pudo
comprobar que era lisina.

La aparicién de la prolina en la secuencia, produce una cai
da fuerte en el rendimiento, debido a la dificultad de romper el
enlace imido que forma el nitrbgeno de la prolina. Se puede solven
tar esta dificultad, en una nueva degradacibn automdtica, realizan
do etapas dobles de acoplamiento y ruptura alli donde aparece este
aminoédcido.

En la figura 24 se muestra la secuencia de los 30 primeros
residuos de 1a zona N-terminal con la ausencia de las posiciones
20 y 27. Como se puede observar es muy rica en residuos apolares; -
aproximadamente el 45% del total de los residuos que componen esta

secuencia son residuos de naturaleza hidrofébica.

Hidrdlisis con tripsina.

En la figura 25 aparece el mapa péptidico de la hidrélisis
de 1a proteina con tripsina. E1 mapa revelado con reactivo diluigo
de ninhidrina muestra 13 péptidos, enumerados sucesivamente T-1,
T2, ...... y T-12, mads un péptido enumerado T-6b. La letra T sir
ve para distinguirlos de los obtenidos con hidrdlisis con quimo-
tripsina y con clostripaina.

Los péptidos T-7 y T-8 presentan co1o; verdoso al revelar
la placa con ninhidrina, esto indica la presencia de serina o treo

nina en su residuo N-terminal. E1 revelado de la placa con a-nitro



so-g-naftol, reactivo especifico para tirosina, da una @nica man-

cha rosacea que corresponde al péptido T-8.

E1 nimero de péptidos obtenido es congruente con el niimero
de lisinas y argininas obtenidas por el andlisis de aminoacidos de

la proteina nativa.

= <> .

-

L)
0 Jl‘
cromasiogratia

T-12

slactroforasis

FIGURA 25: Mapa peptidico de 1a hidrdélisis con trip .

sina de ta ubiqutitina de Ceratitis capd

tata.

Anadlisis de aminodcidos de Jos péptidos tripticos.

En Ja tabla 6 se recogen los anadlisis de aminodcidos de
los péptidos tripticos extrafdos del mapa peptidico obtenido des-
pués de 1a hidrdlisis enzimdtica. Se refieren todas las cantidades
a 1,00 lisina o 1,00 arginina, dependiendo de que el péptido posea

uno u otro de estos residuos como aminodcido C-terminal.

R

E1 andlisis de aminodcidos del péptido T-12 coincide, dentro
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del error experimental, con el de la proteina intacta. Los pépti-
dos T-6a y T-6b son los linicos que presentan metionina en suv andli
sis. Son el mismo péptido en distinto grado de oxidacidn.

E1 rendimiento del péptido T-6a es 8 veces superior al del
péptido T-6b. Ambos, proceden del que constituye el extremo N-ter-
minal de la ubiquitina determinado por secuencia automética.

ta Ginica tirosina se encuentra en el péptido T-8, y la his-
tidina en el T-5. Los otros dos residuos aromdticos se encuentran
en los péptidos T-4 y T-6. Coincidiendo con el andlisis automdtico
de aminodcidos hay 7 lisinas y 4 argininas. La composicibn de ami-
nodcidos derivada de la suma de los restos detectados en los pépti

dos tripticos es la siguiente:

Amino&cido Pép. tripticos A. automitico| Diferencia
ASX 7 7 -
THR 7 7 -
SER 3 3 -
GLX 1 12 12-13 -
PRO 3 3 -
GLY 4 5 -1
| ALA 2 e 2-3 -
VAL 4 4 -
MET 1 1 -
ILE 7 6-7 -
LEU 9 7-8 +1
PHE 2 2-3 -
TYR 1 1-2 -
HIS 1 1 -
LYS 7 7 -
ARG . 4 4 -
TOTAL 74 741 -
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La diferencia mis notable entre los dos andlisis, se presen
ta en la falta de una glicocola en los péptidos tripticos. Se po-
dria pensar que este residuo se encuentra unido a la arginina C-ter
minal, como ocurre en ubiquitina de testiculo de trucha {Watson et
al., 1.978), pero se descarta esta posibilidad, al no haberse detec

tado el péptido Leu-Arg-Gly, y si el Leu-Arg.

Rendimiento de la hidr6lisis y de la extraccion.

. . En 'a tabla 7 figuran los rendimientos de hidrdlisis, y de
extraccion del mapa de los péptidos tripticos. Se comparan los re-
sultados del método de extraccion por sonicacidn con los obtenidos
_por simple agitacitn.

La hidr6lisis de 1a ubiquitina con tripsina tiene un rendi-
miento del 74,2%, mientras que la hidrdlisis de la muestra de ubi-
quitina que contiene péptidos de pequefio tamafio molecular tiene un
rendimiento del 46%. Los péptidos que interaccjonan con la ubiqui-
tina parecen poseer un efec€% protector sobre ésta, impidiendo en
gran medida el acceso de la tripsina, como ocurre con la ubiquiti-
na aislada de timo de ternera (Low et alf., 1.979). La proteina se-
parada de los péptido§ que interaccionan con ella, se hidroliza un
161% mds que la muestra procedente del Sephadex G-75. Para calcular
Tos porcentajes de hidrdlisis se supone un rendimiento de extrac-
cién para el péptido T-10 idéntico que para el péptido T-12 (protef
na intacta). Esta aproximacidén es vdlida, ya que como veremos poste
riormente los péptidos que mueven cercanos a la zona de aplicacibn
tienen rendimientos de extraccion (03) similares. Consideramos el
100% de ubiquitina el nimero de nmoles de proteina intacta (7,1 nmo

les), mds el nimero de nmoles del péptido T-10 (20,4 nmoles), es de



100

£'9 | €191 )1 66 R 0°9y 'y 0°29 09y rAR 7 8¢l 8

0°9 [ €191 £°S 92 0°‘9¢Y m.N. ST1OvE v'se A8 7 9‘s L

. m.m . vee A 74 0°1 q99

6°9 1E°191 ([ G‘S 52 09t §‘2 2Lt 0°82 2'v! b 8 eg

mmm E°19T 1 L°S 9°2 09y 9°2 6°€S o'oY 2L 021 §
L°89 0‘1s .N.en £'sl b4 .

18 (€191 | €8 gt 09 8¢ 699 L'6Y 2've 6°v1 £

1°0¢ 0‘2s AR 7 961 Z

0°L [E°T9T [jE€°PT 9‘q 0‘9y 6'9 9001 L'vL 2L vz 1
€a/€q| Tov | o ¢q To saouwu €o (2" o sajowu opL1dag

() (q) (e)




101 -

*50513d143 SOPL3d3d SO| @p UOLDOBJIXD B| 9p OjuUdLWLpuUdy FoO

'(q) ud sajowu g6 A (B) ua Ssa|owu Qf 4005 0pil1dad 3p OJuUSLWLpuIY g

ceo13dial

‘ugLoe3 by :uQLDDBUIX3 3p 0POIBN

SLSL|Q4pLY B| @p OJuBLWIpUIY 'O

*I1 ugtodeuy v ap sopiidad uod eurjtnbign ap eo13dLJ] SLSLIQUPLH (Q)

‘UQIOBOLUOS UQLIDRAIX® BP OPOIPW "RULILRDLIQN 8P ©BOLIdEA] SLSLIQ4PLH (®)

"$0913d 43 SOP130pd SO| 3p SISL|GUPIY ® UDLIDRAIXD P SOJUSLWIPUBY :/ YyI8YL

1'6 €602 1401 56 0'ps | v's | 16 L'€2 8'sz 14 21
996 L'1L AR Y 512 11

16 €191 1°01 9 | 0°9% | 9t | 9°16 0‘89 AR Y pe02 01
£ €191 1401 9t | 0'9% | 9'p || L'€L S 45 2L b9t 6




- 102 -

‘cir un total de 27,5 nmoles y no los 30 nmoles aplicados en la pla
ca de celulosa.

