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INTRODUCCION.

La u b i q u i t i n a  (Ub) o " p o l i p é p t i d o  inmunopoyét ico  omnipre  

sen te "  ( U B I P ) ,  es una p r o t e i n a  de b a jo  peso m o le c u l a r  ( 8 . 4 5 1  D) , 

a i s l a d a  por G o l d s t e i n  en 1 .9 74  al  i n t e n t a r  p u r i f i c a r  la  t im opo ie  

t i n a ,  una hormona p o l i p e p t i d i c a  del t i m o ,  de t e r n e r a .

Des de e l  aRo 1 .9 74  se ha a i s l a d o  es ta  p r o t e i n a  de d i s t i n  

tas e s p e c i e s ,  t a n t o  de mâmifercscomo de p l a n t a s  ( a p i o )  y de t e -  

j i d o s  d i v e r s e s  como c e r e b r o ,  h ig a d o ,  t imo . . .  Inmunolôgicamente  

se ha d e te c ta d o  en v e r t e b r a d o s , i n v e r t e b r a d o s  , p l a n t a s ,  hongos 

y b a c t e r i a s .  De esto s  e s t u d i o s  se ha co nc lu id o  la  p re s e n c ia  ge­

n era l  de e s ta  p r o t e i n a  en 1 os d i v e r s e s  t i p o s  de c ê l u l a s  t a n t o  

e u c a r i o n t e s  como p r o c a r i o n t e s , y debe p os eer ,  por t a n t o ,  una 

fun c iô n  bâs ic a  a todas  e l l a s .

La u b i q u i t i n a  se ha a i s l a d o  en dos form as,  una l i b r e ,  y 

o t r a ,  conjugada con l a  h i s t o n a  H2A como p r o t e i n a  A24 de cromati^ 

na. En forma l i b r e ,  a i s l a d a  de c r o m a t i n a ,  ha r e c i b i d o  el  nombre 

de HMG-20, ya que se o b t i e n e  con est e  grupo de p r o t e î n a s  no h i ^  

tonas (Wa lk e r  ut at,, 1 . 9 7 8 ) .

La fu n c iô n  b i o l ô g i c a  e s p e c î f i c a  de la  u b i q u i t i n a  es des-  

conocida hasta  l a  f e c h a ,  si  b ien  e x i s t e n  m u l t i p l e s  datos  que la  

impi lean  en v a r i o s  procesos:

-  A c t i v a c i ô n  de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a  en gran v a r i e d a d  

de t e j i d o s ,  y d i f e r e n c i a c i ô n  y maduraciôn de c ê l u ­

la s  T y B.

- Mecanismos p r o t e o l i t i c o s .
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-  Mecanismo de r e p r e s i ô n - d e s r e p r e s i ô n  de l a  t r a n s c r i s  

c iô n .

- Mecanismo de condensaciôn de la  cr om a t in a .

La e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de est a  p r o t e i n a  es conocida en 

t r è s  e s p e c i e s ,  y es de d e s t a c a r  que en todos 1 os casos l a  o r d e ­

nac iôn de 1 os aminoacidos es la  misma, poniendo de m a n i f i e s t o  

un a l t o  grado de c o n s e r v a c i ô n ,  s u p e r i o r  aûn a l  de la s  h i s t o n a s ,  

Probablemente estemos ante  l a  p r o t e i n a  mas c o n s e r v a t i v a  de todas  

las  d e te c ta d a s  has ta  l a  fe c h a .

Se han r e a î i z a d o  e s t u d i o s  f i s  1co -q ui m ic os  en o r j e n  a la  

d e te r m in a c iô n  de su p l ,  e s p e c t r o s  u l t r a v i o l e t a  y v i s i b l e ,  de di  ̂

croismo c i r c u l a r  y r esonan c ia  magnét ica  n u c l e a r ;  se ha e s tu d ia do  

el en tor no  de su ûnica  t i r o s i n a .  Rec ientemente  ha si do c r i s t a l ^  

zada (Cook e t  at., 1 . 9 7 9 ) .

E s t r u c t u r a  p r i m a r i a .

Las u b i q u i t i n a s  s e c u e n c i a d a s , de t imo de t e r n e r a  (Low e t  

at., 1 .979  y S c h l e s i n g e r  e t  at., 1 . 9 7 5 ) ,  humana ( S c h l e s i n g e r  

e t  at., 1 . 9 7 5 b ) ,  de t e s t i c u l o  de t r u c h a  (Watson e t  at., 1 . 9 7 8 ) ,  

t i e n e n  la  misma e s t r u c t u r a  p r i m a r i a .  Unicamente pueden p re se n -  

t a r s e  d i f e r e n c i a s  en 1 os r e s i d u e s  68 -7 1  de la  secuencia  de u b i -  

q u i t i n a  de c ro m at ina  de t e s t i c u l o  de t r u c h a ,  ya que e l  pép t id o  

t r î p t i c o  que compone l a  secuencia  6 8 -7 2  no ha s id o  ordenado. En 

es ta  misma secu encia  aparece  h é te r o g e n e i d a d  en e l  r e s i du o  C - t e ^  

m i n a i ,  en e l  que se ha d e t e c t a d o  g l i c o c o l a  en e l  50% de las mo- 

l é c u l a s .  Este r e s i d u o  de g l i c o c o l a  puede ser  r e s t o  del  d i p é p t i d o  

G l y - G l y  que forma e l  puente e n t r e  la  u b i q u i t i n a  y la  h is t o n a  H2A
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en l a  p r o t e i n a  A24.

Hay v a r i a s  re g io n e s  en la  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de la u b i -  

q u i t i n a  que p r e s e n ta n  homologîa e n t r e  s i .  Esto s u g i e r e  una du-  

p l i c a c i ô n  de un gen a n c e s t r a l  que d iô  o r ig e n  a l  gen de la  u b i -  

q u i t i n a .  Las inm u n o g lo bu l in as  son un buen e jemplo  de las  v e n t a -  

j a s  s e l e c t i v a s  en v e r t e b r a d o s  de e s t e  mecanismo e v o l u t i v o .  Si la  

h i p ô t e s i s  de l a  d u p i i c a c i ô n  de un gen a n c e s t r a l  es c o r r e c t a ,  l a  

u b i q u i t i n a  debiô  a p a r e c e r  en un estado muy p r i m i t i v e  de la  e v o ­

l u c i ô n  c e l u l a r  y tuvo v e n t a j a s  s u f i c i e n t e s  para que 1 as c ê l u l a s  

que poseyeran e s ta  p r o t e i n a  e x c lu y e r a n  del  proceso e v o l u t i v o  a 

las  que no la  pos e ia n  ( S c h l e s i n g e r  e t  al., 1 . 9 7 5 ) .

La v e l o c i d a d  de e v o l u c i ô n  m o le c u l a r  se puede medi r  en fun 

ciôn del  numéro de re s i d u e s  que cambian en la  secuencia  de una 

p r o t e i n a  en d i s t i n t a s  e s p e c i e s .  La v e l o c i d a d  de e v o l u c i ô n  mas bâ  

j a ,  ha s ta  ahora e n c o n t r a d a ,  es la  de la  h i s t o n a  H4 que t i e n e  dos 

s u s t i t u c i o n e s  en 102 re s i du e s  e n t r e  la  h is t o n a  a i s l a d a  de t e r n e ­

ra y l a  de gui sa n té  (Del  ange e t  at., 1 . 9 6 9 ) .  Ot ra  p r o t e i n a  con 

un cambio r e l a t i v a m e n t e  l e n t o  es e l  c i t ocromo c ,  con 10 s u s t i t u  

ciones en 112 r e s i d u e s  e n t r e  c i tocr om o c bovine  y humane ( D a y h o f f ,  

1 . 9 7 2 ) .

La i n v a r i a b i 1 idad en la  secuencia  de esta  p r o t e i n a  en las  

e s pec ie s  e s t u d i a d a s ,  p e r m i te  suponer que e s ,  a l  menos, una de las  

de mâs l e n t a  e v o l u c i ô n  has ta  ahora s e c u e n c i a d a s . La gran c o n s e r ­

vac iôn  de l a  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  en l a  que ni  s i q u i e r a  se i n t e r -  

cambian aminoacidos c o n s e r v a t i v o s  e n t r e  s i ,  hace pensar que cua^  

q u i e r  cambio a l t e r a r i a  l a  f u n c i o n a l i d a d  de e s t a  p r o t e i n a  de f o r ­

ma i r r e v e r s i b l e ,  y que la s  e s t r u c t u r a s  de orden s u p e r i o r  son fun^ 

damenta les en su f u n c i ô n .  Comparât i vamente , l a  i mportanc i a de la
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u b i q u i t i n a  en l a  c ro ma t ina  debe ser  s i m i l a r  a la  de la s  h is to n a s  

r i c a s  en a r g i n i n a  (H3 y H 4 ) ,  que hasta  ahora t i e n e n  una conserva^ 

ciô n en su e s t r u c t u r a  menor que la  u b i q u i t i n a ,  pero aûn muy a l t a .

Usando 1 os datos  para p r e d i c c i ô n  de l a  conformaciôn de 

una p r o t e i n a ,  conocida  su e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  (Chou y Fasman,  

1 . 9 7 4 ) ,  1 os 15 r e s i du o s  N - t e r m i n a l e s  estâ n  en e s t r u c t u r a  g y el  

extreme C - t e r m i n a l  ( r e s i d u o s  6 2 - 7 4 )  en h é l i c e  a ;  estos r e s u l t a -  

dos dan un 20% de e s t r u c t u r a  8 ,  17% de h é l i c e  ot y 63% de cadena 

e s t a d î s t i c a .  Re sul tados ê s t o s ,  que no concuerdan con 1 os obteni r  

dos por d ic ro îs m o  c i r c u l a r  (Jenson e t  at., 1 . 9 8 0 ) .  j

Se ha d e s c r i  to  que l a  u b i q u i t i n a  es r e s i s t e n t e  a l a  h i ­

d r ô l i s i s  e n z i m â t i c a  con t r i p s i n a ,  q u i m o t r i p s i n a , s u b t i l i s i n a  y 

c a r b o x i p e p t i d a s a s , y que para su h i d r ô l i s i s  es n e c e s a r i o  a l t e r a r  

su e s t r u c t u r a  por modi f i c a c i ô n  quimica ( S c h l e s i n g e r  e t  at., 1 . 9 7 5 )  

No o b s t a n t e ,  o t r o s  a u t o r e s ,  d es cr ib en  que l a  u b i q u i t i n a  n a t i v a  

se h i d r o l i z a  en un 75% con t r i p s i n a  o q u i m o t r i p s i n a  (Low e t  at.,

1 . 9 7 9 ) .  La p r o t e c c i ô n  de l a  p r o t e i n a  a l a  h i d r ô l i s i s  e n z i m â t i c a ,  

e s t a r i a  en fu nc iô n  de su p u r i f i c a c i ô n ,  ya que l a  u b i q u i t i n a  pue­

de i n t e r a c c i o n a r  con p é pt id os  de b a jo  peso m o l e c u l a r  que l a  p ro -  

teg en .  La u b i q u i t i n a  separada de estos  p é p t id o s  en c r o m a t o g r a f î a  

de p e n e t r a b i 1 i dad en c l o r u r o  de g u a n i d i n i o  6M, T r i s - H C l  pH 7 , 5 ,  

es a c c e s i b l e  a la  h i d r ô l i s i s  e n z i m â t i c a .

P r o t e i n a  A24.

Se ha d e s c r i  to que l a  secuencia  de 1 os 37 p r i m e to s  r e s i ­

duos de la  re g io n  N - t e r m i n a l  de l a  p r o t e i n a  A24 es i d é n t i c a  a 

la  de la  u b i q u i t i n a  (Hunt  e t  at., 1.977).

La p r o t e i n a  A24 se e n cue n tr a  en l a  c ro m at ina  y e s t r u c t u -



r a l m e n t e  es tâ  formada p o r , al  menos, dos f ragmentes p o l i p e p t î d i -  

cos.  Uno de e l l o s  es la  h is t o n a  H2A y el  o t r o  una p r o t e i n a  no

h i s t o n a .  La p r o b a b i l  idad de que el  gen que ha producido la  ubj^

q u i t i n a  sea d i s t i n t o  del  que ha producido l a  secuencia  N - t e r m i ­

nal  d e s c r i t a  por Hunt es menor de 10” ^^ segûn e l  método de Day­

h o f f  ( 1 . 9 7 6 ) .  La u b i q u i t i n a  por 1o t a n t o ,  debe ser  un producto  

de de gr ada c iô n  de l a  p r o t e i n a  no h i s t o n a  que forma p a r t e  de la  

p r o t e i n a  A24.

V
Proteina no histona
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Ubiquitina Gly

Gly
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» /
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W
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FIGURA 1: Esquemas de l a  p r o t e i n a  A24.

A/ Modelo propu es to  por Hunt e t  a t . ,  1 . 9 7 7 .

8 /  Modelo basado en 1 os pos tu l ados de Matsui  e t  

a t . ,  1 .9 7 9 .
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Esta p r o t e i n a  t i e n e  un peso m o le c u l a r  de 27 .0 0 0  D (humana 

y b o v i n a ) .  La u b i q u i t i n a  t i e n e  un peso m o l e c u l a r  de 8 .4 51  D y la  

h is t o n a  H2A de 14 .00 0  D. La d i f e r e n c i a  de 4 . 5 0 0  D e n t r e  H2A-Ub y 

A24 in d ic a n  que hay un componente no h i s t ô n i c o  con este  peso mo­

l e c u l a r ,  que forma p a r t e  de la  p r o t e i n a  A24 (Hunt e t  a t . ,  1 . 9 7 7 ) ,  

Por d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  a n â l i s i s  de ami noâci  dos de A24 y H2A-Ub,  

e s te  p é p t id o  t e n d r i a  37 r e s i d u o s .

Por o t r o  lado con la  p r o t e i n a  a i s l a d a  de hamster c h i n o ,  

se ha encontrado un peso m o l e c u l a r  de 2 2 .5 0 0  D, que no hace nece 

s a r i o  l a  p re s e n c ia  del  t e r c e r  componente p e p t î d i c o  (Ma tsu i  e t  a t .

1 . 9 7 9 ) .

Se ha a i s l a d o  el  p é p t i d o  que c o n t ie n e  el  en la ce  i s o p e p t î -  

dico e n t r e  la  u b i q u i t i n a  y la  h is to n a  H2A. El e n la ce  se r e a l i z a  

e n t r e  un d i p é p t i d o  de g l i c o c o l a ,  que se encue n tr a  unido a la  ub i -  

q u i t i n a  por su r e g iô n  C - t e r m i n a l  y el  e-NHg de la  1 i s i n a  119 de 

la  h is to n a  H2A (Goldknopf  y Buch, 1 . 9 7 7 ) .

Se ha a t r i b u i d o  la  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  peso m o le c u l a r  de 

A24 y H2A-Ub a una m ig ra c iô n  anormal de la p r o t e i n a  A24 en e l e c -  

t r o f o r é s i s  en po 1i a c r i 1 amida en p re senci a  de SDS, debido a que 

t a n t o  l a  h i s t o n a  H2A como la  u b i q u i t i n a  t i e n e n  reg iones muy hi - 

d r o f ô b i c a s  que pueden u n i r  d e t e r g e n t e  en exceso (Watson e t  a t . ,

1 . 9 7 8 ) .  En la  f i g u r a  1 aparecen las  dos p o s i b l e s  e s t r u c t u r a s  pos  ̂

t u la d a s  para l a  p r o t e i n a  A24.

La u b i q u i t i n a  se ha a i s l a d o  de f r a c c i o n e s  no n u c l e a r e s ,  

m îe n t ra s  que l a  p r o t e i n a  A24,  se encue ntra  en l a  croma t ina  nu­

c l e a r  y n u c l e o l a r .  Es p o s i b l e  que la u b i q u i t i n a  no n u c l e a r  sea 

un producto  de degr ada ci ôn  de l a  re g iô n  no h i s t ô n i c a  de l a  p r o ­

t e i n a  A24. Se ha p os t u l ado  la  e x i s t e r f c i a  de una a r g i n i n - e s t e r a s a



que h i d r o l i z a  el  e n la c e  e n t r e  l a  a r g i n i n a  C - t e r m i n a l  de l a  u b i -  

q u i t i n a  y el  t e r c e r  componente de la  p r o t e i n a  A24 (Hunt e t  al.,

1 . 9 7 7 ) .  Re c ie n te me nte  ha s ido  d e te c ta d a  l a  a c t i v i d a d  de una en - 

zima que l i b e r a  a l a  u b i q u i t i n a  de la p r o t e i n a  A24 (Andersen e t  

al., 1 . 9 8 1 ) .  Una vez produc ida  su l i b e r a c i ô n ,  d i f u n d e  del  nuc leo  

al c i t o p l a s m a .  La f u n c iô n  c i t o p l a s m â t i c a  no e s t â  to d a v îa  determ^  

nada,  pero en el  nuc leo  puede e s t a r  im p l ic a d a  en el  mecanismo de 

r e p r e s i  ôn -  des r e p r e s 1ôn de l a  t r a n s c r i p c i ô n  del DMA y en el  mec^ 

nismo de condensaciôn de la  c ro ma t ina  en la  m i t o s i s .

Por o t r o  la do  1 os mismos au tor es  proponen el  desdobl ami er  ̂

to del  gen de la  u b i q u i t i n a ;  cada uno de 1 os nuevos genes e s t a ­

r i a  encargado de p r o d u c i r  una u b i q u i t i n a  e s t r u c t u r a l m e n t e  idénti^ 

ca ,  pero con fu n c io n es  d i s t i n t a s ,  una n u c l e a r  y o t r a  no n u c l e a r ,  

que n a t u r a l m e n t e  han te n id o  el  mismo camino e v o l u t i v o .  Este meca 

nismo no ha s ido observado en o t r a s  p r o t e î n a s .

La u b i q u i t i n a  no se conjuga unicamente con la  h i s t o n a  H2A, 

se ha d e s c r i  to l a  uniôn de e s t a  p r o t e i n a  con la  h is to n a  H2B (West  

e t  al., 1 . 9 8 0 ) .  P e ro ,  m ie n t ra s  que la  h i s t o n a  H2A se conjuga en 

un 10-11%, l a  h i s t o n a  H2B 1o hace en un 1 -1 ,5 % .  La uniôn de la  

h i s t o n a  H2B a la  u b i q u i t i n a  se r e a l i z a  por el  extremo C - t e r m i n a l  

de la  p r i m e r a ,  como se deduce del  e s t u d i o  e l e c t r o f o r ê t i c o  de 

1 os p ép t idos  de bromuro de cianôgeno de la  p r o t e i n a  A24.

E s t r u c t u r a s  de orden s u p e r i o r .

La e s t r u c t u r a  de la  u b i q u i t i n a  se c a r a c t e r i z a  por ser  po-  

co ordenada. En e s tu d io s  de p r e d i c c i ô n  de e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a ,  

ya hemos v i s t o  que la  p ro po rc iô n  de h é l i c e  o y e s t r u c t u r a  6 su-  

ponen e l  37% de los r e s i d u o s .  En e s t u d i o s  de d ic ro î sm o c i r c u l a r



en el u l t r a v i o l e t a  l e j a n o  (Jensen e t  at., 1 . 9 8 0 ) ,  es ta s  p ro po r -  

ciones son s u s ta n c ia l m e n te  menores,  con un 6% de los res id uos  en 

h é l i c e  a ,  el  10% en e s t r u c t u r a  g , y e l  84% en cadena e s t a d î s t i c a .

A p e s a r ,  s i n embargo de e s te  escaso o r d e na m ie n to , se t r a t a  de 

una p r o t e i n a  con una e s t r u c t u r a  t r i d i m e n s i o n a l  muy e s t a b l e .

La v a r i a c i ô n  del pH e n t r e  3 y 12 ,  no produce cambios en 

el espect ro  de d ic ro i s m o .  El espe c tr o  de res onancia  magnét ica  nû  

c l e a r  se mant iene cas i  s in  a l t e r a c i o n e s  con el  cambio del  pH; 

s i n embargo se observan cambios a 1 , 0 - 3 , 0  ppm del e s p e c t r o ,  que
I

son causados por la  i o n i z a c i é n  de los Scidos a s p i r t i c o  y g l u t £  

mico ( L e n k in s k i  e t  al., 1 . 9 7 7 ) .

Como se puede d e d u c i r  del  proceso de a i s l a m i e n t o ,  de esta  

p r o t e i n a ,  la  e s t a b i 1 idad f r e n t e  a l a  te m per atu ra  es grande.  Re­

s u l ta dos  que se ven conf i rmados por reso nanci a  magnética  n u c l e a r ,  

cuyos espe ctr os  prueban îa  no e x i s t e n c i a  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  en 

t r e  23*C y 80*C.

Las v a r i a c i o n e s  de fu e r z a  i ô n i c a  producen un cambio confor^ 

maciona1, de te c ta do  por CD en el  u l t r a v i o l e t a  l e j a n o ,  a una f u e rz a  

iô n ic a  de 0 , 1 6  (Jensen e t  al., 1 . 9 8 0 ) .  Por NMR se d é t e c t a  desna­

t u r a l  1zac iôn t o t a l  en p re sen ci a  de c l o r u r o  de g u a n i d i n i o  7M, aun 

que pré sen ta  gran e s t a b i 1i dad a conce ntr ée  i ones menores ( L e n k in s k i  

e t  al., 1 . 9 7 7 ) .

La as ign aci ôn  de bandas en la  r e g iô n  aro mât ica  del  es pec­

t r o  de NMR ha s ido r e l a t i v a m e n t e  s e n c i l l a ,  ya que la  p r o t e i n a  po 

see una so la  h i s t i d i n a  ( r e s i d u o  6 8 ) ,  una t i r o s i n a  ( r e s i d u o  59)  

y dos f e n i 1 a la n i n a s  ( r e s id u o s  4 y 4 5 ) .  Présenta dos s i n g l e t e s  a

6 , 8  ppm y 7 ,5  ppm corre s p o nd i e n t e s  a los h i drôgenos 02 y C4 de 

la  h i s t i d i n a .  Los d ob le te s  AS a 6 , 9  y 7 ,2 ppm son debidos a la  

t i r o s i n a  y l a  resonanc ia  rémanente a 7 , 0 ,  7 ,2  y 7 ,6  ppm es pro-



duel da por  los  p r o to ne s  de la  f e n i l a l a n i n a .  La h i s t i d i n a  t i e n e  

un cambio en e l  pH, con pK^ a l r e d e d o r  de 6 , 7 .

El e s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a  e s t a  de acuerdo con l a  e x i s t e n ­

c i a  de t i r o s i n a  en l a  m o l é c u l a ;  a pH 7 ,6  e s t e  e s p e c t r o  t i e n e  un 

maximo a 278 nm y 5 hombros a 253 ,  259 ,  26 1 ,  271 y 282 nm; al  

p a s a r  a pH 13,  e l  e s p e c t r o  ex h ib e  un mâximo a 296 nm c a r a c te r is ^  

t i c o  del  ion t i r o s i n a t o .  La v a l o r a c i ô n  e s p e c t r o f o t o m é t r ic a  de 

la  t i r o s i n a  p r o p o r c i o n a  un v a l o r  de pK^ de 1 1 , 1 ,  v a l o r  un t a n t o  

e le v a d o  para e s t e  r e s i d u o .  El en to rn o  anormal de la  t i r o s i n a  se 

pone de m a n i f i e s t o  por  e s p e c t r o s c o p i a  de f 1uor es c e nc i a  (Jensen  

dt at,, 1 . 9 8 0 ) .  El maximo de em is io n  es ta  a 303 nm, y la  r e l a -  

c io n  de r e n d i m i e n t o s  c u â n t i c o s  u b i q u i t i n a / t i r o s i n a  l i b r e  a pH 7 

es menor de 0 , 0 7  v a l o r  anormalmente b a j o .  Si cambia el  pH de 7 

a 2 ,  se produce un aumento de 400% en la  f  1 uor es c e nc i a  de la  ubi_ 

q u i t i n a .  A pH 7 ,  y en c l o r u r o  de g u a n i d i n i o  7M, la  f l u o r e s c e n c i a  

aumenta el  150%, En g e n e r a l ,  en p r e s e n c i a  de agentes  d e s n a t u r a l  î  

z a n t e s ,  l a  v a r i a c i ô n  del  pH no a f e c t a  a los v a l o r e s  a n t e r i o r e s .

El ex t r aR o  comportamiento  de l a  t i r o s i n a ,  se a t r i b u y e  a 

la  p r e s e n c ia  en e l  en to r n o  de uno o v a r i o s  grupos c a r b o x i l o .  La 

t i r o s i n a  s u f r e  . "quenching" por est o s  grupos que t i e n e n  un pK^ de

3 ,9  medido por t i t u l a c i ô n  f 1u o r i m ê t r 1c a . Esta  es la  causa del  

aumento de f 1u o r e s c e n c i a  cuando e l  c a r b o x i l o  o c a r b o x i l o s  se p r o -  

to na n.  El "quenching"  p o d r î a  e s t a r  causado por un cambio conforma  

c i o n a l  a l  descender  e l  pH, pero e s ta  p o s i b i l i d a d  queda d e s c a r t a d a  

al  no ponerse de m a n i f i e s t o  por d ic ro i s m o  c i r c u l a r .  El grupo c a r ­

boxi lo  que i n t e r a c c i o n a  con l a  t i r o s i n a ,  probablemente  no es e l  

del âc ido a s p â r t i c o  co n t ig u o  ( r e s i d u o  5 8 ) ,  ya que en p r e s e n c ia  

dé agentes d e s n a t u r a l i z a n t e s , l a  i n t e r a c c i ô n  es i n d e p e n d i e n t e  del  

pH.
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se han e s tu d ia d o  por d icr o i sm o c i r c u l a r  las  i n t e r a c c i o n e s  

e n t r e  la  u b i q u i t i n a  y l a  h i s t o n a  H2A. La uniôn de es ta s  dos p ro -  

t e i n a s  no a l t e r a  el  espe c tr o  de cada una de e l l a s ,  por lo  que no 

deben produc i rse  cambios c o n f o r m a c i o n a l e s . Tampoco par ece  haber  

i n t e r a c c i ô n  e n t r e  e l  DNA y l a  u b i q u i t i n a .  Esta debe i n t e r a c c i o ­

nar  con o t r o  componente de l a  c r o m a t i n a ,  como las  h i s t o n a s  H2A 

y H2B y s e r v i r  de impedimento e s t ê r i c o  que bloquea una r e g iô n  

del nucleosoma.

Se ha log rado c r i s t a l  i z a r  e s ta  p r o t e i n a  y r e a l i z a r  los pri^ 

meros e s tu d io s  de d i f r a c c i ô n  de rayos X. Los c r i s t a l e s  de u b i q u i -  

t i n a  son o r t o - r ô m b i c o s , del  grupo P 2 j 2 | 2 ^ ,  con unas d imensiones  

a=5 0 ,9  A b= 4 2 , 9  A y c= 2 9 , 0  A. Los c r i s t a l e s  son e s t a b l e s  a tem 

p e r a t u r a  ambiante y d i f r a c t a n  f u e r t e m e n te  con 1 ,7  A de r e s o l u c i ô n

As i gnando un peso m o le c u l a r  de 8 .4 5 1  D y un volumen e s p e c î f i c o  par^
3 ® 3c i a l  de 0 , 7 4  cm / g ,  e l  volumen m o le c u l a r  es de 1 ,87 A / D ,  con el

34% de es te  volumen ocupado por mo lêculas  de d i s o l v e n t e .  En la ac

t u a i i d a d ,  los mismos a u t o r e s ,  e s tâ n  i n t e n t a n d o  o b t e n e r  de r iv ados

is om ôrf ic os  con âtomos pesados para  l a  consecuciôn de mapas e l e c -

t r ô n i c o s .

Funciôn b i o l ô g i c a .

La func iô n b i o l ô g i c a  e xact a  de e s t a  molécula  no e s t a  tod£  

v ia  d e t e r m in a d a . Si b ien  se la  impi ica  en la  d i f e r e n c i a c i ô n  de 

c ê l u l a s  B y T .en vltfto, no se c ree  que posea es ta  fu n c iô n  X.n vi­

vo. Se ha d e s c r i  to que la  u b i q u i t i n a  actua  como a c t i v a d o r  de la  

a d e l i n a t o  c i c l a s a ,  aumentando los  n i v e l e s  de c-AMP en el  c i t o ­

plasma. Esta acc iôn es i n h i b i d a  t o t a l m e n t e  por p r o p r a n o l o l ,  lo  

que i n d i c a  que la  acc iôn de la  u b i q u i t i n a  t e n d r i a  l u g a r  v i a  r e -
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cepto res  g - a d r e n é r g i c o s .

Todas es tas  func iones se han puesto en duda r e c 1en te me nte , 

pues I ds es tu idos r e a l i z e d o s  per e l  grupo de G. Go ld s te in  del  

S l o a n - K a t t e r i n g  I n s t i t u t e  f o r  Cancer Research de Nueva York,  son 

c o n t r a d i c t o r i o s  con 1 os publ icados por A.L.  G ol dst e in  y T .L .K .

Low de la Uni v e r s  1 dad de Texas ( G a l v e s t o n ) ,  como se d i s c u t i r l  

m&s a d e la n t e .

Se ha i d e n t i f i c a d o  la  u b i q u i t i n a  en forma l i b r e  y conjug^  

da en la  cromat ina  (Goldknopf  at., 1 .975 y Watson at., 1 .9 78 )  

La 'orma l i b r e  e s t !  l o c a l i z a d a  en las  zonas de cromat ina  e n r i q u e -  

c i d i s  en secuencias de DMA que pueden t r a n s c r i b i r s e  a RNA. La con-  

c e n tr ac io n  de u b i q u i t i n a  l i b r e  aumenta durante la  a c t i v i d a d  del 

gen, mi ent ras  que la p r o t e î n a  A24 desaparece .

El u l t i m o  mécanisme en la  que parece e s t a r  imp 1 icada la  

u b i q u i t i n a ,  esté  r e l a c io n a d o  con la  p r o t e o l i  si s dependi ente de 

ATP en r e t i  cul oci tos de conejo (C iechanover  e.t at., 1 . 9 8 0 ) .

Vt̂ t̂ ,zncj.ac.X.6n cztutaa y acttvactân de ta adenttato c-cctaéa.

Desde que en 1 .961  M i l l e r ,  y Acher y P i e r c e ,  describen que 

l a  t imotectomfa  p r e n a t a l  en ra t ôn y conejo produce el f a l l o  en el  

crec i miento  pos t na t a l  normal y en el  d é s a r r o i l o  y maduraciôn del  

t e j i  do 1i n f é t i c o , se puso de m a n i f i e s t o  la  i mportanc i a de las  hor 

monas t îm ic as  en la  madurac iôn,  p r o l i f e r a c i ô n  y competencia inmu-  

nolôgica de 1 os l i n f o c i t o s .

Mo se conoce to d a v la  como se e j e r c e  el  co n t ro l  sobre las  

celu i  as T ( l i n f o c i t o s  t i m o -d e p e n d ie n te s )  por el  t imo ,  pero p a r t e  

del proceso ocurre  v ia  hormonal .  Se han a i s l a d o  una s e r i e  de pép-  

t idos  t îmicos que podr îan  te n e r  r e l a c i ô n  con este  mecanismo, en-
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t r e  estos  pépt i do s  tenemos la t i m o p o i e t i n a  (Tp a l s l a d a  de t imo bo 

vino conjuntamente  con la  u b i q u i t i n a  ( U b ) ,  y que posee un peso mo 

l e c u l a r  de 5 ,5 6 2  D ( G o l d s t e i n ,  1 . 9 7 4 ) ;  la  u b i q u i t i n a  y el  f a c t o r  

t î m i c o  s ê r i c o  (FTS) que es un nonapépt ido  de peso m o l e c u l a r  cerca^ 

no a 1 os 900 D (Bach e t  at., 1 . 9 7 7 a ,  1 . 9 7 7 b ,  1 .977c  ) .

En exper imentos  tn vttao, se ha demostrado la  capacidad de 

la  u b i q u i t i n a  y de l a  t i m o p o i e t i n a  de i n d u c i r  la a p a r i c i ô n  de r e -  

cepto res  de s u p e r f i c i e  en g r a n u l o c i t o s ,  c é l u l a s  T y B. Hecho que 

pone de m a n i f i e s t o  la  f u n c i ô n ,  que en e l  proceso de maduraciôn de 

estas  c é l u l a s ,  t i e n e n  1 os dos p o l i p é p t i d o s .  A s i ,  l a  u b i q u i t i n a  es 

capaz de i n d u c i r  en 1 os g r a n u l o c i t o s  e l  r e c e p t o r  de s u p e r f i c i e  

C3d, y de c o n f e r i r  a éstos  la  capacidad de re spuesta  a agentes  

qui m i o t â c t i COS, y de f a g o c i t a r  p a r t i c u l e s  de l a t e x  (Kagan e t  at.,

1 . 9 7 7 ) .

PEPTIDO CELULA RECEPTOR AUTOR

Tp C é l u l a s - T T h y - 1 ,  TL , 

Ly 1,  2 ,  3. 

SBRC.

Scheid e t  at., 1 . 9 7 5 .  

Kagan e t  at., 1 . 9 7 9 .

Ce 1 u Vas-B MRBC

la

Kagan e t  a t . ,  1 . 9 7 9 .  

Hammer!ing e t  at., 1 .9 7 5 .

Ub G r a n u l o c i t o s C3d Kagan e t  at., 1 . 9 7 7 .

C é l u l a s - T F c , HTLA, 

SBRC.
Kagan e t  a t . ,  1 .9 7 9 .

C é lu la s - B Fc,MBRC,IgM Ka.g.an e t  a t . ,  1 .979  .