E1 rendimiento de la extracci6én varia desde un 35% para los
péptidos mds hidrofbbicos, hasta el 100% para péptidos muy pequefos
e hidrofilicos. E1 tamafio influye en mucha menor proporcién que la
polaridad del péptido, asi el T-11, con 9 residuos se extrae en un
91,6% mientras que T-5, con el mismo nimero de residuos, pero con
un cardcter hidrofébico muy marcado, se obtiene con un 53,9% de ren
dimiento.

Es de destacar el gran aumento en el rendimiento de extrac-
cion por el método de sonicacibn sobre el de agitacibn simplg. El
aumento medio es de 7 a 8 veces, permitiendo la utilizacién de 1a
técnica de "fingerprint" con fines preparativos. Hasta ahora el em-
pleo de esta técnica se limitaba a la obtencién del andlisis de ami
nodcidos, y la determinacion del residuo N-terminal. En nuestro ca-
so nos ha permitido la obtencién de cantidad suficiente de péptido,
para realizar la secuencia manual del mismo por la lécﬁica de Dansil-

Edman.

Determinacifn del N-terminal de los.péptidos tripticos.

En 1a tabla 6 se recogen los residuos N-terminales de los
péptidos procedentes de la hidr6lisis triptica. La determinacidn de
los mismos se realizd por reaccién con cloruro de dansilo, y croma-
tografia bidimensional en placa de poliamida, como se describié en
materiales y métodos, y por hidrdlisis del derivado PTH-aa del pri-
mer ciclo de degradacidn manual y andlisis de aminodcidos del pro-

ducto.
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Secuencia manual de los péptidos tripticos.

Péptido T-1.

— DNS-aa
—— PTH-aa
—= Andlisis.

Poliamid:
ALA—-LYS
— _— > .
—

Comprende los residuos 28 y 29. E} resultado del anflisis
de la PTH-Ala hidrolizada, podria atribuirse a la presencia de la
serina, pero al resultar un andlisis del péptido limpio de serina
'y detectarse DNS-Ala en cromatografia bidimensional en placa de

poliamida, se identificd como alanina.

Péptide T-2.

Constituye el péptido C-terminal de la proteina.
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Péptido T-3. -
THRLEU-THR-GLY-LYS
-—é — — ——————-——é
—_— e —

Esta secuencia corresponde al segundo péptido de la regién
N-terminal, comprendido entre los residuos 7 y 11. Las treoninas
fueron identificadas como Thr y dcido a-aminobutirico, en la hidré§

1isis de la PTH-Thr y andlisis automdtico.

Péptido T-4.

Pr———— COE———

LEU-ILE-PHE-ALA-GLY—
— —_— ——— —

—_——?
I —_
—LYS
—

Corresponde a los residuos comprendidos entre las posicio-
nes 43 y 48. Es un péptido relativamente hidrofébico, de ahi su
gran movilidad en cromatografia en BAWP. Se realizdé la degradacidn

manual hasta alanina, y el resto se hidrolizé y analizd automdtica

mente.
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Péptido T-5.

GLU-SER-THR-LEU-HIS—

—— et e et RW e
—_—— e e e T

—LEU—-VAL-LEU—-ARG

. ——tmy S S0
—_— e —

Incluye los residuos comprendidos entre las posiciones 64
y 72. La serina se detecta como tal por reaccidn con cloruro de
dansilo, y como alanina en el analisis de 1a PTH-aa hidrolizada.
La histidina se reconocié por aplicacidén en papel del residuo y
revelado con el reactivo de Pauly, asimismo se-realizd la hidréli
sis del feniltiohidantoin derivado. Los residuos Gluy Asp fueron
analizados también en cromatografia en placa de poliamida. El pép
tido se degradd hasta la posicién 8, hidrolizdndose el resto y

analizdndolo a continuacidn.

Péptido T-6.

s ———— LT ——

MET-GLN- ILE—PHE-VAL-LYS

—— e e, e T e S

— —— —— p—

t
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Forman parte de este péptido los residuos 106 de la secuen-
cia. Coinciden con los obtenidos por degradacién automdtica. La me
tionina, en placa de poliamida, se detectd como DNS-Met y DNS-Mes.
La glutamina se diferencié del glutdmico, por el andlisis de la
PTH sin hidrolizar, en placa de poliamida, compardndola con patro-
nes de PTH-Glu ¥ PTH-GIn. El1 péptido T-6b no se secuencid, ya que
por andlisis de aminodcidos pudo observarse que correspondia a la
forma oxidada del T-6a.

Péptido T-7.

THR-ILE-THR-LEU-GLU—
— —— ——— ——m— ———

—VAL-GLU-PRO-SER-ASP—-

—— e————  m——— ey eomoe

—THR-ILE-GLU-ASN-VAL—

—LYS

Incluye en su secuencia Tos residuos 12-27. Es el péptido
triptico de mayor tamafio que posee la ubiquitina. Por degradacién
manual se llegdé hasta 1a posicién 10 del péptido, comprobdndose
la presencia dé serina en la posicion 9, este residuo no se habia
identificado en la secuencia automdtica de 1a regidon N-terminal,

E1 resto del péptido se hidrolizé en medio &cido, comprobdndose la
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presencia de lisina en el residuo C-terminal. Los residuos 22-27,

se ordenaron por solapamiento con la secuencia automdtica.

Péptideo T-§.

THRLEU-SER-ASP-TYR—-

— e ——mpe e e

—ASX -1LE —GLXLYS
I —_—— — ——

Corresponde a las posiciones 55-63 de 1a secuencia comple-
ta. Se realizaron 8 degradaciones, y el G]timq residuo se identi-
ficd por hidr6lisis de la fase acuosa de la Gltima degradacidn.

La tirosina se identificd como bis-DNS-Tyr en placa de poliamida.

‘Péptido T-9.

GLN-LEU-GLU-ASP-GLY-ARG
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Incluye las posiciones 49-54 de la secuencia completa. Se

degradd cuatro ciclos, y se analizé el hidrolizado de la fase
acuosa del dltimo.

Péptido T-10.

P ———

]

ILE-GLN-ASP-LYS
—— ———— —_— —_—

Corresponde a las posiciones 30-33 de 1a secuencia com-

pleta. Se degradd tres veces el péptido y se analizb la fase acuo
sa de la #ltima degradacidn.

Péptido T-11.

o

GLU -GLY-ILE —PRO —-PRD—

—ASX—-GLX —GLX -ARG

—— ——

—
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Corresponde a las posiciones 34-42 de la secuencia comple-

ta.

Se degradé el péptido ocho veces, y se procedid al andlisis

del hidrolizado de 1a fase acuosa del Gltimo ciclo de degradacidn.

Hidr6lisis quimotriptica. Mapa peptidico.

La hidr6lisis quimotriptica se realizdé durante 2 horas a

37°C y pH 7,9-8,1 ajustado con N-metil-morfolina. La muestra una

vez hidrolizada se aplicd en placas de celulosa.

E1 mapa peptidico obtenido después de 1a electroforesis y

cromatografia descritas en materiales y métodos, se recoge en la

figura 2¢.
o-7
[}
a-e =8
[ >
s 04 0-8 Go.?
- * -2 D 9-10 Q-4
<> = T 9
o-12 .
0-13 é
§
[ R] H
[ o
0-15
| ~S—
slectrotorésis
4

FIGURA 26: Mapa peptidico de la hidr6lisis con quimotrip

sina de la ubiquitina de Ceratitis capitata.
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E1 revelado con ninhidrina dilufda de las placas pone de
manifiesto 1a existencia de 15 manchas, que se han enumerado con-
secutivamente del 1 al 15, con el prefijo Q para distinguirlas de
Tas obtenidas en las hidr6lisis triptica y con clostripaina.