TABLA 1: Receptores  indu cido s por u b i q u i t i n a  y t i m o p o i e t i n a .
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En la  t a b l a  1 ,  se recogen 1 os d i f e r e n t e s  r e c e p t o r e s ,  cuya 

a p a r i c i ô n  es in d u c i d a  por  l a  u b i q u i t i n a  y l a  t i m o p o i e t i n a .  Y en 

l a  f i g u r a  2 ,  aparece  un esquema del proceso de d i f e r e n c i a c i ô n  de 

la s  c é l u l a s  B y T. En d ic ho  esquema, se puede o bs e r v e r  que ambas 

c é l u l a s  d e r i v a n  de un t r o n c o  h e m a t o p o i é t i c o  comûn, y que hay a 1 -  

gunos r e c e p t o r e s  como Ig A ,  de 1 os que no se conoce el  momento de 

su a p a r i c i ô n , 0 c é l u l a s  en la s  que aparecen marcadores que lo ha-  

cen t a n t o  en l a s  c é l u l a s  T como en la s  B (SRBC y C ) ,  de las  que 

no se conoce su r e l a c i ô n  con e l  t r o n c o  comûn.

FIGURA 2: Esquema h i p o t é t i c o  

del proceso de d i f e r e n c i a c i ô n  

de c é l u l a s  T y D. A p a r i c i ô n  de 

marcadores  de s u p e r f i c e .

MRBC marcadores  de e r i t r o c i t o  

de r a t a .

SRBC marcadores  de e r i t r o c i t o  

de o v e j a .

HTLA h e t e r o a n t i g e n o  HTLA.

( 1 )  c é l u l a s  B ( 2 )  c é l u l a s  T.

Hay r e c e p t o r e s  como e l  a l o a n t i g e n o  T L , que aparece  en el  

estado p r o t i m o c i t o ,  y desapa rec e  cuando és te  se t r a n s f o r m a  en 

l i n f o c i t o  T ,  cuya e x p r e s iô n  en la  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  es un proce  

so i n t e r m i t e n t e  a lo  l a r g o  de la  h e m a t o p o i é s i s .

Se ha demostrado que l a  d i f e r e n c i a c i ô n  de la s  c é l u l a s  B,  

en las p r im era s  e tapas  se r e a l i z a  med iant e  un segundo m e n s a je r o ,  

que se m a n i f i e s t a  en las e l e v a c i o n e s  de 1 os n i v e l e s  de c-AMP. La
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d i f e r e n c i a c i ô n  f i n a l ,  se produce a t r a v é s  de la  e l e v a c i ô n  del  n 

vel i n t r a c e l u l a r  de c-GMP.

Siempre que se e s t u d i a  la  fu n c iô n  in d u c to ra  de la  u b i q u i ­

t i n a  en l a  d i f e r e n c i a c i ô n  de marcadores de s u p e r f i c i e ,  se r e l a c i o  

na a est a  p r o t e î n a  con la  t i m o p o i e t i n a  y el  f a c t o r  t î m i c o  s ê r i c o ,  

por pos e e r ,  en p r i n c i p l e ,  f u n c i o n a l i d a d e s  se m e ja nt es ,  aunque no 

in de p e nd i e n t e s  e n t r e  s î .  Los re c e p t o r e s  de t i m o p o i e t i n a  y ubiqui^ 

t i n a  son d i f e r e n t e s ,  ya que l a  segunda ve impedida su acc iôn  por  

bloqueadores  g - a d r e n é r g i c o s  y la  p r im era  no. La func iôh^en l a  d i ­

f e r e n c i a c i ô n  de marcadores de e r i t r o c i t o  de ove ja  (SBRC),  del  FTS

se ve i n h i b i d a  por la  u b i q u i t i n a ,  m i e n t r a s  que la  acc iô n de la  Tp 

s u f r e  un e f e c t o  s i n e r g é t i c o  por l a  misma p r o t e î n a  ( Iwata  e t  at.,

1 . 9 7 9 ) .  A su vez el  FTS y l a  Tp pueden e s t a r  t n  v tuo formando una

ûnica  hormona que t i e n e  l a  f u n e i o n a 1 idad de las  dos cadenas p o l i -

p e p t î d i c a s  ( F o l k e r s  e t  at., 1 . 9 7 9 ) .

Otro  r e s u l t a d o  que apoya l a  h i p ô t e s i s  de un papel  en la  di  ̂

f e r e n c i a c i ô n  c e l u l a r  de la  u b i q u i t i n a ,  es la  s î n t e s i s  del  hexapé^  

t i d o  59 -7 4  de la  u b i q u i t i n a  - p é p t i d o  que c o nt ie ne  l a  t i r o s i n a  59 

de la  p r o t e î n a -  y el a n â l i s i s  de su f u n e i o n a l i d a d  b i o l ô g i c a  (S c h le  

s i n g e r  e t  a t . ,  1 . 9 7 8 ) .

El p é p t id o  59 -7 4  posee aproximadamente el 40% de la  a c t i v ^  

dad in d u c to r a  de t i m o c i t o s ,  c é l u l a s  B y e l e v a c i ô n  i n t r a c e l u l a r  

del n i v e l  de c-AMP, que posee la  u b i q u i t i n a  n a t i v a .  La secuencia  

de es te  p é p t i d o  es ta  im p l ic a d a  en la  a c t i v i d a d  des c r i  ta para  la  

u b i q u i t i n a ,  y e l  c e n t r o  a c t i v e  e p i n e f r f n - m i m é t i c o  de l a  p r o t e î n a  

debe e s t a r  p ré s e n te  en é l .  Por lo  t a n t o ,  l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  

de la  u b i q u i t i n a  no debe i n f l u i r  en la  a c t i v i d a d  b i o l ô g i c a  del  

ensayo.  Teniendo en cuenta la c o n s e r v â t i v i d a d  de est a  p r o t e î n a .
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l a  p e rm a n e n c ia *d e  1 os aminoScidos a lo l a r g o  de la  e v o l u c i ô n ,  no 

debe e s t a r  r e l a c l o n a d a  con l a  fo rm ac iô n  del  c e n t r a  a c t i v o  que es 

capaz de e l e v a r  los n i v e l e s  i n t r a c e l u l a r e s  de c-AMP. La c o nse r va  

t i v i d a d  debe e s t a r  r e l a c l o n a d a  con o t r a s  fun c i ones  de la  u b i q u i ­

t i n a ,  en l a  c r om at in a  o en mécanismes p r o t e o l i t i c o s .

La a c t i v i d a d  t u  v tvo  de l a  u b i q u i t i n a  (UBIP o HMG-20) no 

ha s id o  d e t e c t a d a .  A s î ,  en los ensayos r e a l i z a d o s  sobre r a t ô n ,  

se pone de m a n i f i e s t o  l a  i n c a p a c i d a d  de l a  Ub, Tp,  FTS para r e s ­

t a u r e r  l a  inmunocompetend a d e p e n d ie n t e  de t imo en ra to nes  t i m e ç  

tomizados ( M a r t î n e z  e t  at., 1 . 9 7 8 ) .

En 1 . 9 7 9 ,  T . L .  Low y A .L .  G o l d s t e i n ,  a i s l a n d o  los pépt i do s  

de t imo r e s i s t e n t e s  a l  t r a t a m i e n t o  t é r m i c o ,  o b t ie n e n  un p é p t id o  

que posee la  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de la  u b i q u i t i n a .  Sin embargo,  

e s te  p o l i p é p t i d o  no e x h ib e  a c t i v i d a d  a lguna T re n te  a la  e l e v a c i ô n  

de los n i v e l e s  de c-AMP, la  e s t i m u l a c i ô n  de l a  d i f e r e n c i a c i ô n  de 

c é l u l a s  T y B, l a  e s t i m u l a c i ô n  de marcadores L y t , e t c .  Es p o s i b l e  

que l a  causa de es ta  d i s c r e p a n c i a  sea l a  aducida  por estos  a u t o r e s ,  

de que sus p r e p a r a c i ones de u b i q u i t i n a  estâ n  l i b r e s  de conta mi na -  

ciôn por  e n d o t o x i n a s ,  a c t i v a d o r a s  de a d e n i l a t o  c i c l a s a  ( N a y l o r  e t  

at., 1 . 9 7 8 ) ,  m i e n t r a s  que la s  p r e p a r a c i ones o b t e n i d a s  por el  mét£  

do de G. G o l d s t e i n  p o s e e r î a n  e s t a  co n t a m in a c i ôn .

Pape.t de. ta ubtqutt-Cna en c^omattna.

La p r e s e n c ia  de u b i q u i t i n a  l i b r e  o conjugada con l a  h i s t o -  

na H2A en l a  c r o m a t i n a ,  ha s ido  r e l a c l o n a d a  con los  mecanismos de 

r e p r e s i ô n - d e s r e p r e s i ô n  de la  t r a n s c r i p c i ô n  del  DNA, y de condensa  

c iôn de la  c ro m at ina  en la  m e t a f a s e .
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Mecantimo aepfte&or-deAxepae&ofi de la laanAcalpcldn.

Una s e r i e  de i n d i c i o s  e x per im en t a l  e s , im p l ic a n  a la  ubiqui^ 

t i n a  l i b r e  y a la p r o t e î n a  A24 en es te  mecanismo. Realmente no se 

conoce t o d a v î a  si  e s ta s  dos p r o t e î n a s  estén im p i ic adas directamen^ 

te en lo s  procesos de in ducci ôn  o r e p re s i ôn  de la  t r a n s c r i p c i ô n ,  

pero se ha p os tu la do  que la  desconjugaciôn de la  p r o t e î n a  A24 l i e  

va a la  croma t ina  a un estado i n te r m e d ia  en e l  que no esta  a c t i v a ,  

ni r e p r i m i d a ,  pero p o t e n c i a lm e n t e  a c t i v a .  Por lo  t a n t o ,  para pasar  

de cromat ina  t r a n s c r i b i e n t e  a cromat ina  I n a c t i v a ,  h a b r îa  un estado  

de t r a ns  1 c iôn  que se a l c a n z a r î a  por e l  e q u i l i b r i o  conjugaciôn-des^  

conjugaciôn de la  p r o t e î n a  A24 (Goldknopf et. al., 1 . 9 8 0 ) .

En e r i t r o c i t o s  p o V i c r o m i t i c o s  tempranos,  medios y t a r d î o s  • 

de p o l i o ,  en los que no hay r e p l i c a c i ô n ,  pero s î  t r a n s c r i p c i ô n  y 

t r a d u c c i ô n ,  los n i v e l e s  de p r o t e î n a  A24 disminuyen hasta  su desa-  

p a r i c i ô n ,  m ie n t ra s  que en e r i t r o c i t o s  maduros, que n i  t r a n s c r i b e n  

ni t r a d u c e n ,  pero s i n t e t i z a n  ONA, los n i v e l e s  de A24 se mant ienen  

normales (Gol dknop f  et al., 1 . 9 8 0 ) .

Por o t r o  l a d o ,  d ur ant e  la  s î n t e s i s  de rRNA por croma t ina  

de n u c l e o lo  de h îgado de r a t a ,  h ip e r i n d u c i d a  con t i o a c e t a m i d a  

(Bal  l a i  et al., 1 . 9 7 4 a )  o por hepatectomîa  (Bal 1 al et al., 1 . 9 7 4 b ) ,  

la  c o nc e n tr a c iô n  de p r o t e î n a  A24 disminuye en gran medida.

Estos dos r e s u l t a d o s  en los que se observa una d e s a p a r i c i ô n  

de la  p r o t e î n a  A24 durant e  la  t r a n s c r i p c i ô n  del  ONA, concuerdancon  

la  a p a r i c i ô n  de u b i q u i t i n a  l i b r e ,  acompafiando a fragmentes  de DNA 

t r a n s c r i b i e n t e s , cuando se t r a t a  la  c r o m a t in a ,  en co nd ic io nes  en 

las que se l i b e r a  e l  DNA que se encuentra  e n t r e  los nucleosomas,  

con nucleasa de micrococo. AcompaRan a la  u b i q u i t i n a ,  la  p r o t e î n a  

no h i s t o n a  HMG-T y H6 que parecen formar p a r t e  del mismo mecanismo.
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Los r e s u l t a d o s  no son t e r m i n a n t e s ,  pero  la  p r o t e î n a  A24 

p o d r î a  e j e r c e r  d i r e c t a m e n t e  su ac c iô n  sobre e l  ONA, o por  medio 

de a lguno de sus f r a g m e n t e : ,  como por e j e m p l o ,  l a  u b i q u i t i n a  

{ G ol dkno pf  et at., 1 . 9 7 8 ) .

Mec.ant.6mo de c.anden6actân de la cAomattna.

En l a  bûsqueda de a lgu na  d i f e r e n c i a  en la  composiciôn  en 

p r o t e î n a s  de l a  c r o m a t in a  en l a  i n t e r f a s e  y m e t a f a s e ,  y en inves^ 

t i g a c i o n e s  encaminadas a e n c o n t r a r  la s  bases m o le c u l a r e s  de l a  

condensaciôn de l a  c r o m a t in a  en l a  m i t o s i s ,  se ha encontr ado  que 

l a  ûn ica  d i f e r e n c i a  e s t r i b a  en l a  d e s a p a r i c i ô n  de l a  p r o t e î n a  A24 

y l a  a p a r i c i ô n  de u b i q u i t i n a  l i b r e  d ur a n t e  la  m i t o s i s  (M a ts u i  et 
al., 1 . 9 7 9 ) .  Se d e s c a r t a  l a  l i b e r a c i ô n  al  c i t o p l a s m a  de es ta  p r o ­

t e î n a ,  pues no ha s ido  d e t e c t a d a  en ê l ,  y se supone que la  p r o t e ^  

na A24 se descompone en h i s t o n a  H2A y u b i q u i t i n a .  Esta  h i p ô t e s i s  

concuerda  con que dur a n t e  l a  m i t o s i s  la  h i s t o n a  H2A aumenta su coii 

c e n t r a c i ô n  en un 8%, que es e l  p o r c e n t a j e  de h i s t o n a  unida a la  

u b i q u i t i n a  d u r a n t e  l a  i n t e r f a s e .  En l a  f i g u r a  3 aparece  un esq ue ­

ma de e s t e  mecanismo.

Los nucleosomas,  en l a  c r o m a t i n a ,  adoptan una e s t r u c t u r a  sû  

p e r e n r o l l a d a  en f i b r a s  de 250 A de d i â m e t r o .  En el  8-10% de los nu 

cleosomas,  se e n c u e n t r a  expue st o  el  ex tremo C - t e r m i n a l  de la  h i s t o  

na H2A, que c o n t i e n e  grupos cargados p o s i t i v a m e n t e  (e-NHg e im i d a -  

zol  ) .

En la  i n t e r f a s e ,  la  u b i q u i t i n a  puede b lo q u e a r  la s  i n t e r a c -  

ciones  i ô n i c a s  de los  extremos C - t e r m i n a l e s ,  e x p u e s t o s ,  de l a  h i s ­

tona H2A. Al l i b e r a r s e  l a  u b i q u i t i n a  en l a  m e t a f a s e ,  se da la  posi^ 

b i l i d a d  de fo rm ar  en la c e s  i ô n i c o s  e n t r e  e l  ex tremo p o s i t i v o  de la
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h is to n a  H2A y o t r o s  punies cargados nega t i vame nte  en una f i b r a  a^  

y a c e n t e .

cà<r

Lw-l,* /
y 11#  t t #  139 I M  13S m /

FIGURA 3: Esquema del  mecanismo de condensaciôn de l a  cromat ina

Las zonas cargadas n e g a t i v a m e n t e , podr ia n  co rr espo nde r  a 

las  re g io nes  N - t e r m i n a l e s  de la s  h is to n a s  H1 y H3 que se fosfor i^

1 an en l a  m i t o s i s .  Este  modelo concuerda con los r e s u l t a d o s  del  

e s t u d i o  de las  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  Ub y H2A. Ninguna de las dos 

p r o t e î n a s  su f r e n  a l t e r a c i o n e s  en su c o n f o r m a c iô n , cuando se unen 

formando l a  p r o t e î n a  A24,  por lo  t a n t o  l a  flnica i n t e r a c c i ô n  posi^ 

b l e ,  es e s t é r i c a ,  en l a  que se impide  e l  acceso a los  grupos ca r  

gados p o s i t i v a m e n t e  de l a  h i s t o n a  H2A.
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La pA.otzX.na A24 a Zo ZaAgo dzZ cXcla cztuZaA.

La p r o t e î n a  A24 pare ce  s e r  a s t a b l e  d u r a n t e  toda la  i n t e r ­

f a s e ,  ya que ap are cen modi f i c a c i ones p o s t s i n t é t i c a s  ( f o s f o r i 1ac io  

nés de t r e o n i n a  y s e r i n a ,  e - N - a c e t i l a c i ô n  y A D P - r i b o s i 1a c i o n ) ,  

que son c a r a c t e r f s t i c a s  de l a s  fases  en las  que hay r e p a r a c i ô n  

del  DNA, r e p l i c a c i ô n  y d e p o s i c i ô n  de h i s t o n a s ,  y que t i e n e n  l u g a r  

a lo  l a r g o  de la  i n t e r f a s e .