Los péptidos Q-1 y Q-3 no aparecen en todas las hidrélisis;
cuando 1o hacen se observa una disminucidn en el rendimiento del

péptido Q-2.

N-terminal de los péptidos quimotripticos.

Los aminodcidos N-terminales de los péptidos fueron deter-
'minados por reaccidn con cloruro de dansilo, y cromatograffa bidi
mensional en placas de poliamida. Los resultados cobtenidos figuran
en la tabla 8.

El péptido Q-5 tiene como residuo N-terminal treonina,‘aun—

que no se aprecia color gris-verdoso en el mapa peptidico.

An8lisis de aminodcidos de los péptidos quimotripticos.

E) resultado de los andlisis de aminodcidos de los péptidos
obtenidos por hidrélisis con quimotripsina figuran en la tabla 8
Los cuatro residuos aromiticos de la proteina se encuentran en los
péptidos Q-7 y Q-9 (fenilalanina), Q-14 (tirosina) y Q-6 (histidi-
na). La metionina se encuentra en el péptido Q-9, lo que permite
localizarle en el extremo N-terminal de la secuencia.

Se ha calculado el nimero de residuos de cada aminodcido
asignando un valor entero a ltos aminodcidos leucine, fenilalanina
y tirosina, y refgriéndo las dreas de los demds aminodcidos a la

de estos residuos. En el péptido Q-15 se ha calculado el nimero de
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residuos respecto a una metionina. Este péptido tiene un andlisis
de dminodcidos similar al de la proteina intacta.

E1 cdlculo del nimero de nmoles del péptido Q-15, por and-
Jisis automdtico de aminodcidos, pone de manifiesto el porcentaje

de proteina hidrolizada con quimotripsina, que 1lega al 41,9%.

Rendimiento de la hidrdlisis quimotriptica y de la extraccién de

los péptidos.

En la tabla 9 se recogen los rendimientos de extraccibn e
hidrolisis de los péptidos quimotriptices. Para calcularlos se ha
supuesto que lo0s rendimientos de extraccidon de los péptidos T-15
y T-11 son los mismos. De esta forma el total de proteina hidroli-
zada serfa 10,6 nmoles de proteina intacta mis 7,66 nmoles de cada
péptido, es decir 18,26 nmoles. Sobre esta cantidad se calculan
los rendimientos de hidrb6lisis. Los rendimientos de extraccidn se
han calculado sobre los 24 nmoles x 0,419 de proteina hidrolizada.

Los péptidos Q-10 y (Q-11 presentan los mayores rendimientos
de extraccidn; son péptidos polares. E1 bajo rendimiento de Q-13
es debido a que estd producido por una ruptura secundaria de la
quimotripsina, que no tiene el mismo rendimiento de las rupturas
primarias. E1 péptido Q-12 tiene un rendimiento muy por debajo del
que le corresponderia por su movilidad, ya que parte de este pépti
do se ve afectado por la hidr6lisis secundaria que libera el frag-
mento Q-13.

Los péptidos mas apolares, Q-7, Q-8, Q-4 tienen rendimion-'
tos menores. Un caso parecido al ocurrido con Q-12, es el del pép-

tido Q-2, que puede hidrolizarse en menor porcentaje en Q-1 y Q-3.
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Péptido nmoles ®24nmoles | Phidrol. Pextrac.
2 3,99 16,6 41,9 39,7
4 5,00 20,8 41,9 49,7
5 1,56 6,5 41,9 15,5
7 3,75 15,6 41,9 37,3
8 4,79 20,0 - 41,9 47,6

10 7,50 31,3 41,9 74,6
11 7,66 31,9 41,9 76,2
12 2,13 8,9 11,9 21,2
13 1,79 7,5 41,9 17,8
15 10,60 44,2 58,1 76,2

TABLA ¢ : Rendimientos de hidrb6lisis y extraccidén de
los péptidos quimotripticos deubiquitina de

Ceratitis capitata.

Hidrdlisis con clostripaina. Mapa peptidico.

La hidrdlisis con clostripaina se realizé a 35°C durante
6 horas. E1 resultado del mapa peptidico obtenido con la muestra

hidrolizada se recoge en la figura 27.
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E1 revelado con ninhidrina diluida pone de manifiesto la
existencia de cuatro manchas principales, y diez secundarias, que
podrian corresponder a rupturas por enlaces peptidicos en los que
intervienen lisinas. Los péptidos se han numerado del 1 al 4, con
el prefijo C para distinguirlos de los obtenidos en las hidrdlisis
anteriores.

E1 Gnico péptido que presenta una coloracién diferente es
el C-1, que por aparecer gris-verdoso tendria treonina como resi-

duo N-terminal.

FIGURA 27: Mapa peptidico de

[0 %ﬁ la hidrdlisis con clostripai
c-3 -
L na de ubiquitina de Cernatitdis
> .
<l g capitata.
<l E.—z i ;
e
w3 o o
o> >
@y

slactroforduts

Ordenacidon de los péptidos tripticos y quimotripticos para la ob-

tencidén de l1a secuencia completa de la ubiquitina de Ceratitdis ca-

pitata.

Se han secuenciado auvtomdticamente los primeros treinta re-

siduos de la regidon N-terminal, y manualmente todos los péptidos
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tripticos. También se han obtenido los andlisis de aminodcidos de
Tos péptidos quimotripticos y sus residuos N-terminal. Con estos
datos se han podido ordenar los péptidos tripticos, y obtener la
secuencia completa de la proteina.

A partir de los treinta primeros residuos, podemos deducir
que los péptidos T-6, T-3, T-7 y T-1 se encuentran en la secuen-
cia dispuestos en este orden. E) siguiente péﬁtido tiene como re-
siduo N-terminal isoleucina (posicion 30 de la secuencia); el iini
co fragmento que cumple esta condicién es el correspondiente al
péptido T-10.

Los andlisis de aminodcidos de los péptidos quimotripticos
nos muestran que el péptido Q-9, con metionina de residuo N-termi
nal y en cuyo andlisis hay fenilalanina, tiene que ser el primer
péptido quimotriptico de la ubiquitina. El segundo tiene como re-
siduo diferencial valina (sélo hay cuatro en la molécula), y co-
rresponde al péptido Q-4. E1 péptido Q-8 no puede colocarse en es
ta posicion, ya que es un dipéptido de valina y leucina. Las otras
dos valinas se encuentran en el péptido Q-12, que es de gran tama-
fio para ocupar esta posicién. S5i este péptido comprendiese los re-
siduos 5-43 de 1a secuencia completa, al verse impedida la hidréli-
sis quimotriptica por las leucinas 8 y 15, tendria que observarse
en su andlisis de aminodcidos mayor contenido en treonina del que
tiene.

E1 tercer fragmento quimotriptico corresponde a un péptido
con tres treoninas, el Gnico que cumple esta condicidon es el Q-5
que ademds posee este aminodcido como N-terminal. E1 péptido Q-12
ocupa la posicidn contigua. El residuo diferencial es, en este ca-
so, 1a prolina. El1 péptido Q-12 posee tres prolinas y su analisis

coincide con el del péptido tedrico comprendido entre los residuos
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16 y 43; Gnicamente aparece bajo el contenido de valina. Tenien-
do en cuenta que la hidrblisis ha sido realizada a 18 horas y que
este aminodcido se hidroliza mal, no es sorprendente que su conte
nido relativo respecto a la leucina disminuya. Esto concuerda con
el hecho de que la proporcidn relativa de lisina sea un poco baja,
ya que este aminodcido es consecutivo a la valina.