El hecho de que se puedan d e t e c t a r  modi f i c a c i ones de la  

p r o t e î n a  A24,  y que e s t a s  o c ur ra n  d u r a n t e  l a  i n t e r f a s e ,  no p e r m i -  

t e  d e s c a r t a r  que l a  c o n j u g a c i ô n  de l a  u b i q u i t i n a  con l a  h i s t o n a  

H2A, sea un pro ceso d inâm ic o a lo  l a r g o  de e s t a  fa s e  de l a  v id a  

ce 1u l a r .

* J 4  — M lâ  a

a, FIGURA 4: La p r o t e î n a  A24 

a lo  l a r g o  del  c i c l o  ce l i j  

1 a r .

Lu p r o t e î n a  A24 se m o d i f i c a  ûnicamente  en l a  f r a c c i ô n  h i £  

t o n a ,  de l a  misma forma que lo  hace l a  h i s t o n a  H2A l i b r e .  La ubi^ 

q u i t i n a  no s u f r e  modi f i c a c i o n e s , a d i f e r e n c i a  de las  p r o t e î n a s  no
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h is to n a  que se pueden a i s l a r  j u n t o  a esta-,  s i n embargo, mient ra s  

que las  HMG i n t e r a c c i o n a n  d i r e c t a m e n t e  con e i  DNA, la u b i q u i t i n a  

solo  lo hace a t r a v é s  de la  f r a c c i ô n  h is to na  de la p r o t e î n a  A24 

(Goldknopf  zt at., 1 . 9 7 9 ) .

Por lo t a n t o ,  d ur an t e  la i n t e r f a s e  e x i s t i r î a  un mecanismo 

dinâmico de c o n j u g a c i ô n - de s c o n ju g a c iô n  de Ub y H2A, que e s t a r î a  

im pl i cado  en la  t r a n s c r i p c i ô n  del DNA. Al pasar  a la m e t a f a s e ,  

una a r g i n i n - e s t e r a s a  l i b e r a r î a  la  u b i q u i t i n a  (Andersen zt al.,

1 . 9 8 0 )  p e rm i t i e n d o  las i n t e r a c c i o n e s  iô n ic a s  que d a r î a n  lu g a r  a 

l a  formaciôn del  cen tro me re .  Al acabar la  m i t o s i s ,  o t r a  enzima  

condensar îa  de nuevo l a  Ub y la  H2A impid iendo es tas  i n t e r a c c i o ­

nes y entrando en la  i n t e r f a s e .

La b i o s î n t e s i s  de l a  u b i q u i t i n a  es in d e p e nd i e n t e  del p r o ­

ceso de conjugaciôn y p a r a l e l o  a é l . Ocurre durante  la  i n t e r f a s e ,  

con un mâximo en la  fase  G1 temprana,  y un mînimo en la  d i v i s i o n  

c e l u l a r ,  acompahado de un mâximo en la  desconjugaciôn de la  p r o ­

t e î n a  A24.

MzzanXitno pKotzotZtCco.

En el  e s t u d i o  de un mecanismo p r o t e o l î t i c o  de pe nd ie n te  de

ATP en r e t i c u l o c i t o s  de c o n e j o ,  se ha observado que e l  s is tema

p r o t e o l î t i c o  es tâ  formado por v a r i o s  componentes. Se ha a i s l a d o  

e i d e n t i f i c a d o  el  componente,  i n i c i a l m e n t e  denominado APF-1 ,  como 

u b i q u i t i n a .

La u b i q u i t i n a  no t i e n e  acc iôn p r o t e o l î t i c a  en s i ,  pero su-  

mada a f r a c c io n e s  a i s l a d a s  de r e t i c u l o c i  to de conejo que cont ie nen  

otro s  componentes de 1 s is tema y al  ATP, e s t i m u la  la p r o t e o l i s i s .

En es te  mecanismo, una o mâs moléculas  de u b i q u i t i n a ,  se unen a
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una m o lé cu la  de s u s t r a t o .  Las enzimas p r o t e o l  î t i c a s  reconocen eŝ  

t e  o l i g ô m e r o ,  y l o  h i d r o l i z a n  s 1n a f e c t a r  a la  u b i q u i t i n a .  El re  

co no c i m ie n to  y union de la  u b i q u i t i n a  a las  p r o t e î n a s  que van a 

h î d r o l i z a r s e , puede se r  s i m i l a r  al  e f e c t u a d o  sobre la  h i s t o n a  H2A 

en la  fo rm ac iô n  de l a  p r o t e î n a  A 2 4 . ( C i e c h a n o v e r  zt at., 1 . 9 8 0 ) .

BtoiXntz-iX^ dz abtqiiXttna.

La l o c a l i z a c i ô n  de la s  g l i n d u l a s  que s i n t e t i z a n  u b i q u i t i n a ,  

ha s ido  s iempre  cons ecue nc ia  i n d i r e c t a  en los  e s t u d i o s  de b i o s î n ­

t e s i s  de d i v e r s a s  hormonas.

Se ha d e t e c t a d o  b i o s î n t e s i s  de u b i q u i t i n a  en c e r e b r o  de ra  

t a ,  tumores de p i t u i t a r i a  en hombre y r a t a  ( S c h e r r e r  zt at., 1 . 9 7 8 ) ,  

g l â n d u l a  p a r a t i r o i  dea ( H a m i l t o n  zt at., 1 . 9 8 0 )  y en g l â n d u l a s  de 

p i t u i t a r i a  de vaca (S e id a h  zt at,, 1 . 9 7 8 ) .  En todos los casos la  

v e l o c i d a d  de b i o s î n t e s i s  de l a  u b i q u i t i n a ,  medida en fu n c i ô n  de 

l a  i n c o r p o r a c i ô n  de aminoScidos marcados, es de l a s  mas e le vad as  

de todas las  de lo s  p é p t i d o s  y p r o t e î n a s  s i n t e t i z a d o s  por esta s  

g l â n d u l a s .  Debido a l  comportamiento  anormal de es ta  p r o t e î n a  en 

e l e c t r o f o r é s i s  en SOS, se a t r i b u y ô  a l  producto  de b i o s î n t e s i s  un 

tamano m o l e c u l a r  de 4 . 0 0 0  D, y se pensô que se d e t e c t a b a  un f r a &  

mento de l a  u b i q u i t i n a ,  y no l a  u b i q u i t i n a  c om plé ta .

En e l  proceso de a i s l a m i e n t o  de l a  l i s o z i m a  de CzA.atttl6 
capitata fue d e t e c t a d o  un c o n t am in an te  de ba jo  peso m o l e c u l a r ,  que 

provocaba un comportamiento  anômalo en la  f r a c c i ô n  con a c t i v i d a d  

1 î t i c a .
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En un p r i n c i p l e  se pensô en c a r a c t e r i z a r  es te  p o î i p é p t i d o  

debido a la gran c a n t i d a d  d e t e c t a d a ,  por e l e c t r o  fores  is  SOS, en 

el  p r im er  paso de a i s l a m i e n t o .  El conocimien to  de que e l  p o l i p é p ­

t i d o  era  U b i q u i t i n a  - p r o t e î n a  de gran d i s t r i b u c i ô n  en el mundo ce 

l u l a r ,  y de func io nes b i o l ô g i c a s  v a r i a d a s  y muy i n t e r e s a n t e s , aun 

que casi  ninguna v e r i f i c a d a  de forma complé ta -  in d u jo  a un e s t u ­

d io  mâs profundo sobre su e s t r u c t u r a .

El o b j e t i v o  de la  i n v e s t i g a c i ô n  f u e ,  por 1o t a n t o ,  el  ade-  

cuar  el  proceso de a i s l a m i e n t o  para l a  obt enc iô n de mâximos rendi^ 

mientos de u b i q u i t i n a ,  la o b t enc iô n  de la  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  del  

p o l i p é p t i d o  y su e s t u d i o  e s p e c t r o s c ô p i c o .

Con la  consecuciôn de la  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  se pre tende  

por un l a d o ,  poner a punto té c n ic a s  nuevas en secuencia  y a i s l a ­

miento de p é p t i d o s ,  en consonancia con los t r a b a j o s  de secuencia  

i n i c i a d o s  en este  l a b o r a t o r i o  ( Pérez -Aran da  A . ,  1 . 9 7 3 ) ,  y por o t r o  

la  comparée ion de la  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de la  pr im era  u b i q u i t i n a  

de i n s e c to  secuenciada  con las  o t r a s  secuencias  p u b l i c a d a s .

La obt an c iô n  de e spec tr os  u l t r a v i o l e t a  y de d ic rotsmo c i r c u  

l a r ,  t i e n e  i mportanc i a a n i v e l  co mp ara t i ve  con los obt enidos por  

o tr o s  au tores  (Jensen zt at,, 1 .9 80  y Cary zt at,, 1 . 9 8 0 ) ,  y en 

func iôn  de c l a r i f i c a r  la  e s t r u c t u r a  secunda r ia  de es ta  p r o t e î n a .



MATERIALES Y METODOS.
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MATERIAL BIOLOGICO.

Se u t l l i z a  el  huevo del  d i p t e r o  CzfiatXtXi zapttata que se 

c u l t i v a  en el  I n s t i t u t e  Nac ional  de I n v e s t i g a c i o n e s  Agronômicas  

(E l  E n c i n ,  A l c a l i  de H e n a r e s ) ,  en las  c o n d i c io n e s  d e s c r i  tas  por  

Fernandez Sousa zt at., ( 1 . 9 7 1 ) .  Los huevos se recogen d u r a n t e  las  

24 horas s i g u i e n t e s  a l a  puesta y se congelan  in me di ata me nte  por 

inm er s iô n en n i t r ô g e n o  l î q u i d o ,  almacenandose a -30° C has ta  su uti^ 

1i z a c i ô n .

DETERMINACION DE ACTIVIDAD L I T I C A .

Se r e a l i z a  mediante  la medida de la  v e l o c i d a d  de c l a r i f i c a  

ciôn de una suspensiôn de MtcAococui ty6odztkttcu6. La enzima h i - 

d r o l i z a  las  paredes b a c t e r i a n a s ,  de forma que los  productos  de la  

l i s i s  son mis s o l u b l e s  en e l  medio acuoso y en consecuencia  la  

t u r b i d e z  de la  suspensiôn decre ce .

SuitAato

Se p ré para  una suspensiôn de c é l u l a s  de M. Lysodztktt- 
ZU6 en tampôn f o s f a t o  p o t l s i c o  0 , 0 6 6  M, pH 6 , 2 4 .  Su ab 

s o rc iô n  debe e s t a r  comprendida e n t r e  0 , 6  y 0 , 7  u n i d a -  

des de densidad ô p t i c a  a 450 nm.

P fio zzdtmtznto

- A 2 , 5  ml de l a  d i s o l u c i ô n  a n t e r i o r ,  co locados en la eu 

beta  del  e s p e c t r o f o t ô m e t r o , se anaden 0 , 1  ml de la  so-  

lu c i ô n  de l i s o z i m a .
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-  P r e v i a  mezc la  por i n v e r s i o n  de l a  c u b e t a ,  se l e e  e l  de^  

censo de densida d o p t i c a  a 450 nm.

-  Los cambios de abs or c iô n  han de medi rs e  en los  pr im ero s  

minutos de l a  r e a c c i o n ,  ya que los  productos  de h i d r ô l i ^  

s i s  i n h i b e n  l a  acc iôn l i t i c a .

- En todos los  casos la s  v a r i a c i o n e s  de a bsor ba nc ia  a 4 5 0 nm 

se s iguen en un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  V a r i a n  T e c h t ro n  modelo 

635 D, equipado con un r e g i s t r o  g r i f i c o  Radiome ter  Servo  

gra hp.  Las cubetas  u t i l i z a d a s  en todas la s  medidas son

de 1 cm de paso ô p t i c o .  El ensayo se r e a l i z a  a 25°C.

Unidad de a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a .

Se d e f i n e  como unidad de a c t i v i d a d  l i t i c a  al descenso de 

0 , 0 0 1  unidades de a b s o r c iô n  p roduc ido  por una c a n t i d a d  de enzima a 

450 n m . , u t i l i z a n d o  la s  c o n d i c io n e s  de ensayo a n t e r i o r m e n t e  descri^  

t a s .

El c â l c u l o  de unidades se r e a l i z a  mediante  la  e x p r e s i ô n .

ADO450
u . =

0 , 0 0 1  - V

S iendo

u .= unidades por  ml de mu es tr a .  

âOO^gQ = v a r i a c i ô n  en la  a b s or c iô n  a 450 nm dur a n t e  1 m i ­

nute  .

V = volumen ensayado de l a  d i s o l u c i ô n  de la  enz ima.  

En n u e s t r o  caso v= 0 , 1  ml .
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VALORACION DE PROTEINAS.

La d e te r m in a c iô n  de la  c o nc e n tr a c iô n  de p r o t e î n a  se r e a l i z a  

segûn e l  método d e s c r i  to por Lowry zt at. en 1 .9 5 1 .

En p re p a r a c io n e s  puras de U B I P i ,  l a  d e t e r m i n a c i ô n  de la  

c o n c e n tr a c io n  se r e a l i z a  mediante  el  empleo del  c o e f i c i e n t e  de ex-  

t i n c i ô n  molar a 275 nm, segûn la  expre s iô n  :

^275~  ̂ ' 1 ' c

s iendo

Agyg= a b s or c iô n  de la  muestra a 275 nm.

1= paso ô p t i c o  en cm. 

c= c o n c e n t r a c iô n  molar  de la  muestra .  

e =  c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ô n  molar  a 275 nm, con un 

v a l o r  de 1 .750  a . m o l . cm"^ (Je nso n,  J.  zt at.,

1 . 9 8 0 ) .

Las medidâS-de ab sor c iô n se r e a l i z a n  en un e s p e c t r o f o t ô m e ­

t r o  V a r i a n ,  con cubetas  de cuarzo  de 1 cm de paso ô p t i c o .

AISLAMIENTO DE LA PROTEINA.

La u b i q u i t i n a  de huevo de CzAatttti capitata se a i s l ô  i n i ­

c ia l m e n t e  como contamina c iôn  de la  l i s o z i m a ,  s i g u ie n d o  el  método 

des c r i  to por Fernandez Sousa zt at., (1.977). P o s t e r i o r m e n t e , es te  

método se m o d i f i e d  para o p t i m i z a r  los  re n d im i e n to s  de u b i q u i t i n a .

E x t r a c c i ô n .

En un homogeneizador de t e f l ô n - v i d r i o  se t r a t a n  lo t e s  de
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200 g de huevo de Cznatltlh capitata, en 200 ml de â c id o  a c é t i c o  

0 , 1  M, co nt e n i e n do  50 ug/m1 de c l o r a n f e n i c o l . Se anaden 400 ml mâs 

de âc id o  a c é t i c o  0 , 1  M y se mant iene  a g i t a n d o  sobre p la ç a  m a g n é t i -  

ca dur a n t e  90 minutos  a 4°C.  El homogeneizado se c e n t r i f u g a  a 

2 7 . 0 0 0  g ( 1 5 . 0 0 0  rpm en r o t o r  SS-34)  d u r a n t e  30 minutos  a 4°C.  El 

r e s i d u o  se e x t r a e  en l a s  mismas co nd i c io n e s  a n t e r i o r e s ,  pero  aRa-  

diendo ûnicamente  200 ml de âc ido a c é t i c o  0 , 1  M antes  de los  90 

minutos  de a g i t a c i ô n .  La suspensiôn se c e n t r i f u g a  a 15 .0 0 0  rpm ( ro 

t o r  SS-34)  d u r a n t e  40 minutos a 4®C. El so bre na dan te  se une a l  ob-  

t e n i d o  a n t e r i o r m e n t e  y preva  f i l t r a c i ô n  por papel  Whatman n° 1,  se 

somete a l a  e ta p a  s i g u i e n t e .

T r a t a m i e n t o  t é r m i c o .

El c o n j u n t o  de sobrenad an tes  o b t e n i d o s  en la  e ta p a  a n t e r i o r  

se l l e v a  a f u e r z a  i ô n i c a  0 , 1  M con f o s f a t o  p o t â s i c o ,  se c a l i e n t e  

en bano de agua a 65°C dur a n t e  5 minutos y se e n f r i a ,  a c o n t i n u a -  

c i ô n ,  e n t r e  2° y 4°C en bafio de h i e l o .  Después de 2 horas  en es ta s  

c o n d i c i o n e s ,  la s  p r o t e î n a s  p r e c i p i t a d a s  se separan por c e n t r i f u g a -  

ciôn a 2 7 .0 0 0  g d u r a n t e  15 minutos a 4°C.

C r o m a t o q r a f î a  en A m b e r l i t a  CG-50 .

VfLzpafLaclôn dz ta fizAlna

A m b e r l i t a  CG-50 ,  ( 2 0 0 - 4 0 0  mesh) se pasa suces ivam ente  

a t r a v é s  de sus formas Na^ y u t i l i z a n d o  dos t r a t a m i i  

tos con 8 volûmenes de NaOH 2N , seguidos con 5 lavados
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con agua d e s l o n f z a d a .  El sobrenadante se decanta después  

de cada l a v a d o ,  una vez que la  mayor p a r t e  de la  r é s i n a  

baya sedimentado,  para e l i m i n a r  las  p a r t T c u l a s  f i n a s  que 

acompanan a l  m a t e r i a l  c o m e r c i a l .  El c i c l o  se r e p i  te  una 

vez mâs, lavândose enfonces la  r é s i n a ,  que se encu en tr a  

en forma , 5 veces con 8 volûmenes de a ce to na.  La a c e -  

tona se é l i m i n a  completamente con 15 lavados de agua de^  

i o n i z a d a .  El proceso se rep i  te  2 veces mâs hasta  este  

p u n t o ,  l l e v â n d o s e  entonces la  r é s i n a  a la  forma Na^. Des  ̂

pués de 5 lavados con agua d e s i o n i z a d a ,  l a  r é s i n a  se equi^ 

l i b r a  euidadosamente a pH 6 , 7 - 7 , 0  con H^PO^ 5 N. El e q u i -  

l i b r a d o  r e q u i e r e  normalmente e n t r e  5 y 6 horas de a g i t a ­

c iô n  v i g o r o s a .  La r é s i n a  e q u i 1 ibr ad a se lava  2 veces con 

agua d e s io n iz a d a  y se suspende en 2 volûmenes de tampôn 

f o s f a t o  p o t â s i c o  0 , 1  M pH 6 , 7 .  Si t r a n s c u r r i d a s  v a r i a s  

horas e l  pH de la  suspensiôn es s u p e r i o r  a 7 ,0  debe repe 

t i r s e  el  e q u i l i b r a d o .  La ré s i na  puede guardar se  en este  

tampôn a 4*C.

Ab^ioficlôn y ztaalôn dz ta ubiquitina.

Unos 40 ml de A m b e r l i t a  CG-50, e q u i l i b r a d a  en tampôn fo £  

f a t o  p o t â s i c o  0 , 1  M pH 6 , 7 ,  se mantienen a g i t a n d o  a 4°C 

d ur ant e  toda una noche con los sobrenadantes  c l a r o s  p r o ­

cédantes  de l a  e t ap a  a n t e r i  or .  La r é s i n a  con la  p r o t e î n a  

unida se carga en una columna de 2 ,6  cm de d i â m e t r o .  Se 

la v a  con agua d e s t i l a d a  y p o s t e r io r m e n t e  con el  mismo 

tampôn de e q u i l i b r a d o  hasta que el  e l u î d o ,  r e g i s t r a d o  a
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280 nm en un f o t ô m e t r o  de f l u j o  c o n t i n u e  U v i c o r d  I I ,  no 

p r é s e n t e  a b s o r c i ô n  a lg u n a .  La p o r t e î n a  se e l u y e  de l a  

r é s i n a  con tampôn f o s f a t o  p o t â s i c o  0 , 8  M pH 6 , 7 .  Las f r a £  

c io nes  que e l u y e n  in m ed i a ta m e n te  después de l a  banda r o j a  

que se a p r e c i a  en l a  columna ( c o r r e s p o n d i e n t e  a l  c i t o c r o -  

mo c)  se reûnen y d i a l i z a n  d u r a n t e  2 ô 3 h o r a s ,  a 4 “ C,  

f r e n t e  a âc id o  a c é t i c o  0 , 0 2  M, con cambios f r e c u e n t e s  del  

medio e x t e r n o .  La s o l u c i ô n  d i a l i z a d a  se l i o f i l i z a .

El volumen t o t a l  de e l u i d o  que se r e c o g e ,  y en e l  que se 

e n c u e n t r a  l a  u b i q u i t i n a ,  d e t e c t a d a  por m o v i l i d a d  en elec^ 

t r o f o r é s i s - S D S , s u e l e  e s t a r  comprendido e n t r e  50 y 80 m l ,  

para el  tamano de l o t e  de huevos de i n s e c t o  y volumen de 

r é s i n a  a n t e r i o r m e n t e  ex pre sa dos .

PegznzAaclân dz ta Ambzattta CG-50 -•

La r é s i n a  cargada en la  columna se la va  con 2 volûmenes  

de NaOH 2N. Se r e t i r a  l a  r é s i n a  de la  columna y se l a v a :

-  2 veces con 8 volûmenes de NaOH 2N c a l i e n t e .

-  Con agua d e s i o n i z a d a  hasta  n e u t r a l id a d .

-  Una vez con 8 volûmenes de HCl 2N.

- Con agua d e s i o n i z a d a  has ta  n e u t r a l id a d .

- Una vez con 8 volûmenes de NaOH 2N.

-  Con agua d e s i o n i z a d a  hasta  un pH 6 , 7 - 7 , 0 .

Se é q u i l i b r a  con H^PO^ 5N euidadosamente  h a s t a  pH 6 , 7 .

El e q u i l i b r a d o  se com plé ta  con tampôn f o s f a t o  p o t â s i c o  

0 , 1  M pH 6 , 7 .
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C rom ato gra f t a en Sephadex 6 - 2 5  medium.

PAzpaAaclân dzt qzL •

El s ô l i d o  com erc ia l  se mantiene  dur a n t e  3 horas a tempe 

r a t u r a  ambiante en un exceso de agua o del  s is tema de 

e l u î d o  que se vaya a u t i l i z a r .  El proceso puede a c e l e r a r  

se por t r a t a m i e n t o  en bano de agua h i r v i e n d o  dur ante  1 

hora .  Con es ta  o pe r ac i ôn  se consigue una p e r f e c t a  h i d r a -  

t a c i ô n  del g e l ,  p e r m i t i e n d o  su p o s t e r i o r  u t i l i z a c i ô n  co­

mo s opo r t e  de c r o m a t o g r a f î a  de p e n e t r a b i 1 ida d.  A co n t in u a  

c i ô n ,  es p r e c i s o  d e s g a s i f i c a r  el  gel  para lo  que se some­

te a vac îo  con trompa de agua,  a g i t a n d o  o c a s io n a l  y c u i d ^  

dosamente.

El gel a s î  t r a t a d o  se d ispone en una columna c ro m a t og ra f  

ca ( 1 , 6  X 30 cm) y se la va  exhaus t i vamen te  con âc ido ac é ­

t i c o  0 , 1  M, cont eni en do a z id a  sôdica (NaN^) al  0,02% 

( p / v ) .  En esta s  c o nd ic io nes  se puede mantener  i n d e f i n i d a -  

mente antes  de u s a r ,  aunque p r e f e r i b l e m e n t e  ba jo  r e f r i g e -  

r a c i ô n .

CftomatoQKâ X.a. dz ta. ubiquitina.: : . '

El m a t e r i a l  l i o f i l i z a d o  procedente  de la  e tapa a n t e r i o r  

se d i s u e l v e  en unos 5 ml de âc ido a c é t i c o  0 , 1  M; se cen ­

t r i f u g a  para s e p a ra r  e l  producto no d i s u e l t o  y la  d i s o l u  

ciôn se api i ca  a l a  columna prev ia m ent e  p re p a ra d a .  Se 

e lu y e  con la  misma s o lu c iô n  de e q u i l i b r a d o  y las  f r a c c i o  

nés de 3 ml que co nt ie n e n  u b i q u i t i n a ,  de te c ta d a  por movi
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l i d a d  en e l e c t r o f o r é s i s - S D S , se m e z d a n  y l i o f i l i z a n .

El p e r f i l  de a b s o r c iô n  u l t r a v i o l e t a  del  e l u î d o  se regis^  

t  ra  a 280 nm media nte  un f o t ô m e t r o  de f l u j o  c o n t i n u e  Uvi^ 

cord  I I .

RzgznzAaclôn dz SzphadzK G-25 mzdlum :

Una vez r a l i z a d a  l a  c r o m a t o g r a f î a  se puede l a v a r  la  c o ­

lumna con e l  mismo s is te m a  de e q u i l i b r a d o ,  quedando a s î  

d i s p u e s t a  para  su p o s t e r i o r  u t i l i z a c i ô n .  Si se p r e f i e r e  

c o n s e r v a r  e l  gel  seco,  se r e t i r a  é s t e  de la  co lumna,  se 

pasa abundànte agua d e s t i l a d a  sobre p la ç a  f i l t r a n t e  y 

se l a v a  suces iva me nte  con agua d e s t i l a d a  c o n t e n i e n do  

p r o p o r c i o n e s  c r e c i e n t e s  de e t a n o l  , y f i n a l m e n t e  de e t a -  

nol pur o .  El gel a s î  t r a t a d o  se r e t i r a  de l a  p l a ç a ,  se 

de ja  secar  a l  a i r e ,  y se compléta  e l  secado en e s t u f a  a 

6 0 - 7 0 ° C .

C r o m a t o g r a f i a  en Sephadex G - 7 5 .

PAzpa.A.aclôn dzt gzt •'

Se r e a l i z a  en las  mismas c o n d i c io n e s  d e s c r i  tas  para  Se­

phadex G-25 medium, exceptuando e l  t iempo de h i d r a t a c i ô n  

que en e s t e  caso es de 24 horas  a t e m p e r a t u r a  a m b ie n te  y 

3 horas  en baRo de agua h i r v i e n d o .

CA-omatogAa^Xa dz ta ubXquXtXna:

El m a t e r i a l  l i o f i l i z a d o ,  p r o c e d e n te  de la  e ta p a  a n t e r i o r .



- 32 -

se d i s u e l v e  en 1 , 5 - 2 , 0  ml de âc ido a c é t i c o  0 , 1  M y se 

api ica  en una columna ( 1 , 6  x 80 cm) de Sephadex G-75 

prev iamente  e q u i l i b r a d a  en âc ido  a c é t i c o  0 , 1  M, c o n t e ­

n iendo a z id a  sô dic a  0,02% ( p / v ) .  La columna se e lu y e  

en e l  mismo s is t ema de e q u i l i b r a d o  rec og iéndose f r a c ­

c iones de 3 ml.  Las f r a c c i o n e s  que c o n t ie n e n  u b i q u i t i ­

na,  se reunen y l i o f i l i z a n .  El p e r f i l  de a bso rc iô n  u l - 

t r a v i o l e t a  del  e l u î d o  de la  c r o m a t o g r a f î a  se r e g i s t r e  a 

280 nm en f o t ô m e t r o  de f l u j o  co n t in u o  Uvicord  I I .

PzgznzAaclôn dz Szphadzx. G-75 :

Para v o l v e r  a u t i l i z a r  el  g e l ,  se a p l i c a n  los mismos pro 

c e d im ie n to s  d e s c r i t o s  para el  Sephadex G-25 medium.

C r o m a to g r a f î a  en Sephadex G-50 en urea 6 M.

PAzpaAacldn dzt gzt’-

Se r e a l i z a  en las  mismas condi c io nes d e s c r i  tas  para Seph^ 

dex G-25 medium y G-75 ,  pero en es te  caso el  t iempo de hj. 

d r a t a c i ô n  es de 3 horas a te m per a tu ra  ambiente de 1 hora 

en bafio de agua h i r v i e n t e .

CxomatogAa^ta dz ta pAotztna:

El m a t e r i a l  l i o f i l i z a d o  que procédé de la  c r o m a t o g r a f î a  

en Sephadex G-75 ,  se d i s u e l v e  en âc ido a c é t i c o  0 , 1  M, urea  

6 M y se carga  en una columna ( 1 , 6  x 80 cm) de Sephadex 

G-50 pre v ia m ent e  e q u i l i b r a d a  en âc ido a c é t i c o  0 , 1  M urea  

6 M, a z id a  sôdica  0,02% ( p / v ) .  Por es te  p r o c e d i m i e n t o ,  el
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m a t e r i a l  se f r a c c i o n a  en t r è s  l o t e s ;  los dos p r i m e r o s ,  

se d i a l i z a n  f r e n t e  a â c id o  a c é t i c o  0 , 1  M d u r a n t e  48 ho ­

r a s ,  cambiando e l  medio de d i â l i s i s  cada 4 h or a s .  Una 

vez d i a l i z a d o s ,  se l i o f i l i z a n ,  y se le s  somete a una nue 

va e ta pa  de d e sa la do  en Sephadex G-25 medium para  e l i m i ­

nar  l a  urea  r e s t a n t e .  El t e r c e r  l o t e  se l i o f i l i z a  d i r e £  

ta m e n t e ,  ya que el  tamaRo m o l e c u l a r  de sus componentes  

no p e r m i t e  su d i â l i s i s .

C ro m a to q ra f  1 a en A m b e r l i t a  C G -5 0 .

El m a t e r i a l  l i o f i l i z a d o ,  p r o c e d e n te  de l a  e ta pa  a n t e r i o r ,  

se d i s u e l v e  en 1 ml de tampon f o s f a t o  p o t â s i c o  0 , 0 1  M pH 

6 , 6  y se ap i  i c a  en una columna ( 4 , 5  x 1 cm) de A m b e r l i ta ,  

CG-50 ,  p r e v i a m e n t e  e q u i l i b r a d a  en e s t e  tampôn.

Se l a v a  con e l  tampôn de e q u i l i b r a d o ,  h as ta  que la  absor  

c i ô n ,  r e g i s t r a d a  en un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  de f l u j o  c o n t i ­

nuo U v ic o r d  I I ,  sea n u l a .  Para e l u i r  la  p r o t e î n a  que se 

ha r e t e n i d o  en l a  columna se la v a  con tampôn f o s f a t o  po-  

t â s i  co 0 , 8  H pH 6 , 7 .

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO DE LA FRACCION QUE PROCE­

DE DEL SEPHADEX G - 7 5 .

C ro m ato g ra f  îa  en Sephadex G-25 a d i i s t im to s  pHs.

CAomatogAaj(Xa a pH dcldo:

Se d i s u e l v e n  9 mg de la  muestra  o b t e n i d a  después de îa

c r o m a t o g r a f î a  en Sephadex G - 7 5 ,  en 1 ml de âc id o  a c é t i c o  0 , 1  M, y
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se a p l i c a n  en una columna ( 1 , 6  x 30 cm) de Sephadex G-25 ,  

p re v ia m ent e  e q u i l i b r a d a  con l a  misma d i s o l u c i ô n .  La e l u -  

ciôn se l l e v a  a cabo en âc ido a c é t i c o  0 , 1  M, y se recogen  

f r a c c i o n e s  de 1 ml .  El p e r f i l  de abs or c iô n  u l t r a v i o l e t a  

del e l u i d o  de l a  c r o m a t o g r a f î a  se r e g i s t r e  a 280 nm en un 

fo tô m e t r o  de f l u j o  c o nt in uo  U v ic o rd  I I .

CAomatogAa^Xa a pH bdilco:

Se d i s u e l v e n  9 mg de la  muestra a n t e r i o r  en 1 ml de tam­

pôn b i c a r b o n a t o - c a r b o n a t o  sôdico  0 , 0 5  M, pH 9 , 0 ,  y se la  

somete al  proceso c r o m a t o g r â f i c o  d e s c r i  to  a n t e r i o r m e n t e ,  

pero en una columna e q u i l i b r a d a  en el  tampôn de d i s o l u ­

c iôn  de l a  muestra .

C r o m a to g r a f î a  en Sephadex G - 5 0 .

Se d i s u e l v e n  15 mg de la  muestra o b t e n i d a  de l a  cromato-  

g r a f î a  en Sephadex G - 75 ,  en 1 , 5 - 2  ml de âc id o  a c é t i c o  

0 , 1  M, y se a p l i c a n  en una columna ( 1 , 6  x 47 cm) de Se­

phadex G - 5 0 ,  p re v ia m en te  e q u i l i b r a d a  con l a  misma d i s o ­

l u c i ô n  de a p l i c a c i ô n .  Durante  la  e l u c i ô n  se recogen  

f r a c c i o n e s  de 3 ml .  El p e r f i l  de a b s or c iô n  a 280 nm, se 

r e g i s t r e  en un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  de f l u j o  c o n t in u o  U v i ­

cord I I .
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CRITERIOS DE PUREZA.

E l e c t r o f o r e s is en gel de p o l l a c r i 1a m i d a .

Se ha u t H l z a d o  e l  método d e s c r i  to por Panyim y C h a l k l e y  en 

1 . 9 6 9 ,  t r a b a j a n d o  t a n t o  con s o p o r t e  c i l î n d r i c o  como con so po r t e  

r e c t a n g u l a r .  A c o n t i n u a c i ô n  se d e s c r i b e  el  proceso en e l  que se 

u t i l i z a  s o p o r t e  r e c t a n g u l a r .

PAoczdlmlento :

-  M o nta je  del  s o p o r t e :  Las dos p la ç a s  de v i d r i o  que van a 

s e r v i r  de s o p o r t e  para l a  p o l i m e r i z a c i ô n  se co loc an  en-  

f r e n t a d a s  y separadas por dos es p a c ia d o re s  l a t é r a l e s  de 

m e t a c r i l a t o  de 0 , 4  x 10 x 0 , 2  cm. Se co loca  un tubo de 

goma b landa de 0 , 1 5  cm de d iâ m e t ro  que r odearâ  los b o r ­

des l a t é r a l e s  e i n f e r i o r .  Al p r e s i o n a r  con p in z a s  met â-  

l i c a s  en los l a t é r a l e s  y p a r t e  i n f e r i o r  e l  s is tema que-  

da s e l l a d o  i m p o s i b i 1 i t a n d o  p é r d id a s  de l a  d i s o l u c i ô n  a 

p o l i m e r i z a r .