E1 péptido Q-13 tiene en su andlisis dos prolinas; se dife
rencia de Q-12 en que no posee treonina, serina ni valina, y que
el contenido de Asx, Glx e Ile, disminuye notablemente. Este pép-
tido debe corresponder a una hidr6lisis secundaria, por contamina
cion triptica, entre la lisina 27 y la alanina 28. E1 péptido re-
sultante, comprendido entre estos dos residuos, concuerda con el
andlisis del péptido Q-13.

La localizacidén de Q-12 como cuarto péptido quimotriptico,
implica que T-11 se encuentre a ccntinuacidon del T-10 en 1a secuen
cia. Es l1a uUnica posibiVidad de que las tres prolinas se encuen-
tren juntas en un péptido quimotriptico. E1 péptido Q-13 confirma
1a hipdtesis, ya que la (nica posibilidad de un andlisis de amino-
dcidos con dos prolinas y una alanina es la proximidad de T-1 y
T-11.

La colocacidén de Q-12 tré&s Q-5, presupone que el residuo 43
.es .una leucina, y por lo tanto el péptido triptico siguiente debe
tener este aminodcido en la posicién N-terminal. Las dos Gnicas po
sibilidades son T-2 y T-4. Para dirimir entre ellas debemos crde-
.nar.antes los péptidos T7-4, T-5, 7-7, T-8 y T-9 entre si. lLos pép-
tidos quimotripticos Q-6, Q-8, Q-7 y Q-14 no determinan ningiin or-
den, ya que son péptidos internos de los tripticos T-5, los dos
primeros, y T-4 y T-8 los dos siguientes. Por lo tanto para el so

lapamiento sélo podemos utilizar Q-1, Q-2, Q-3, Q-10 y Q-11.
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En la region 65-72, se detecta 1a ruptura quimotriptica se
cundaria del enlace His (68)-Leu(69), y la parcial hidrélisis del
enlace Leu(69)-Val(70), 1o que provoca la liberacidén de los pépti
dos Q-8 (Leu-Val-lLeu), y Q-6 (His-Leu). No se han detectado ni his
tidina 1ibre, ni el péptido Leu-Val; la causa podrfa ser los bajos
rendimientos de estas hidrﬁTisis.

El andlisis de aminodcidos del péptido Q-10 pone demanifies
to ta presencia de serina en el mismo. Ya hemos localizado la seri
na 20 en el péptido Q-12, y la serina 57 en el Q-14. La Gltima se-
rina tiene que formar parte del péptido T-5. La hidrolisis quimo-
triptica se produciria por l1a leucina 67, y liberaria un fragmento
Glu-Ser-Thr-Leu, para comp1e£ar el andlists del péptido Q-10 hace
falta Asx, Glx, Ile y Lys. El {inico péptido triptico con lisina de
residuo C-terminal que puede dar cuenta de eséos residuos es el
T-8. E1 T-4 es el otro péptido triptico con lisina en el residuo
C-terminal, pero no posee en su andlisis Asx ni Glx. Por lo tanto
T-5 es el siguiente al T-8 en la secuencia completa de 1a proteina.

E1 péptido quimotriptico Q-11 tiene una alanina; la #nica
posibilidad que resta es que proceda del péptido T-4. Este péptido
debe unirse a otro, triptico, que posea arginina, para dar cuenta
de la que aparece en el andlisis de Q—ll; No puede ser T-2 ya que
faltarian en el andlisis Asx, Glx y treonina. La unidn deber ser
con el péptido T-9. E1 andlisis de aminodcidos del péptido compren
dido entre los residuos 46 y 54, es deficiente en treonina y leuci
na respecto al del péptido Q-11. Por lo tanto, el péptido T-9 se -
une al T-8 que proporciona los_ dos residuos que faltan. E1 enlace
entre 1a leucina 50 y el glutdmico 51 permanece intacto en la hi-
dr6lisis quimotriptica, probablemente debido a que la carga negati

va de la cadena lateral del glutdmico impide la catdlisis de la
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enzima ( Wilcox, 1.970).

Tenemos ordenados dos grandes fragmentos de la proteina
compuestos por los péptidos tripticos (7T-6)-(T-7)-(7-1)<(T-10)-.
(T-11) y (7-4)-(T7-9)-(7-8)-(7-5). Falta por situar el péptido T-2.
Tiene dos posiciones alternativas, detrds de T-11 0 en el extremo
C-terminal de la proteina.:

Si el péptido T-2 estuviese detrds de T-11, el comporta-
miento en la hidr6lisis triptica seria compatible con los resulta-
dos obtenidos, pero en la hidrdlisis quimotriptica se obtendrfa un
arginina libre, y un dipéptido de Arg-Leu, nunca podria obtenerse
tripéptido (Argz, Leu): La colocacidon mds probable es en el extremo
C-terminal de la proteina, ya que hace posible la existencia de Q-1
y Q-3.

— La aparicidén de Q-2 estd ocasionada por la dificultad, antes
mencionada, de la quimotripsina para hidroltzar un enlace con una
carga negativa adyacente. Esta carga seria el carboxilo C-terminal
de 1a arginina 74. Este impedimento no se daria con la colocacidn
del péptido T-2 entre T-11 y T-5.

En la figura 28 se recoge la secuencia completa de 1a ubi-
quitina de Ceratitis capitatayse indican 1os solapamientos realiza
dos. En los residuos 39, 40, 41, 60 y 62 no se pudo diferenciar en-
tre los aminodcidos amidados y desamidados. Se han identificado estos

residuos por homologia con las secuencias de las otras ubiquitinas.

ANALISIS DE LA FRACCION 1] DE LA CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-50 EN

UREA 6 M.

Determinacidn del N-terminal.

La determinacidn del residuo N-terminal de la fraccidn 11
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que procede del Sephadex G-75 en urea 6 M, proporciona cinco resi

duos por andlisis de aminodcidos de 1a hidrblisis de l1a PTH-aa.
La proporcidon de cada aminodcido en el andlisis figqura en

la tabla 10 . Parecen existir cinco péptidos en relacidon 4:1:1:

1:1 con glicocola, Asx, Glx, Alanina y Lisina como residuo N-ter-

minal.

% % aa/% Lys
ASX 9,41 0,92
SER 0,82 0,08
GLX 6,90 0,68
GLY 40,05 3,92
ALA 10,98 1,07
VAL 3,43 0,34
MET 0,15 0,01
ILE 3,50 0,34
LEU 2,86 0,28
TYR 3,55 0,35
PHE 2,68 0,26
HIS 1,63 0,16
LYS 10,22 1,00
ARG 3,82 0,37

TABLA1O: N-terminal de la fraccion
11 de la cromatografia en

Sephadex G-50 en urea 6M.

'}
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Separacidn en cromatografia preparativa en capa fina de los compo-

nentes de 1a fraccifn II.

Una vez comprobada la heterogeneidad de esta fraccibn, se
separaron sus componentes en CCF en celulosa, en las condiciones
descritas en el apartado correspondiente.

El resultado de esta cromatografia se recoge en la figura
29. Se.obtienen 5 bandas denominadas A, B, C, D y E. La banda A
es la mds intensa y al revelar con reactivo diluido de ninhidrina
desarrolla un color amarillo-marrén propio de un péptido con gli-
cocola en el residuo N-terminal. La proporcién cualitativa en fun

cibn del color desarrollado en el revelado es la siguiente:

-

14
(4

E
B
A

mmbabills

=
B

aplicacion

FIGURA 29: Separacién en cromatografia en capa fina de los
componentes de la fraccidn II de 1a separacién

cromatogrdfica en Sephadex G-50 en urea 6 M.
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Las bandas reveladas, fueron extraidas en dcido acético al
50%, y posteriormente se realizd el anflisis de aminodcidos de

las mismas.

Determinacidon del andlisis de amino8cidos de los péptidos A, B, C,

DyeE.

En la tabla 11 se encuentran los resultados de los andli-
sis de aminodcidos de Jas muestras extrafdas de la CCF.

E1 péptido A tiene un andlisis de aminodcidos en el que s§
lo aparece glicocola, teniendo en cuenta que al revelar con ninhi
drina da coloracién amarilla, tiene que tratarse de un péptido for
mado Gnicamente por este aminodcido, y no glicocola libre. Si se
realiza el andlisis de aminodcidos de la fraccién A, sin hidroli-
zar la muestra, aparecen los picos correspondientes a Gly y a (Gly)n,
siendo n= 2 6 3. Se pudo comprobar que el dipéptido o tripéptido
se hidroliza en el tampdn de aplicacidén del analizador -citrato sé
dico pH=2,2- cuando se le mantiene en este medio durante un dia.
Puede tratarse del dipéptido aislado por Goldknopf et af., 1.977,
que forma parte de) puente peptidico que une la ubiquitina y la his

tona H2A en 1a proteina A24, a través dg.un enlace isopeptidico.

ANALISIS DE LA FRACCION III DEL SEPHADEX G6-50 EN UREA 6 M.

La fraccidén III del G-50 en urea 6 M, debido a su pequefio ta
mafic molecular y a la diferencia de concentracidon con el disolvente,
no se pudo separar de la urea, y se realizdé su andlisis por espec-
troscopfia ultravioleta. E1 espectro correspondiente al del trip-

t6fano, unido por enlace peptidico a una corta cadena de aminodcidos..
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Para el cadlculo del niimero de residuos que pueden formar
este péptido, suponiendo de que se trate de un solg componente y
una sola molécula de triptbfano, utilizamos el valor de absor-
ci6bn a 210 nm, restando el componente debido a este aminodcido.
El EO’I% para el enlace peptidico a esta longitud de onda es 20,0.
La concentracidn del péptido 1la calculamos a partir del valor de

absorcidon a 280 nm y del coeficiente de extincién del triptéfano

a esta longitud de onda.

A280= 0,012
A210= 0,235

A210 (Trp)™ --060

Concentracidon enlace peptidico= 8,75 x 10_3mg/m1.
n= 5,78
Concentracién péptido= 1,173 x 10 5w,

AZ]O concentracidn péptido= 0,175.

Siendo n el niimero de residuos y considerando un peso mole-

cuiar medio por residuo de 110 dalton.
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DISCUSION.

Proceso de extraccifn.

En el aislamiento de la lisozima de huevo de Ceratitis capi
tata se obtuvo una muestra de proteina que se comportaba como espe
cie pura y homogénea. Tanto en electroforesis de Chalkley, como en
electroforesis en SDS, al 10% en acrilamida aparece una banda que
se tifie con negro amido o azul de Coomassie. Si se aumenta el por-
centaje de acrilamida hasta el 20% o se realiza la electroforesis
en gradiente del 7,5-30% en acrilamida, aparece en electroforesis-
SDS una banda que corresponde a un peso molecular de 6.500 D. EI
comportamiento cromatogréfico de este polipéptido, que posee un pl
de 6,7 y un peso molecular de 8.500 D, en andémalo. Por una parte se
retiene en un cambiador catibfnico, en condiciones en las que la car
ga de 1a ubiquitina es prdxima a cero. Por otro Jado en cromatogra-
fia en Sephadex G-75 eluye en el mismo volumen que la lisozima,

La retencidon en Amberlita desparece cuahdo 1a ubiquitina se
separa en urea 6 M de péptidos con pesc molecular de 4.000-5.000 D.
La interaccidon de la ubiquitina con estos péptidos o con proteinas
bdsicas -interaccidfn puesta de manifiesto en el caso de la histona
H2A (Hunt et af., 1.977), H2B (West et af., 1.980), péptidos timi-
cos (Low et af., 1.979), proteinas de reticulocito (Ciechanover et
af., 1.980)-, es la causa mas plausible de la retencidén de la protei
na en intercambiadores catidnicos.

La interaccidn es funcion del pH, como se pone de manifiesto
en las cromatografias en medio dcido y bdsico en Sephadex 6G-25. En

medio dcido éstas tienden a desaparecer, haciéndolo totalmente en
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ﬁresencia de urea 6 M (Low et af., 1.979).

E1 peso molecular de la ubiquitina, obtenido en electrofo-
‘resis-SDS, es sensiblemente menor a3l obtenido por secuencia de su
cadena polipeptidica. Estos resultados han sido descritos por otros
autores, no conociéndose aflin las causas que lo provocan (Seidah et

at., 1.978).

Andlisis espectroscépico.

EY espectro ultravioleta obtenido para la ubigquitina es idén
tico al obtenido por Ciechanover et af., 1.980. Pone de manifiesto
1a existencia de tirosina en 1a molécula, y la ausencia de triptd-
fano. En la regidn 245-260 nm se pueden observar picos correspon-
dientes a las dos fenilalaninas de la proteina.

Enel espectro de dicroismo circular, los resultados obtenidos
difieren en dependencia del método de ajuste utilizado, pero en
"principio, y teniendo en cuenta los estudios de prediccion de es-
tructura secundaria (Chou y Fasman, 1.974) existirian entre 4 y 7
residuos de 1a regidn N-terminal en estructura g y entre 7 y 15
residuos en 1a regidén C-terminal en hélice o. E1 resto de la pro-
teina adoptaria una estructura estadjstica aunque muy estable con

los cambios de fuerza idnica y pH.

Hidrélisis enzimatica.

La determinacifn de la estructura primaria de ubiquitina de
Cenratitis capitata se realizd utilizando tres fuentes de informa-
.cid@n; secuencia automdtica de los 30 primeros residuos de la regidn
N-terminal, hidrolisis triptica y secuencia manual de tos péptidos

asi obtenidos, y andlisis de los péptidos que proceden de la hidrg
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lisis quimotriptica.

Como ya se indicé en la introduccién, existe una.controveg
sia entre distintos autores sobre el rendimiento de la hidr6lisis
de la ubiquitina por enzimas proteol}ticas. Mientras que Schlesin
ger et af., (1.975) describen que la ubiquitina se -hidroliza Gni-
camente en un 25%, Low et af., (1.979) afirman que 1o hace en un
75%. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo de investigacidn,
permiten afirmar que la tripsina y quimotripsina acceden con faci
lidad a 1os enlaces susceptibles de hidrblisis, obteniéndose ren-
dimientos del 80% en el primer caso y Sd;“en el segundo. Unicamen
te, en el caso de que la proteina no esté pura, por permanecer la
interaccidon entre la ubiquitjna y los péptidos que la acompafian
en el proceso de extraccidn, el rendimiento es del orden del des-
crito por Schlesinger.

E1 papel de estos péptidos es desconocido. No podemos afir
mar que su interaccidn con la ubiquitina se mantenga in vive o
sea un artefacto del proceso de extraccibn, pero es claro su efec-
to protector sobre la protefina.

La hidrblisis con tripsina se realiza de forma completa
todos los enlaces en los que 1ntervienenvgrupos carboxilos de 1i-
sina o arginina. No se han detectado rupturas secundarias, ni en-
Jaces resistentes. Se ha aislado el dipéptido N-terminal (Leu-Arg),
sin detectarse en el mismo residuo alguno de glicocola. Esto supo-
ne que la ubiquitina, en el @ltimo paso de purificacidén no se en-
cuentra unida a péptido alguno de glicocola, que como se ha mencio
nado, formaria parte del puente de unidén de esta proteina con la
histona H2A para formar la proteina A24 (Goldknopf et af., 1.979).