-  P o l i m e r i z a c i ô n  del  g e l :  Se l l e v a  a cabo por m e z c l a ,  pre  

v i a  d e s g a s i f i c a c i ô n ,  de la s  s i g u i e n t e s  d i s o l u c i o n e s :

D i s o l u c i ô n  A: 60% de a c r i l a m i d a  ( p / v )  r e c r i s t a l i z a d a  de 

a c e t o n a .

0,4% de N, N ' - m e t i 1e n - b i s a c r i 1 amida ( p / v )  

r e c r i s t a l i z a d a  de a c e to n a .

Se f i l t r a  sobre papel  Whatman n° 1. 

D i s o l u c i ô n  B: 43,2% de â c id o  a c é t i c o  g l a c i a l  ( v / v ) .

4% de N, N, N ' ,  N ' - t e t r a m e t i 1 - e t i l e n - d i a -  

mina (TEMED) ( p / v )  en agua d e s t i l a d a .
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D i s o l u c i ô n  C: 0,2% de (NH^igSgOg ( p / v )  en urea 4 M.

Se mezclan la s  d i s o l u c i o n e s  A, B y C en p ro po rc i ô n  2 : 1 : 5  

y se afSade la  mezcla en e l  s o p o r t e .  La c o n c e n t r a c l ô n  f i ­

nal  en a c r i l a m i d a  es del  15% ( p / v )  y en urea 2 , 5  M. La 

po1i m e r i z a c i ô n  se l l e v a  a cabo en p o s i c i ô n  v e r t i c a l  y 

o c u r r e  e n t r e  1 os 30 y 60 minutes s i g u i e n t e s  a la  m e zc la .  

Para dar  forma a 1 os p o c i l l o s  se c i e r r a  el  s is tema por  

la  p a r t e  s u p e r i o r  con un pe ine  de m e t a c r i l a t o  en e l  que 

cada d i e n t e  t i e n e  unas d imensiones de 0 , 4  x 0 , 6  x 0 , 2  cm.

-  P r e e l e c t r o f o r e s i s  : Se l l e v a  a cabo en âc id o  a c é t i c o  0 , 9  

H. La i n t e n s i d a d  es de 15 mA a p l i c a d a  dur a n t e  3 horas .

- A p l i c a c i ô n  de las  mu es tr as:  Se d i s u e l v e n  en ac ido  a c é t i ­

co 0 , 9  M urea 2 , 5  M (o sacarosa  al  15%) en una c onc en tr a  

c iôn  de 1 -2  mg/ml . En cada p o c i l l o  se a p l i c a n  20 g l .

- E l e c t r o f o r e s is : Se l l e v a  a cabo en el  mismo medio de pre  

e l e c t r o f o r e s is  y en las  mismas c o n d i c io n e s .

E l e c t r o f o r e s i s  en q r a d i e n t e  en s o l u c i ô n  de âc ido a c é t i c o .

PKOczdÂ.mÂ.e.nto ••

El montaje del  s o p o r t e ,  la  p r e e l e c t r o f o r e s i s , la  a p l i c ^  

c iôn de l a  muestra y la  e l e c t r o f o r e s i s  se l l e v a n  a cabo 

de la  misma forma que para la  e l e c t r o f o r e s i s  de Panyim 

y C h a l k l e y .

-  P o l i m e r i z a c i ô n  de la  p l a ç a ;  El medio p o l i m e r i z a n t e  se 

aüade al  sopo r te  de p o l i m e r i z a c i ô n  por medio de un f o r -

mador de g r a d i e n t e .  En el  r e c i p i e n t e  a n t e r i o r  del  forma
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—  dor —se aMaden 4 ml de d i s o l u c i ô n  al  7,5% en a c r i l a m i d a  

y 0,4% en N , N ' - m e t i 1e n - b i s a c r i 1 am i da . En el  p o s t e r i o r  

4 ml de d i s o l u c i ô n  al  30% de a c r i l a m i d a ,  0,4% de N, N ’ - 

- m e t i 1e n - b i s a c r i 1 am i da . Una vez puestos  en co municac iôn  

ambos r e c i p i e n t e s  se afiaden 20 pi de TEMED en cada une 

de e l l o s  y 50 pi de una s o l u c i ô n  de p e r s u l f a t o  amônico  

de 100 mg/ml.  Por succ iôn con una bomba p e r i s t â l t i c a  se 

e x t r a e  la  s o l u c i ô n  del r e c i p i e n t e  a n t e r i o r ,  en e l  que 

un a g i t a d o r  man t iene  l a  homogeneidad de l  medio ,  y se ii i  

t r o d u c e  con c a p i l a r e s  en l a  p a r t e  i n f e r i o r  de l a  c imara  

de p o l i m e r i z a c i ô n .

E l e c t r o f o r e s i s  en gel  de p o l i a c r i 1 amida en p r e s e n c i a  de SDS.

Pko  czd.ltM^e.nto  ••

-  Mo nta je  del  s o p o r t e :  Se r e a l i z a  de l a  misma forma que 

en 1 os casos antes  d e s c r i t o s .

-  P o l i m e r i z a c i ô n  del  g e l :  Se aôade al  s o p o r t e  de e l e c t r o ­

f o r e s i s  l a  mezc la  de po1 i m e r i z a c i ô n  , que c o n t e n d r â :

a c r i l a m i d a  15%

TRIS 0 , 3 7  M, pH 8 , 8

SDS 0,1%

Como c a t a l i z a d o r  del  proceso se afiaden 100 pi de una dj  ̂

s o l u c i ô n  de p e r s u l f a t o  amÔnico 0 , 1  g/ml y 20 pi de TEMED, 

Sobre el  p r i m e r  gel  se p o l i m e r i z a  un gel  c o n c e n t r a n t e  de 

menor p o r c e n t a j e  en a c r i l a m i d a :

a c r i l a m i d a  5%
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TRIS 0 , 1 3  M, pH 6 , 8

SDS 0,1%

Sobre e s t e  qel  y antes de que p o l i m e r i c e  se coloca  el  

peine  que moldearé  1 os p o c i l l o s  de a p l i c a c i ô n .

E l e c t r o f o r e s i s  en g r a d i e n t e  en p r e s e n c ia  de SDS.

Siguien do  el  proceso d e s c r i  to en el  apar t ado de e l e c t r o f o  

r e s i s  en g r a d i e n t e  en d i s o l u c i ô n  de âc ido a c é t i c o ,  se afiaden 4 ml 

de d i s o l u c i ô n  de a c r i l a m i d a  al  30% en el  p o c i l l o  p o s t e r i o r  y 4 ml 

de d i s o l u c i ô n  e l  7,5% en e l  a n t e r i o r ,  ambas so lu c io nes  es ta r ân  

preparad as  en TRIS 0 , 3 7  M pH 8 , 8  con SDS 0 ,1%. Sobre e l  g r a d i e n t e  

se p o l i m e r i z a  el  gel  c o n c e n t r a n t e  d e s c r i t o  en el  a p ar t ado  a n t e r i o r .

S is temas de d e t e c c iô n  de bandas.

- D e te cc iô n  con negro amido: Este s is t ema se u t i l i z a  para

gel en tubo de pol 1 acr  i 1 amida .

PKoczd^m^znto -•

Se pré para  una d i s o l u c i ô n  de negro amido 0,5% ( p / v )  en 

âcido a c é t i c o  al  7% ( v / v )  en agua,  en la  que se sumer-  

gen 1 os ge les  du ra nt e  4 - 5  horas a l  cabo de las  cuales  

se lavan con âc ido a c é t i c o  0 , 1  M. El exceso de c o l o r a ^  

te  se é l i m i n a  haciendo pasar una c o r r i e n t e  e l ê c t r i c a  

de 5 0- 100  mA a t r a v é s  de t i r a s  de a lgodôn impregnadas  

en âc ido a c é t i c o  0 , 1  M e n t r e  las  que se han colocado  

1 os g e l e s .  El c o l o r a n t e  migra hac ia  el  ânodo quedando 

el gel te n id o  en a q u e l l a s  zonas donde e x i s t e  p r o t e i n a .
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- D e te c c iô n  con a zu l  de Coomassie:  Este p r o c e d i m i e n t o  se uti^

l i z a  t a n t o  para g e le s  como para  p la ç a s  de po 1 i a c r i 1 a m i d a .

P K o c zd ^ m X .zn to  •*

Los ge le s  se sumergen en una d i s u l u c i ô n  que t i e n e  1 g 

de a z u l  de Coomassie ,  180 ml de metanol , 40 ml de âci^ 

do a c é t i c o  y 180 ml de agua d e s t i l a d a ,  dur a n t e  2 - 6  ho 

r a s .  El excêso de c o l o r a n t e  se é l i m i n a  por s u ce s iv o s  

lavados con â c i d o  a c é t i c o  0 , 1  M a 5 0 - 6 0 ° C .

-  D e te c c iô n  por r e a c c i ô n  con c l o r u r o  de d a n s i l o :  Antes de 

a p l i c a r  la  muestra  en e l e c t r o f o r e s i s ,  se l a  somete a r e a c c i ô n  con 

ClONS que se d e s c r i b i r â  en un e p î g r a f e  p o s t e r i o r .  Las bandas de 

p r o t e î n a s  y p é p t i d o s  se ponen de m a n i f i e s t o  al  i l u m i n a r  con lu z  

u l t r a v i o l e t a  de 254 nm.

- D e te c c iô n  de a z û c a re s  ( S e g r e s t ,  1 . 9 7 2 ) :  Se u t i l i z a  el

r e a c t i v o  de S c h i f f .

Se d i s u e l v e n  2 , 5  mg de f u c s i n a  en 500 ml de ag ua ,  se 

afiaden 5 g de metabi  sul  f  i to  s ô d i c o ,  y 50 ml de HCl 1 N. 

Se a g i t a  l a  d i s o l u c i ô n  d u r a n t e  1 -2  horas .

P f ioczd ^ m X .zn to  :

Se sumergen 1 os g e l e s  o l a  p la ç a  en TCA a l  12,5% duran  

te  30 minu tes  para  p r e c i p i t a r  p é p t id o s  y p r o t e î n a s .  Se 

l a v a  e x h a u s t ivamente  con agua y se sumerge en â c i d o  pe 

r i ô d i c o  a l  1% en â c id o  a c é t i c o  al  3% d u r a n t e  50 m in u te s
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Para e l f m i n a r  e l  âc id o  pe re loHco se la va  con agua du­

r a n t e  toda la  noche. Se sumerge de nuevo la  p la ç a  o 

1 os g e l e s  en e l  r e a c t i v o  de S c h i f f  en o s c u r i d a d ,  du­

r a n t e  50 m in u te s .  Se la va  3 veces con m e t a b i s u l f i to  

sôdic o  0,5% r e c i é n  pre parad o dur a n t e  10 minutes cada 

vez .  El exceso de c o l o r a n t e  se é l i m i n a  con lavados su 

ces iv o s  de 1 gel  o p la ç a  con una s o l u c i ô n  de 100 ml de 

â c id o  a c é t i c o ,  800 ml de metanol  y 2 1 de agua.

COHPOSICION DE AMINOACIDOS.

A n â l i s i s  de a m i n o â c i d o s .

Todos 1 os a n â l i s i s  se l l e v a n  a cabo en un a n a l i z a d o r  auto  

mât ico  Durrum modelo D500,  equipado con un computador PDP-8M que 

a u t o m a t i z a  todas  1 as ope ra c io nes de acuerdo con un programa p r e -  

viamente  s e l e c c i o n a d o .

H i d r ô l i s i s  t o t a l  en HCl 6N.

Se h i d r o l i z a n  de 5 a 10 nmoles de p r o t e i n a  o pé p t fd o  en 

0 , 2  ml de HCl t r i d e s t i l a d o  a z eô tr opo  5 , 7  M, fe n o l  0,1% ( v / v ) ,  a 

105“ C du ra nt e  18 ,  2 4 ,  4 8 ,  72 ,  9 6 ,  y 120 horas en e l  caso de p r o ­

t e i n a  y 20 horas  en caso de p é p t i d o s .

Para c a l c u l e r  1 os v a l o r e s  de v a l i n a  e i s o l e u c i n a ,  que son- 

l i b e r a d o s  l e n t a m e n t e ,  se usan 1 os v a l o r e s  del  h i d r o l i z a d o  a 120 

horas .  Por e l  c o n t r a r i o  t r e o n i n a ,  s e r i n a ,  c i s t e i n a ,  y t i r ô s i n a ,  

son p a r c i a l m e n t e  d e s t r u i d o s  en 20 hor as ,  Una vez h i d r o l i z a d a  la  

muestra se seca a va c io  en desecador  de sobre NaOH con buenos re  ̂

s u l t a d o s .
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A n â l i s i s  a u t o m â t i c o .

Las muestras  secas se d i s u e l v e n  en 0 , 2  ml del tampon de 

a p l i c a c i ô n  s i g u i e n t e :

C i t r a t o  sôdico ZH^O ..........................................  19 ,6 1  g.

T i o d i g l i c o l  ..............................................................  20 ,00 ml.

HCl conce ntr ado  ..................................................... 16 ,5 0  ml.

Fenol   1 ,00  ml .

Volumen f i n a l  .........................................................  1 ,0 0  l i t r e .

Concentrac  i ôn de Na^  ......................................  0 , 2 0  N.

pH .....................................................................................  2 , 2 0 + 0 , 0 1 .

La muestra se pasa a un tubo de t e f l ô n  (4 cm x 0 , 3  cm) y 

p r e v i a  c e n t r i f u g a c i ô n  se a p l i c a n  a l a  columna de! a n a l i z a d o r  10-  

30 ul de la  muestra .

Los tampones de e l u c i ô n  u t i l i z a d o s  son los s i g u i e n t e s :

Tampôn A Tampon B Tampôn C

C i t r a t o  Sôdico S^gO ...............  19 ,6 1  g. 1 9 ,6 1  g. 39 ,22 g.

T i o d i g l i c o l  ...................................  5 ,0 0  ml .  5 , 0 0  ml .  ---------

HCl concentrado .........................  12 ,3 1  ml .  8 , 3 7  ml .  0 , 3  ml.

Fenol .................................................. 1 ml. 1 ml .  1 ml .

Volumen f i n a l  ..............................  1 , 0 0  1. 1 , 0 0  1. 1 ,00  1.

Concentrac i ôn Na^ ....................  0 , 2 0  N. 0 , 2 0  N. 1 , 10  N.

pH ......................... ................................  3 , 2 3 t 0 , 0 1  4 , 2 5 Î 0 , 0 1  7 , 9 + 0 , 0 3

Los tampones se e s t e r i l i z a r t  mediante  f i l t r o  m i l l i p o r e  y se 

desgasi f i c a n  antes  de u sar .  El r e a c t i v o  de n i n h i d r i n a  que se u t i ­

l i z a  es de P i e r c e  Ch.

La dur a c iô n  del  a n â l i s i s  es de 97 mi nu tes ,  f i n a l i z a d o  cada
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a n â l i s i s  se r ég énéra  l a  r é s i n a  de l a  columna m ed ia n te  la v a d o  con 

NaOH 0 ,3 N  cont e n i e n do  0 , 2 5  g / l  de EDTA.

A p a r t i r  de los dato s  de 1 a n â l i s i s  se d é t e r m i n a  l a  compo- 

s i c i ô n  de aminoâcidos en % m o l a r .  El c â l c u l o  de lo s  p o r c e n t a j e s  

corresponden a t r e o n i n a ,  s e r i n a ,  v a l i n a ,  i s o l e u c i n a ,  y c i s t e i n a  

se l l e v a  a cabo como se d e s c r i b e  a c o n t i n u a c i ô n .

Con ten ido  de t r e o n i n a .

Se c a l c u l a ,  a cada t i em po  de h i d r ô l i s i s ,  e l  % m o la r  de 

t r e o n i n a  r e s p e c t o  a cada uno de los  aminoâcidos cuyo r e n d i m i e n t o  

es i n d e p e n d i e n t e  de l  t iempo de h i d r ô l i s i s .  La media de 1 os 12 vâ  

l o r e s  as 1 ob t e n i d os  p o r p o r c i o n a  e l  % mo lar  del  a m i no â c i do .  Una 

vez o b t e n i d o  e l  p r o c e n t a j e  de t r e o n i n a  a cada t iempo de h i d r ô l i ­

s i s ,  por  promedio de 3 h i d r o l i z a d o s , se procédé a l a  r e p r e s e n t a -  

c iôn  de d icho p o r c e n t a j e  en f u n c i ô n  de 1 t i em po.  El v a l o r  o b t e n i d o  

por e x t r a p o 1ac iôn a t i e m p o  ce ro  r e p r é s e n t a  el  c o n t e n i d o  de t r e o n i n a

Cont en ido  en s e r i n a .