En la tabla 12 se recogen los enlaces que, siendo hidroli-

zables por la quimotripsina, 1o hacen parcialmente o se mantienen
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intactos en la ubiquitina; se comparan las diferentes proteinds

secuenciadas.
8 9 15 16 '~ 56 57 59 60
Los enlaces Leu-Thr, Leu-Glu, Leu-Ser, Tyr-Asn, son hidro-

lizados perfectamente por la quimotripsina en la ubiquitina aisla

da del huevo de Ceratitis capitata, obteniéndose los péptidos qui

. 73 74

motripticos correspondientes. El enlace Leu-Arg se hidroliza par-
72 73 74 72 73

cialmente, y se han detectado los péptidos Arg-Leu-Arg, Arg-Leu y

74 29 30

Arg. También sufre hidrdlisis parcial el enlace Lys-Ile. En la

ubiquitina de Ceratitis capitata se .ha detectado una ruptura que
no se da en otras UBIP secuenciadas, . es la correspondiente al

68 69 ' 69 71
enlace His-Leu, encontrdndose el péptido Leu-Val-Leu correspondien

te. No se ha detectado histidina libre, pero si se ha podido detec

68 69
tar el péptido His-Leu, 1o que pone de manifiesto la hidrdlisis
69 70

parcial del enlace Leu-Val.

Homologia interna.

Schlesinger et af., (1.975) sugieren la existencia de un
mecanismo de duplicacidn de un gen ancestral que daria origen al
gen de la ubiquitina. Se apoyan en la homologia de las secuencias

de los fragmentos siguientes:

3 BJ
I1lef PhefVal bLyskThriLeufpTh
14
LLyskThrilletThy
44 50
TlefPhelAla LLysfGingLeu)
56
LArgt Thrfleu
29 349
LyspIle-GingAsphlyspGlu
60 - 64
Asnplig-1ng LLysfﬁlu
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ENLACE GRADO DE HIDROLISIS
8 9
LEU-THR Nula (2), Total (4).
15 16 .
LEU-GLY Nula (2), Total (4).
29 30
LYS-ILE Parcial (3) Total (4).
50 51 ,
LEU-GLU Nula (1, 2, 3 y 4).
56 57
LEU-SER Parcial (2), Total (4).
59 60
TYR-ASN Parcial (2), Total (4).
68 69
HIS-LEU Parcial (4).
69 70 i
LEU-VAL Nula (2 y 3), Parcial (4).
73 74 '
LEU-ARG Parcial (2 y 4), Nula (3).

Tabla 12: Grado de hidrdlisis por quimotripsina

de las ubiquitinas secuenciadgs.

(1) Ub de timo de ternera (Schlesinger
et at., 1.975)

(2) Ub de testiculo de trucha (Watson
et af., 1.978).

(3) Ub de timo de ternera (Low et af.,
1.979).

(4) Ub de Cenratitis capitata.

pero la homologfa que se puede observar es aiin mayor. En ta figu
ra 30 se recogen las nuevas homologfas ahora propuestas, y en la
figura 31 se muestra la secuencia completa de la protefna, en 1la

que se asignan a los fraomentos homdlogos letras con las que es-
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quematizaremos el proceso evolutivo que ha podido seguif un gen
ancestral para originar el gen de 1a ubifquitina.

Los fragmentos a(residuos 52 a 56), o'(residuos 46 a 50 y
10 a 14) y «"(residuos 5 a 9) son homélogos entre si. Otro tanto
ocurre con los fragmentos g(residuos 57-64), g'(residuos 65 a 69 y
20-27) y g"{residuos 28 a 33) y las secuencias A(residuos 42 a -
45) y A'(residuos 1 a 4). Por dGltimo el fragmenio B(residuos 70 a
74) y el B'(residuos 34 a 33) deben proceder de una codificacidn
génica idéntica en un principio.

Unicamente las secuencias C(residuos 15 a 19), y D(residuos
39 a 41) y el dcido glutédmico (residuo 51) no parecen tener homolo
gia con aladn otro fragmento de la ubiquitina.

La ubiquitina estd codificada por un gen formado por dos

fragmentos casi idénticos entre si:

A'a"a'Cp'B"B' (residuos 1 a 38) vy
D Ac'aBB'B" (residuos 39 a 74).

Los apostrofes indican, en el mecanismé de evolucidn (1)
que se propondrd mds adelante, el orden evolutivo de cada fragmen
to. Asi, el fragmento A' procede del A y los o' del a...

Se puede observar que en cada uno de estos fragmentos exis
ten cuatro secuencias homdlogas entre si dos a dos (a" con o' y
g' con g", o' con a y B con B')

Se pueden proponer dos esquemas que muestran el desarrolio

evolutivo del gen ubiquitina a 1o largo del tiempo.

Mecanismo 1.

E1 gen que codifica la ubiquitina (gen Ub) procederia del

gen ancestral que codifica la secuencia 52 a 64 (gen o-8). En una
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Mecanismo 1.

a-g
’ duplicacién
o'-a-8-8' B/2
‘ insercién. ; duplicacién.

A-a'~-a-B-8'-B

* insercidn.
1]

Al'a“'U"B"B"'BI'D'A"‘&'-a-B-B'_B

* 1nsérc16n.

A."c"'ﬂl-cﬁl-B"—B’-D"A-G'-G-B-B'-B

Mecanismo 2.

’ duplicacién.

a“"'!"'C-B'-B"

.
* insercion.

A'-a"-a'-C-B'-8"-B

* inserciodn.

A'-a"-a'-C-B'-8"-B-D

‘ duplicacién.

A'~q"-a'-C-8'-8"-B-D-A-a'-a-C-8~-8"'-B
* deleccidn.
A'-aq"-q'-C-B'-8"-B-D-A-a'-0a-8-8"'~8B
FIGURA 32: Esquema de dos posibles caminos evolutivoes que dieron
lugar a la aparicidén del gen que codifica a 1a ubiqui

tina.
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primera etapa cada uno de las genes o y B se duplicaria, formando
el gen o'-a-B8-8'. Por insercidn de los genes A y B apareceria el
nuevo gen A-a'-a-B-g'-B. E1 gen B que codifica la secuencia Leu-
Arg-Leu-Arg podria proceder de un gen B/2 que codificarifa la se-
cuencia Zgu-;£g y por duplicacibn originaria el gen antes mencio-
nado (B).

Una nueva duplicacién originaria el gen A'-a"-a'-B'-g"-B-A-
-a'-0-g-8'-B. Las inserciones de los genes D y C, que podrian te-

ner lugar como se muestra en la figura 32, darian lugar al gen Ub.

‘Mecanismo 2.

E1 gen ancestral seria, en este caso, el que codifica la
.secqencia 10-27 (gen a'-C-B'). E1 mecanismo que se recoge en la
figura 32, comprenderia dos duplicaciones, dos inserciones y una
deleccidn. En este caso el fragmento 71-74 (codificado por el gen
B) no procederia de la duplicacidon del gen B/2, ya que se forma-
ria por duplicacién de B en el paso A'-q"-q'-C-B-g'-g"-B-D
A'-a"-a'-C-8'~p"-B-D-A-a'-a-C-8-8'-B.

Es de destacar que la secuencia 52-64 codificada por o-8,
estd relacionada con el péptido sintetizado por Schfesinger et at.,
(1.978). Este péptido posee el 40% de actividad bioldgica descrita
para la ubiquitina. Este péptido podria ser el causante de la ac-
cidn diferenciadora que la ubiquitina ejerce sobre las células T y
B, y ser esta actividad un residuo funcional, pero no su funciona
lidad habituval.

Es posible que e) péptido 52-64 exista en forma libre y ten-
ga accién sobre los receptores g-adrenérgicos de la superficie celpy

lar, o que, a 1o largo del proceso evolutive haya desaparecido,
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siendo sustituida su accidn por otros componentes bioibégicos mis

potentes. . N

Conservatividad. Velocidad de evolucidn.

Se han elucidado las estructuras primirias de ubiquitina
humana, bovina y de trucha. En los tres casos la estructura es
iigﬁtica, presentdndose una posible alteracién en la ubiquitinade
testiculo de trucha. En este caso la ordenacidon del péptido trip-
tico que contiene la histidina no ha sido realizada, y el residuo
C-terminal presenta heterogeneidad, apareciendo glicocola y argi-
nina en la misma proporcitn, aunque el residuo de glicocola no se
encuentra sustituyendo a la arginina N-terminal, sino unido a &sta.

E1 primer estudio realizado sobre ubiquitina de insecto.
proporciona una estructura primaria idéntica a la obtenida con la
proteina aislada de las especies antes mencionadas. La conserva-
cién de la secuencia de una proteina desde un insecto al hombre
es un caso Unico. Las proteinas mds conservativas son las histonas,
y entre éstas las H3 y H4, con un cambio en 135 residuos y cuatro
cambios en 125 residuos respectivamente, entre l1as histonas de timo
de ternera y gallina (Warker et af., 1.980). La ubiquitina, por lo
tanto, presenta un grado de conservatividad dnico, no produciéndose
cambio algunb en la secuencia de especies tan alejadas en la evolu-
cién, como el hombre y el dfptero Ceratitis capitata. Este hecho
apoya las teorias de todos los autores que trabajan en este tema,
de que la ubiquitina es una proteina cuya funcién bioldgica debe
ser vital para las células, y su estructura terciaria impresdindi-

ble para el desarrollo de dicha funcién.
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Péptidos contaminantes.

Se han aistado 5 péptidos que interaccionan con la ubiqui-
tina, y se ha detectado otra fraccidn de bajo peso molecular en
la que existe un componente prioritario que es triptéfano. La com
. posicigon de estos péptidos y la determinacidén de su peso molecular,
nos permiten deducir que estdn formados por 20-40 aminodcidos.

E1 hallazgo de estos péptidos confirman la tesis de Low et
“at., (1.979). Hemos visto que tienen la capacidad de proteger a la
ubiquitina del ataque de enzimas protealiticas (Tabla 7 ). Si es
cierto que la ubiquitina tiene algin tipo de funcidn en un mecanis
mo proteolitico como por ejemplo la de sefializar las proteinas que
han de ser degradadas, estos péptidos podrian formar parte del mis
mo mecanismo, actuando como protectores de la ubiquitina a la ac-
cidn de proteasas.

La interacciébn podria ser un artefacto del proceso de ex-
traccibn, pero de cualquier forma, se pone de manifiesto la capaci

dad de esta proteina de interaccionar con péptidos béasicos.

Sistema de extraccién de péptidos a partir de mapas peptidicos.

E1 nuevo método descrito en este trabajo permite aumentar
el rendimiento del proceso de extraccidn hasta ocho veces los va-
lTores que se obtenian por el método usual. De esta forma, se ha po
dido convertir una técnica, prdcticamente analitica en preparativa.

La gran eficacia de separacidén de la técnica de mapas pepti
-dicos, combinada con el nuevo procedimiento de extraccidon, permite
‘1a purificacién de los péptidos que proceden de una hidrdoltisis en-
zimdtica en cantidades suficientes para realizar la secuencia manual,

y evitando posteriores purificaciones.
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En 1a figura 33 se recogen los diferentes rendimientos
obtenidos con las dos técnicas, simple agitacién y sonicacién,
comentadas.

En ambos casos puede observarse la influencia del tamafio y
polaridad de YTos péptidos en los rendimientos, siendo éstos 6pti-

mos para péptidos pequefio e hidrofilicos.
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1A '

CONCLUSTONES,



CONCLUSIONES.

- La ubiquitina aislada de huevo del insecto Cenratitis capi-
tata se comporta como una Onica especie molecular en gel de polia-
crilamida y gel de poliacrilamida en presencia de SDS. El andlisis
de su residuo N-terminal confirma la homogeneidad de 1a especie
aislada. La composici6n de aminodcidos de la ubiquitina aislada de

diferentes lotes de huevos es constante.

- E1 rendimiento de la purificacidon se situa en 10-15 mg por

200 g de huevos.

—

- La composicién de amino&cidos es ASX 7, THR 7, SER 3, GLX
12-13, PRO 3, GLY 5, ALA 2, VAL 4, MET 1, ILE 6-7, LEU 7-8, TYR
1-2, PHE 2-3, HIS 1, LYS 7, ARG 4. No posee cisteina ni triptéfa-

no.

- E1 espectro de dicroismo pone de manifiesto el bajo conte-
nido en estructuras « y 8 de esta proteina. Los porcentajes de las
mismas varian del 9-20% (hélice a) y del 9-5% (estructura g) depen

diendo del ajuste empleado.

- E1 espectro ultravioleta exhibe un méximo a 275 nm corres-
pondiente a la contribucién de la Gnica tirosina, y hombros en la
regién 255-265 nm, contribucién de las dos fenilalaninas de la pro

teina.
- Se ha determinado la secuencia completa de la proteina (fi-
gura 28).

- La secuencia presenta gran homologia interna. Se ha propues
to un mecanismo genético que darfa origen al gen de la ubiquitina

a partir de un gen ancestral.
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- Este gen ancestral coincidiria con el que codifica un pép-
tido que parece poseer varias de las actividades biolb6gicas asig-

nadas a l1a ubiquitina (Schlesinger et af., 1.978).

- Se ha aislado un péptido (Gly)z_a, que probablemente inte-
racciona con la ubiquitina y que corresponderia al nexo de unién

entre Ub y H2A para formar la proteina A24.

~ La ubiquitina se ve protegida por péptidos bisicos frente

a la hidrdlisis con enzimas proteoliticas.

- Se ha puesto a punto un nuevo método para la extraccién de
péptidos y aminodcidos a partir de la celulosa de los mapas pepti
dicos. Este sistema aumenta en 7-8 veces el rendimiento respecto

al método de simple agitacidn.
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INSTRUMENTACION,
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INSTRUMENTACION.

- Espectrofotémetro Varian Techtron modelo 635 D. Vaxrian,

Melbourne (Australia).
- Espectrofotémetro Cary 118. Varian, Melbourne (Australia).

- Registro grédfico REC 61 Servograph. Radiometen, Copenhagen

(Dinamarca).

- Sonicader Bronson B-230. Bronson SmithkEine Co., Shelton.

Connecticut (USA).

- Homogenizador de vidrio con émbolio de teflén de 60 ml.

Potter-ELvehjem.
- Centrifuga Sorvall RC-2B. Sorvalf, Norwalk. Connecticut (USA).
- Rotor S$S-34. Soavaff, Norwalk. Connecticut (USA).

- Agitadores Super-Mixer 1291. Llab-L.ine Inastauments, Inc.,

Melrose Park. Illinois (USA).
- Columnas. Phanmacia Fine Chemical, Upsala (Suecia).

- Fotémetro de flujo continuo Uvicord I1. LKB, Estocolmo,

(Suecia}.
- pHmetro Radiometer 26. Radiometer, Copenhagen, (Dinamarca).
- Liofilizador. Vintix C. 1Ine., Gardiner. New Yorl (USA).

Fuente de tensidn. LKB Modelo 3371D, Estocolmo (Suecia).

Bomba peristdltica Pharmacia P-3. Phanmacia Fine Chemicaf,

Upsala (Suecia).