Se c a l c u l a  de l a  misma forma que en el  caso de t r e o n i n a .

Con ten ido  en v a l i n a .

Se c a l c u l a ,  en e l  h i d r o l i z a d o  de 120 h o r a s ,  e l  % m o la r  de 

v a l i n a  r e s p e c to  a cada uno de los  am inoâcidos cuyo r e n d i m i e n t o  

es i n d e p e n d i e n t e  del  t iempo de h i d r ô l i s i s .  La media de los  12 v^  

l o r e s  as 1 o bt en i dos  p r o p o r c i o n a  e l  p o r c e n t a j e  m o la r  de l  aminoâci^ 

do. El co n t e n i d o  en v a l i n a  v i e n e  dado por l a  media de los  v a l o ­

res c a l c u l a d o s  en 3 h i d r o l i z a d o s  a 120 h or as .
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Contenido en i s o l e u c i n a .

Se c a l c u l a  de ig ua l  forma que la  d e s c r i  ta  para v a l i n a .

Contenido en c i s t e i n a .

La c i s t e i n a  se d éte rm in a  por h i d r ô l i s i s  a 24 horas de la  

p r o t e i n a  c a r b o x i m e t i 1a d a , como c a r b o x i m e t i 1c i s t e i n a . El p r o c e d i ­

miento  de h i d r ô l i s i s  y a n â l i s i s  de las muestras es i d é n t i c o  al  

d e s c r i t o ,  excepto  que la  h i d r ô l i s i s  se l l e v a  a cabo d u r a n t e  24 

horas en HCl t r i d e s t i l a d o  aze ô tro po  ( 5 , 7  M) conten ie ndo  0,1%

( v / v )  fe n o l  y 1% ( v / v )  âc id o  m e r c a p t o a c é t i c o , a f i n  de e v i t a r  la  

d e s t r u c c i ô n  de la c a r b o x i m e t i 1 c i s t e î n a . A p a r t i r  de 3 h i d r o l i z a ­

dos, en es ta s  c o n d i c i o n e s ,  se c a l c u l a  e l  p o r c e n t a j e  molar  en que 

se h a l l a  la  c a r b o x i m e t i I c i s t e i n a  en r e l a c i ô n  con los aminoâcidos  

cuyo re n d i m i e n t o  es i n d e p e n d i e n t e  del  t iempo de h i d r ô l i s i s .  El 

v a l o r  medio a s i o b t en id o  es el  p o r c e n t a j e  de c i s t e i n a .

Contenido en t r i p t ô f a n o .

Se d éte rm in a  e s p e c t r o f o t o m ê t r i c a m e n t e  s ig u ie n d o  c u a l q u i e r a  

de los p ro c e d i m i e n t os  d e s c r i t o s  por Beaven y H o l i d e y  ( 1 . 9 5 2 ) ,  

Edelhoch ( 1 . 9 6 7 )  y Bencze y Schmid ( 1 . 9 5 7 ) .  Puede d e t e r m i n a r s e  en 

a n a l i z a d o r  au to mâ t ico  u t i l i z a n d o  l a  h i d r ô l i s i s  por âc id o  metano-  

s u l f ô n i c o  (Moore ,  1 . 9 7 2 ) .

Pko  czd Z m -L zn to  :

Se d i s u e l v e n  30 nmoles de p r o t e i n a  o p é p t id o  en 80 pi 

de âc ido  m e t a n o s u l f ô n ic o  4N a l  0,2% de t r i p t a m i n a  ( 3 -  

6 - a m i n o e t i 1- i n d o l ) .  Se congela el  tubo y se c i e r r a  a
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v a c î o .  La h i d r ô l i s i s  se l l e v a  a cabo a 110°C d ur an te  

20 h or a s .  El h i d r o l i z a d o  se d i l u y e  4 - 8  v o l .  con tam­

pon c i t r a t o  pH2,2 y se ap i  ica  una a l i c u o t a  en e l  ana­

l i z a d o r .

E v a lu a c iô n  f i n a l  de la  composiciôn  de a m i n o â c i d o s .

Para e v a l u a r  la  composiciôn  f i n a l  de aminoâcidos hay que 

t e n e r  en cuenta  lo s  p o r c e n t a j e s  mol ares  de los aminoâcidos en los  

que no v a r i a  d ich o p o r c e n t a j e  con e l  t iempo de h i d r ô l i s i s ,  y los  

c a l c u l a d o s  para los  aminoâcidos que se h i d r o l i z a n  con d i f i c u l t a d  

0 que se d e s t r u y e n  f â c i l m e n t e .  No se i n c l u y e  e l  v a l o r  del  t r i p t ô ­

fano que se c a l c u l a r â  por a lguno de los  métodos antes  c i t a d o s .

DETERMINACION AUTOMATICA DE LA SECUENCIA N-TERHINAL.

La d e t e r m i n a c i ô n  de secuenci a  N - t e r m i n a l  se ha r e a l i z a d o  

por método a u to m â t i c o  empleando para  e l l o  un Sequencer Beckman 

890 B. El programa empleado para l a  d e t e r m i n a c i ô n  es de 050275  

de Beckman In s t r u m e n t s  ( P a l o  A l t o ,  C a l i f o r n i a  USA) m o d i f i c a d o  S£ 

gûn l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  del  a p a r a to  empleado.  Fundamental  mente 

se ha incrementado la  d ur a c iô n  de la s  e tapas  en las  que se produ 

ce va c io  en la  copa de r e a c c i ô n ,  con o b j e t o  de c o ns e g u i r  una mâxi^ 

ma e l i m i n a c i ô n  de d i s o l v e n t e s  y r é a c t i v e s .

R e a c t i v o  I :  I s o t i o c i a n a to  de f e n i l o  en heptano al  5%

( v / v ) .
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R e a c t i v o  I I :  Tampôn Quadrol (N,  N, N ' ,  N ' - t e t r a - 2 -

- h i d r o x i p r o p i l - e t i l e n d i a m i n a - â c i d o  

t r i f 1u o r o a c é t i c o  1 M en n - p r o p a n o l / a g u a  

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

R e a c t i v o  I I I :  Acido n-^heptaf  1 u o r b u t î r i c o  a n h i d r o .

VX.6otvzntzi

D i s o l v e n t e  I :  Benceno.

D i s o l v e n t e  I I ;  A c e ta to  de e t i l o .  

D i s o l v e n t e  I I I :  C lo r u r o  de n - b u t i l o .

p r o t e i n a

tOOwmol*
N, pH #r

•« tr *e e « é n  een 

d o r u r e

•E tre eiA ôn  «Ofi

•t tro e e lé n  cen

FIGURA 6: Esquema de 1 p ro c e d i m i e n t o  de degr ada ciô n  

a u t o m â t i c a .

El programa empleado consta  de 56 e tapas y su dur ac iôn  

aproximada es de 2 horas.  La p r o t e i n a  ( 3 , 1  mg-300 nmoles)  en es - 

tado n a t i v o  y d i s u e l t a  en agua,  se in t r o d u c e  en la  copa de r e a c ­

c iôn some t iénd ola  2 veces a l  programa de a p l i c a c i ô n .  Asimismo se 

r e a l i z a  un c i c l o  en b lanco (o m i t i e n d o  1 as etapas  en que i n t e r v i e
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ne e l  r e a c t i v o  I )  con o b j e t o  de e l i m i n a r  impurezas s o l u b l e s  en 

los  d i s o l v e n t e s  empleados en e l  p roceso.  Tras  l a  r e a l i z a c i Ô n  del  

c i c l o  en b la nco  antes  c i t a d o ,  se somete la  p r o t e i n a  a suces ivo s  

c i c l o s  de sec uenci a  segûn e l  programa s e l e c c i o n a d o .  Las a n i l i n o -  

t i a z o l i n o n a s  o b t e n i d a s  en los  suce s i vo s  c i c l o s  de d e g r a d a c i ô n ,  

e x t r a î d a s  con c l o r u r o  de n - b u t i l o  y r e c o g id a s  en c o r r i e n t e  de ni  ̂

t r ô g e n o ,  son c o n v e r t i d a s  p o s t e r i o r m e n t e  en la s  c o r r e s p o n d i e n t e s  

f e n i 1 t i o h i d a n t o i n a s  (PTHs) .

Co nv e rs i on  de ATZ-aa en P T H - a a .

Para i d e n t i f i c a r  los  r e s i du o s  que se o b t ie n e n  de los c i c l o s  

de d e g r a d a c i ô n  a u t o m â t i c a ,  es n e c e s a r i o  t r a n s f o r m e r  los  d e r iv a d o s  

de a n i l i n o t i a z o l i n o n a  ( A T Z - a a )  en sus c o r r e s p o n d i e n t e s  d e r iv a d o s  

de f e n i 1 t i o h i d a n t o i n a  ( P T H - a a ) .  La r e a c c i ô n  de c o nv e r s iô n  se rea l i^  

za en medio âc id o  y supone la  a p e r t u r a  del  c i c l o  de l a  t i a z o l i n o n a  

para  r e o r g a n 1za rs e  y f o rm a r  un c i c l o  de t i o h i d a n t o i n a .

Pko  c z d - c m Z z n t o  •'

Se afiaden a l  ATZ-aa seco 0 , 2  ml de HCl 1 , 5 N ,  se gasea  

con Ng y se incuba d u r a n t e  10 minutes  a 80°C .  Se e x t r a e  

2 veces con 0 , 7  ml de a c e t a t o  de e t i l o  y se seca con 

f l u j o  de Ng.

En l a  fa se  acuosa permanecen la s  PTHs de h i s t i d i n a ,  a r g i n i -  

na y â c id o  c i s t é i c o ,  que se e x t r a e n  por el  s i g u i e n t e  p r o c e d i m i e n t o ;

Se l i o f i l i z a  l a  fa s e  acuosa ,  y se l e  anade 0 , 2  ml de 

NagHPO^ 1 M. Se a g i t a  y se e x t r a e  2 veces con 0 , 7  ml de 

a c e t a t o  de e t i l o .  Por u l t i m o  se l l e v a  a sequedad con
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f l u j o  de Ng

N = C = S
? fi

H^N CH C" '■»■ > «C O ^LA M reM TO4—c -  NH-------- C 00“

H N -C CO—NH--------- COQ mÜPTumJi
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FIGURA 7: Reacciones i m p l l t a d a s  en el  proceso de 

degr adaciô n a u to m â t i c a .

I d e n t i f i c a c i ô n  de la s  PTH-aa.

Se u t i l i z a n  c u a t r o  métodos d i s t i n t o s :

C ro m a to g ra f î a  g a s - 1 i q u i d o  de las  PTH-aa t r i m e t i 1 si  1 i l £  

das y s i n t r i m e t i 1 s i 1i 1 a r .

C ro m a to g ra f i a  en capa f i n a  de si  1 i c a - g e l  de la s  PTH-aa.

C ro m ato gra f i  a b id im e n s i o n a l  en p laç a  de p o l i  ami d a .

H i d r ô l i s i s  de las  PTH-aa y a n â l i s i s  auto mât ico  de ami ­

noâcidos .

Estos c u a t r o  c r i t e r i o s  de i d e n t i  f i c a c i ô n  se u t i l i z a n  en se 

cuencia  a u t o m â t i c a ,  pero en secuencia manual es n e c e s a r i o ,  por res
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t r i c c i o n e s  de c a n . t i d a d ,  u t i l i z e r  los  mas s e n s i b l e s  como son la  

c r o m a t o g r a f l a  b i d i m e n s i o n a l  en p o l i a m i d a  y la  h i d r ô l i s i s  de las  

PTH-aa y su a n â l i s i s  a u t o m â t i c o .

C r o m a t o g r a f i a  g a s - 1 i q u i d o .

Se ha u t i l  i z a d o  un c ro m a t ôg ra f o  H e w l e t t  Pa cka rd ,  con doble  

co lumna,  d e t e c t o r  de l l am a  y programa l i n e a l  de t e m p e r a t u r e .  Tan ­

to  e l  so po r t e  como l a s  columnas de v i d r i o  estâ n  s i l a n i z a d a s  ( H o r ­

n i n g ,  1 . 9 6 3 ) .  El r e l l e n o  de la s  columnas (2 mm de d i â m e t r o  i n t e r ­

ne y 1 , 3  m de l o n g i t u d )  es DC-560 a l  10% sobre Chromosrb N, 100-  

120 mesh (P is an o  tt a.t. , 1 . 9 7 2 ) .  El empleo de columnas de v i d r i o  

en e l  c r o m a t ô g r a f o  se debe a que los  m et a le s  c a t a l i z a n  l a  descom-  

p o s i c i ô n  de las  PTH-aa.  Para la  d e t e c c i ô n  se emplean a l î c u o t a s  de

1 -3  ul de l a s  m u e s t r a s ,  p ro c e d e n te s  de la  d e g r a d a c i ô n ,  d i s u e l t a s  

en 20 ul de a c e t a t o  de e t i l o .  Para e l  d é s a r r o i l o  de la  cro m ato gr^  

f i a  se emplea un programa l i n e a l  de t e m p e r a t u r e s ,  desde 180®C a 

2 6 0 ° C ,  con una v a r i a c i ô n  de 2°C por m i n u t e .  El orden de e l u c i ô n  

de l a s  PTH-aa es el  s i g u i e n t e :  P TH -A la ,  - G l y ,  - V a l ,  - P r o ,  - L e u /

I l e ,  - M e t ,  -Phe .  La PTH-Ser  s u f r e  descomposic iôn  por g - e l l m i n a c i ô n  

eluy endo  e l  d e h i d r o d e r i v a d o  de PTH-Ala y PTH-Gly .  La PTH-Thr en 

c r o m a t o g r a f î a  p r o p o r c i o n a  dos p i c o s ,  uno que e l u y e  j u n t o  a PTH-Gly  

y o t r o  ( d e h i d r o t r e o n i n a )  que e l u y e  inme d ia ta me nte  de PTH-Pro.

Para l a  i d e n t i f i c a c i ô n  de los P TH -d er i va do s  de aminoâcidos  

poco v o l â t i l e s  se ha p r o c e d i d o  a su p r e v i a  t r i m e t i 1 s i 1 i 1a c i ô n . El 

proceso se l l e v a  a cabo d i r e c t a m e n t e  en l a  m i c r o g e r i n g a  de i n y e c -  

c i ô n .  Se cargan en e s t a ,  volûmenes i g u a l e s  de b i s - t r i m e t i 1 - : i 1 i 1-  

- a c e t a m i d a  y PTH-aa en a c e t a t o  de e t i l o ,  a s p i r â n d o s e  en e s t e  orden  

e in ye c tâ n d o s e  e l  c o n j u n t o .  Tras la  s i l i l a c i ô n  los  PT H -d er iv ado s
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de h i s t i d i n a ,  t i r ô s i n a ,  l i s i n a ,  a s p S r t i c o ,  g i u t S m i c o ,  a s p a r a g in a  

y g lu ta m in a  pueden ser  r e s u e l t o s  por e s ta  t é c n i c a .  La s i l i l a c i ô n  

p e r m i t e  d i s t i n g u i r  e n t r e  PTH-Leu y P T H - I l e  ya que l a  p r i m e ra  se 

desdobla  en dos p ic o s .

C r o m a to g r a f i a  de PTH-aa en p laç a  de s i l i c a - q e l . ( W i t t m a n - L i e b o l d  

et al., 1 . 9 7 5 ) .

Para i d e n t i f i c a r  la s  PTH-aa procede ntes  de l a  de gr ada c iô n  

a u t o m â t i c a ,  se puede r e a l i z a r  una c r o m a t o g r a f i a  ascendante  en t r è s  

s is  tema s .

Sli tzmaé :

Sistema 1: C lo r o fo r m o ,  1 - p r o p a n o l , 2 -p ro pan o l  ( 9 8 : 1 : 1 )

Sistema I I :  C lo r o fo r m o ,  metanol  ( 9 0 : 1 0 ) .

Sistema I I I :  Heptano,  âc ido p r o p i ô n i c o ,  d i c l o r o e t a n o  (58:  

1 7 : 2 5 ) .

PTM-IM OrtM-¥»i
MM-n*

o AfH-A«* O OrTM-L,»
O o rw  -t,* rrM-a,,

rTM-fli, OPTM-TV
P i o ^TH-ly, OfTM-Yh,

PTM-W. OPTW-Lw O rrt4-y*t rrH-«w o
PTH-V#I O ATH-Hi» PTM-»«tO

rnHku o FTH-Oln o rTM-Ohi o orm-Aan
rTM-Otti

rrw-oi, o O PTM- o
O PTM-lr OPTM-Aa,

o O rTH-Th.
__OiUM .

OFTH-Aw» PTrt-An e

FIGURA 8: M o v i l i d a d  c r o m a t o g r â f i c a  de las  

PT H -aa .
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PKoce.dlmle.nto •

Las muestras  se d i s u e l v e n  en m e t a n o l / d i d o r o e t a n o  

( 7 : 3  v / v )  y se a p l i c a n  en p la ç a s  de si  1 i c a - g e l  20 x 20

cm. ,  Me rk ,  Darmstad,  BDR),  con dos pa t ro nes de P TH -S e r ,

- G l y ,  - A l a ,  - V a l ,  - I l e ,  - P r o ,  -A sp ,  -Asn y de PY H -T hr ,

- L y s ,  - M e t ,  - G l u ,  - G i n ,  T y r ,  - P h e ,  -Leu (3  nmoles /ml

de cada P T H - a a ) .