- Analizador automdtico Dusrrum modelo D500, Palo Alto. Cali-

fornia (USA).

- Computador PDP-8M, Teletype.
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- Filtro millipore. Mif&ipone, Beldford. Massachusetts (USA).

- Cromatbégrafo liquido-liquido Waters Ass. 440. Waiens, Mild

ford. Massachusetts (USA).

- Cromatdgrafo gas-liquido 5750-G. Hewlfett-Packard, Palo Alto.

California (USA).

- Colector de fraccionesRadi-Rac 3402B.

- Colector de fracciones Gilson TDC 200.

Bel (Francia).

- Colector de fracciones Radi-Rac 2112.

- Secuenciador automdtico. Beckman 890B.

.Palo Alto. California (USA).

- Camara de electroforesis en capa fina.

(R.F. Alemania).
- Bafio de agua. Gafllenkamp, Inglaterra.

- Ladmpara ultravioleta Uraton-70. Atom,

LKB, Estocolmo (Suecia).

GiLson, Villiers le

LKB, Estocolimo (Suecia).

Beckman 1nsthruments,

Desaga, Heildelberg

Barcelona (Espaia).

- Pipetas automdticas. Oxford Laboratorios, San Mateo. Califor

nia (USA).

- Pipetas automdticas. Gifson, Villiers

le Bel (Francia).
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PRODUCTOS.

Material Biolbgico. .

- Huevosde Cenatitis capitata. Instituto Nacional de Investi-

gaciones Agrondmicas. Alcald de Henares (Espafia).

Determinacidon de actividad litica.

- M{cnoecocus Lysodeikticus. Sigma Chemicaf Co., St. Louis.

Missouri (USA).

- Fosfato potdsico. Merck, Darmstad, (R.F. Alemania).

Valoracidén de protefnas.

- Folin Ciocalteau, sulfato ciiprico. 5H20, carbonato sédico,

hidréxido sddico. Meack, Darmstad, (R.F. Alemania).

Aislamiento de la proteina.

~ Acido acético, azida sbdica, &cido clorhidrico, hidrbxido
sédico, hidr6xido potdsico, dcido fosférico, urea, bicarbonato

s6dico. Menck, Darmstad, (R.F. Alemania).
- Cloranfenicol. Antibibticos S.A., Lebn (Espaiia).
- Amberiita C6 50. Maflincrodt, St. Louis. Missouri, (USA).

- Sephadex G 25 medium, G 75, G 50 medium y fine, y azul de

dextrano. Phanmacia Fine Chemicals, Upsala (Suecia).

Criterios de pureza.

-~ Acrilamida, N, N'-metilen-bisacrilamida. Koch Light Lab. Lid.,
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Colnbrook (Inglaterra).

- Acetona, metanol. Pannreac, Montplet y Esteban S.L., Barce-

lona (Espada).
- Papel Wahtman n°1. Bolston Litd, Maidstone (Inglaterra).

-~ N, N, N', N'-tetrametil-etilen-diamina (TEMED). Mifes Lab.
Tnc., Slough (Inglaterra).

-

"~ Persulfato amonico, d&cido acético, urea sacarosa, TRIS,
azul de Coomassie, metabisulfito sédico, fucsina, dcido clorhidri
co, dcido tricloroacético. Mesck, Darmstad (R.F. Alemania).

- Lauryl! sulfato sédico (SDS). Sigma Chemical Co., St. Louis
Missouri (USA).
- Negro amido. Ffuka A.G., Buchs (Suiza).

- Azul de bromofenol. Canfo Enba, Milan (Italia).

Composicidén de aminodcidos.

- Acido clorhidrico, fenol, hidr6xido sédico, citrato sbddico.
0, tiodiglicol, EDTA. Menck, Darmstad (R.F. Alemania).
- Reactivo de ninhidrina, dcido metanosulfdénico, triptamina,

dcido mercaptoacético. Pierce Chemical, Rockford. 11linois (USA).

Secuencia automdtica.

- Isotiocianato de fenilo en heptano, Quadrol, dcido n-hepta-
fluorbutirico, benceno, acetato de etilo, cloruro de n-butilo.

Beckman, Palo Alto. California (USA).

- Acido clorhidrico, fosfato disédico, cloroformo, l-propanol,
2-propanol, heptano, &cido propidnico, tolueno, cloruro de estafio,

n-pentano, dcido acético. Menck, Darmstad (R.F. Alemania).
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- Feniltiohidantoin derivados (PTH-aa). Sigma Chemical Co.,
St. Louis. Missouri (USA).

- Bis-trimetil-silil-acetamida. Afdrich-Europa, Beerse (B&1

gica).

Metanol. Panneac. Montplet y Esteban S.L. Barcelona (Espafia).

Dicloroetano. Carfo Enba, Milan (Italia).

Butil-PBD. Eastman Organic, Chem., Rochester. New York (USA).

Placas de silica gel 20x20 cm. Menck., Darmstad (R.F. Alema-

nia).

- Placas de poliamida. Cheng-Chin Taadin Co., Taipei (Taiwan).

Hidrdlisis enzimitica.

- Tripsina, quimotripsina, clostripaina. Woathington Biochem

Co., Freehold. New Jersey (USA).

- TPCK, TLCK, g-mercaptoetanol. Sigma Chemicaf Co., St. Louis.
Missouri (USA).

- N-metil-morfolina. ALdrnich-Europa, Beerse (Bélgica).

- Fosfato sddico. Menck, Darmstad (R.F. Alemania).

Reactivos especificos.

- Ninhidrina. Sigma Chemicaf Co., St. Louis. Missouri (USA).

- Colidina, dcido acético, a-nitroso-g-naftol, &cido nitrico,
hidréxido sdédico, hidréxido potdasico, Qprbonato sdédico. Mexrck,

Darmstad {(R.F. Alemania).

- Etanol (destilado), dcido sulfanilico. Panreac, Montplet y
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esteban S.L., Barcelona (Espaha).

-~ Fluorescamina. Seawva Fedin Biochemical, Heildelberg (R.F.

Alemania).
- Trietilamina. Canlo Eaba, Milan (Italia).
- Fenantrenoquinona. F.E.R.0.S.A., Barcelona {Espafa).

- a-Naftol, nitrito s6dico. T. Schuchaxrdt, Minchen (R.F. Ale-

mania).

- p-Dimetilaminobenzaldeido. Pierce Chemicals, Rockford. I111i

nois (USA).

Separacidn de péptidos.

- Piridina. Canto Eaba, Milan (ltalia).
- Acido acético, n—bufanol. Menck, Darmstad (R.F. Alemania).

- Acetona (destilada). Fanneac, MontplLet y Esteban S.L., Bar-

celona (Espafa).

- Placas de celulosa C.F. Polygram CEL 300, 20x20 cm, 0,1 mm

de espesor. Macheney Nagef § Co., Diren (R.F. Alemania).

- Dansil-derivados (DNS). Sigma Chemical Co., St. Louis. Mi-
ssouri (USA).

Degradacidn manual.

- Fenilesotiocianato. Beckman Instruments Inc., Palo Alto.

California (USA).

-~ Piridina, dcido férmico, dicloroetano. Canlo Eaba, Milan

(Italia).
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- Acido trifluorocacético, acetato de n-butilo, agua oxigenada,
tolueno, fosfato sb6dico, amoniaco, pltacas de silica gel 20x20 cm.

Menck, Darmstad (R.F. Alemania).

- Cloruro de dansilo, dansii-derivados. S.igma Chemical Co.,

St. Louis. Missouri (USA).
- N-etil-morfolina. AfLdaich-Europa, Beerse (Bélgica).

- Dimetilformamida. FLuka AG, Buchs (Suiza).
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