La p la ça  de si  1 i c a - g e l  e s t â  impregnada con un i n d i c a d o r  de 

f l u o r e s c e n c i a .  Al i l u m i n a r  l a . p l a ç a  con lu z  u l t r a v i o l e t a  de 254 nm, 

la s  PTH-aa se d e t e c t a n  como manchas os c ur a s .  En e l  p r im e r  s is te m a  

la  mayor p a r t e  de lo s  aminoâcidos h i d r ô f o b o s  son i d e n t i f i c a b l e s .

El segundo s is t em a p e r m i t e  l o c a l i z a r  Asn,  G i n ,  Ser y T h r .  El t e r -

cer  s is te m a  sépara  la s  PTH de Asp,  G l u ,  Arg e H i s .

C r o m a t o g r a f î a  de PTH-aa en p l a ç a  de p o l i a m i d a .

Las p la ças  de p o l i a m i d a  (Cheng-Ching T r a d in g  C o . ,  T a i p e i ,  

Taiwan o F - 1 .7 0 0  de S c h e i c h e r s c h ü l 1 , D a s s e l , RFA) con unas d imen­

s iones o r i g i n a l e s  de 15 x 15 cm, se c o r t a n  en p la ç a s  cuadradas de

5 cm de l a d o .  Esto t i e n e  por o b j e t o  una mayor r a p i d e z  en e l  d é s a ­

r r o i  lo  s 1n que se observe  una d is m i n u c i ô n  en e l  poder de r e s o l u -  

ciô n de l a  t é c n i c a .

P KO cedtmtcnto'

Por una de Tas caras  de la  p la ça  se api  ica  la  muestra  

y por l a  o t r a ,  en p o s i c i ô n  s i m é t r i c a  r e s p e c t o  a l  p i a ­

no de la  p l a ç a ,  una mezc la  de la s  PTH-aa p a t r o n e s .  El 

d é s a r r o i l o  c r o m a t o g r â f i c o  es b i d i m e n s i o n a l  empleândo-  

se los  s i g u i e n t e s  s is t e m a s :
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Sistema I ;  Acido a c é t i c o  al  35% ( v / v ) .

S is tema I I :  To lu eno ,  n -p e n t a n o ,  âc ido a c é t i c o  g l a c i a l  

( 6 0 : 3 0 : 3 5  v / v / v )  conteniendo 2 - ( 4  ' -  t - b u t i  1̂ 

f e n i l ) - ! ,  3 ,  3 - o x i d i a z o l  ( b u t i l  PBD) 250 

mg/1.

La i d e n t i f i c a c i ô n  del  r e s i d u o  se l l e v a  a cabo med iante  com- 

p a r a c iô n  de los r e s u l t a d o s  c r o m a t o g r â f ic o s  de las  dos caras  de la  

p laç a  de p o l ia m id a  ba jo  lu z  u l t r a v i o l e t a  de 254 nm. El o b j e t o  del  

b u t i l  PBD es i n c re m e n t a r  l a  f l u o r e s c e n c i a  de la  p l a ç a ,  aumentando 

la  s e n s i b i l i d a d  de la  t é c n i c a  (Summers et al., 1 . 9 7 3 ) .

Pro
°  Val He/teu  

O O 
Ala Me^ o

^ °  °DH-Thr

Gin ODitSer
® O Lys
Thr

Asn o o OGiu oTrp
OSer OCm-Cys 

O OTyr
Asp

Malell-Lys Tl

V.I o'*™ 
Phe o

°  Ala
^Thr ^ G l y

Lys
O

■ L .

Glu
O

Gin
O

OAsn
Tyr O

Asp
D
Malsil- Lys

FIGURA 9: M o v i l i d a d  en c r o m a t o g r a f i a  en p laça de p o l ia m id a  de las  

PTH -aa .
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H i d r ô l i s i s  de l a s  P T H - a a . ( L a i ,  1 . 9 7 7 ) .

La h i d r ô s i s i s  de l a  P TH -a a ,  l i b e r a  el  aminoâcido que se 

puede i d e n t i f i c a r  por  a n â l i s i s  a u t o m â t i c o .  Este  método p e r m i t e  de 

t e c t a r  c a n t i d a d e s  muy pequefias.

PKocedtmtento paKo. pKotelna:

Se deseca l a  P TH -aa ,  y se l e  anade 0 , 2  ml de HCl 6N y 

5 ul de SnClg /HCl  0 , 1  g /2  ml HCl 6N. Se incuba a 150°C  

d u r a n t e  4 h or as .  Se d e j a  e n f r i a r ,  se abre  y se seca so 

bre NaOH. Antes de a n a l i z a r  l a  m u e s tr a ,  se l a v a  3 v e ­

ces con 200 ul de agua b i d e s t i l a d a .

PKocedtmtento paAa pépt-cdoi :

En secu enc ia  manual se usô e s t e  método,  pero  se h i d r o -

l i z ô  con 0 , 1  ml de HCl 6N y 10 ul de S nC l^ /H C l .

H IDROLISIS ENZIMATICA.

D i g e s t i o n  con t r i p s i n a .

La t r i p s i n a  es una enzima que h i d r o l i z a  e s p e c i f i c a m e n t e  lo s  

en la c e s  p e p t î d i c o s  en lo s  que i n t e r v i e n e  e l  grupo c a r b o x i l o  de l i ­

s in a  o a r g i n i n a .  Hay a lgunos e n l a c e s  que no se h i d r o l i z a n  o lo  ha -  

cen le n t a m e n t e .  Los e n la ces  L y s -P r o  y A r g - P r o ,  no se h i d r o l i z a n  de 

faido a l  N - im id o  de l a  p r o l i n a .  Los en la c e s  Arg-CySOgH, Asp- Lys -Leu  

A s p - L y s - A l a  se h i d r o l i z a n  p a r c i a l m e n t e ,  as i como todos los e n la c e s  

de Lys y Arg cercanos a grupos p o l a r e s  o con cargas  n e t a s .  Los en ­

l a ce s  Lys-Lys y Ly s -A rg  tam bién son d i f f c i l e s  de h i d r o l i z a r .  Todos
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estos  en lac es  a l t e r a n  el  numéro de p épt id os  que deber ian  p rodu-  

c i r s e  en base a un numéro de l i s i n a s  y a r g i n i n a s  conocido (W al sh ,  

1 . 9 7 0 ) .

PKocedtmtento :

Se d i s u e l v e n  40 nmoles de p r o t e i n a  en 50 -1 0 0  yl  de 

agua b i d e s t i l a d a .  Se afiaden 40 -6 0  ul de N - m e t i 1 -m orfo  

l i n a  0 , 2  M para consegu i r  un pH 7 , 9 .  Después se afiade 

t r i p s i n a  d i s u e l t a  en agua b i d e s t i l a d a  (1 mg/ml )  para  

que la  r e l a c i ô n  e n z i m a / s u s t r a t o  sea de 1/100 y se i n ­

cuba a 37°C du ra nt e  4 horas .  Después de la  h i d r ô l i s i s

se seca a v ac îo  o se l i o f i l i z a .

La t r i p s i n a  debe de e s t a r  t r a t a d a  con TPCK ( 1 - t o s i 1 amido-

2- f e n i 1e t i 1 -  c l o r o m e t i1 ce to n a )  para e v i t a r  la  acc iôn  de una p o s i -  

b l e  cont am in ac iô n  q u i m o t r î p t i c a .

D i q e s t i ô n  con q u i m o t r i p s i n a .

La q u i m o t r i p s i n a  h i d r o l i z a  e s p e c î f i c a m e n t e  los en la ces  pe£  

t l d i c o s  en los  que i n t e r v i e n e  e l  grupo c a r b o x i l o  de T y r ,  Phe,  Trp ,  

Leu y en menor grado Met ,  Asn, His y Thr .  Muy ra ra me nte  h i d r o l i z a  

por G l y ,  S e r ,  V a l ,  I l e ,  ( W i l c o x ,  1 . 9 7 0 ) .

La h i d r ô l i s i s  se r e a l i z a  en la s  mismas c o nd ic io nes que la  

h i d r ô l i s i s  con t r i p s i n a .  La ûnica d i f e r e n c i a  e s t r i b a  en e l  t iempo  

de in cub ac iôn  que puede o s c i l a r  e n t r e  1 y 4 horas.  El t iempo de

h i d r ô l i s i s  ôpt imo es el  que p r o po rc io na  r e s u l t a d o s  cons ta ntes  (en

n u e s t ro  caso 2 h o r a s ) .  La enzima ha de e s t a r  t r a t a d a  con TLCK 

( N ^ - t o s i 1- L - 1 is 11- c l o r o m e t i 1 ce to n a )  con o b j e t o  de i n h i b i r  la  ac-  

t i v i d a d  t r i p t i c a  c ont am in an te .
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H i d r ô l i s i s  con c l o s t r i pa 1 n a ..

Lêr cTt rçin- ipa ina  ( c i o s t r i d i o p e p t i d a s a  B (E C 3 .4 .  2 2 . 8 )  ) es una 

s u l f h i d r i l  p r o t e a s a  con e s p e c i f i c i d a d  por  el  grupo c a r b o x i l o  de 

ami noâcidos con carga  p o s i t i v a .  La c l o s t r i p a i n a , de todas fo rm as ,  

t i e n e  mayor p r e f e r e n c i a  por a r g i n i n a  que por l i s i n a ,  y en c o n d i ­

c iones  de h i d r ô l i s i s  c o n t r o l a d a s  se puede l i m i t a r  la  h i d r ô l i s i s  a 

los  e n la c e s  p e p t î d i c o s  en los  que i n t e r v i e n e  e l  grupo c a r b o x i l o  

de e s t e  a m in oâci do .  H i d r o l i z a  b ien  los  e n la ces  de a r g i n i n a  r e s i s -  

t e n t e s  a la  t r i p s i n a  (W.M. M i t c h e l l ,  1 . 9 7 1 ) .

VfLOcedtmtento paKa " fiX.ngeKpKtnt" î

Se d i s u e l v e n  0 , 4  mg de p r o t e i n a  en 100 pi de tampôn f o ^  

f a t o  sôdico  0 , 0 5  M pH 7 , 7  y se l e  afiade 4 pi  de una so­

l u c i ô n  acuosa de c l o s t r i p a i n a  (1 m g / m l ) ,  a l a  mezc la  se 

anade 2 - m e r c a p t o e t a n o l  has ta  1 mM. Se incuba 5 horas a 

33 “ C. y se 1 i o f i l i z a .

ENZIM A TIEM PO TEMPERATURA pH

Tripsina 4 h arc 7,9-81

Quimotripsina 2h 37*C 7,9-8,1

Clostripaina 5 h 33C 7.7 -8 .0

TABLA 2: Co nd ic io nes  de h i d r ô l i s i s  en-  

z i m â t i  c a .
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SEPARACION DE LOS PEPTIDOS:

La mezcla de pépt idos  o b t e n i d a  en la s  d i f e r e n t e s  r u p t u r a s  

e n z i m â t i c a s ,  hay que f r a c c i o n a r l a  en sus d i s t i n t o s  componentes.

Para s e p a r a r  los p é pt id os  se ha empleado la  t é c n i c a  de " f i n g e r p r i n t "  

que nos p e rm i te  l a  se para c iô n  compléta de todo e l  c o nj unt o  de pép­

t i d o s  s i n r e c u r r i r  a o t r a s  t é c n i c a s  y r e a l i z a r  un e s t u d i o  de la

e l e c t r o n e g a t i v i d a d  e h i drofob i c i d a d  de los  p é p t i d o s .

Una vez separados los p é p t i d o s ,  se pueden e x t r a e r  y a n a l i -  

z a r  su composiciôn de aminoâcidos y d e t e c t a r  el  re s id u o  N - t e r m i n a l .

S epar ac iôn  en " f i n g e r p r i n t "  en capa f i n a  de c e l u l o s a .

Es una t é c n i c a  combinada de dos métodos. Una e l e c t r o f o r e s i s  

a pH 4 , 4  que sépara los pé pt i do s  segûn l a  carga g lo b a l  de é s t o s ,  y

una c r o m a t o g r a f î a  ascendante  que los  sépara en fu nc iôn  de su p o l a -

r i d a d .

P KO c e d t m t z n t o :

Se d i s u e l v e n  20 -4 0  nmoles de h i d r o l i z a d o  en 20 ul del  

tampôn de e l e c t r o f o r e s i s  pH 4 , 4 :

P i r i d i n a ,  âc id o  a c é t i c o ,  a c e t o n a ,  agua ( 2 : 4 : 1 5 : 7 6 ) .

Se api  ica  la  c u a r t a  p a r t e  en una p laç a  de c e lu l o s a  en

capa f i n a  (Polygram CEL 300 ô 4 0 0 ,  20 x 20 cm de 0 , 1  mm 

de espesor ;  Macherey-Nagel  & C o . ,  Düren,  RFA) en una e^ 

quina  a 3 cm de cada b or de ,  en e l  o t r o  extremo se a p l i -  

ca como marcador de r e f e r e n d a  una d i s o l u c i ô n  de amido-  

swar tz  y DNS-Lys en e t a n o l . Se humedece la  p laça desde

los dos extremos procurando que los dos f r e n t e s  l l e g ue n

al  punto de a p l i c a c i ô n  s i m ul t aneame nte .
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La e l e c t r o f o r e s i s  se e f e c t û a  en una cubeta  (Desaga,  

H e i l d e l b e r g  RFA),  d u r a n t e  2 horas y a 400 V; la  i n t e n ­

s id ad  en e s t a s  c o n d i c i o n e s  es de 16 -20  mA.

Después de l a  e l e c t r o f o r e s i s ,  se de ja  se car  a l  a i r e  al

menos d u r a n t e  2 h o r a s ,  y se r e a l i z a  l a  c r o m a t o g r a f t a  

ascenda nte  en el  s i g u i e n t e  tampôn:

P i r i d i n a ,  n - b u t a n o l  , â c id o  a c é t i c o ,  agua ( 5 0 : 7 5 : 1 5 : 6 0 ) .

Hay que p r o c u r e r  que l a  a p l i c a c i ô n  quede e n t r e  1 , 5 - 2  cm 

del  tampôn de c r o m a t o g r a f t a  para  e v i t a r  t u r b u l e n c i a s .

Una vez secada l a  p l a ç a ,  se procédé a la  c o l o r a c i ô n  con 

el r e a c t i v o  deseado.

E x t r a c c i ô n  de los p é p t i d o s .

Después de r e p r o d u c i r  e l  " f i n g e r p r i n t "  ( f o t o g r a f i a ,  c a l c o . )  

se rasc an  la s  manchas con e s p â t u l a  y se t r a n s f i e r e n  a tubos Eppen-  

d o r f  de 1 ml (Hamburg,  RFA). El método de e x t r a c c i ô n  d e s c r i t o  en 

la  b i b l i o g r a f i a  es e l  s i g u i e n t e :

-  Para a n â l i s i s  de aminoâcidos se e x t r a e  en HCl 5 ,7N 2 vê  

ces con 100 -2 00  ul . Se a g i t a n  los tubos 30 minutes  y se

c e n t r i f u g a n  d u r a n t e  4 minutes  en c e n t r i f u g a  de mesa, e l

so br enad an te  se t r a s v a s a  a los  tubos de h i d r ô l i s i s .

-  Para d e t e r m i n e r  e l  aminoâc ido N - t e r m i n a l  o r e a l i z a r  e s -  

t u d i o s  de s e c u e n c i a ,  se e x t r a e  con âc id o  a c é t i c o  del  

30-50% 2 veces con 200 p l .

En n u e s t ro  l a b o r a t o r i o  se ha puesto  a punto un nuevo método 

de e x t r a c c i ô n ,  en el  que se ha aumentado mucho el  r e n d i m i e n t o  con
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r e s p e c to  al método antes  d e s c r i t o .

PKOcedtmtento:

U t i l i z a n d o  la s  c o nd ic io nes antes  d e s c r i  t a s ,  pero s u s t i -  

tuyendo l a  a g i t a c i ô n  de 30 minu tes  por s o n i c a c iô n  en un 

baMo Bronson B - 2 2 0 ,  se e x t r a e n  lo s  pép t id o s  de la  c e l u ­

l o s a .  Antes de i n i c i a r  l a  s o n i c a c iô n  y después de rea l i^  

z a r l a  se a g i t a n  los tubos d ur a n t e  15 seg. para  suspen­

der l a  c e l u l o s a .

C r o m a t o g r a f1 a y e l e c t r o f o r e s i s  en capa f i n a  p r e p a r a t i v a .

Es la  s epara c iô n  en una d imensiôn u t i l i z a n d o  una de l a s  dos 

t é c n i c a s  empleadas para " f i n g e r p r i n t " .  La muestra h i d r o l i z a d a  (de  

30 a 180 nmoles) se api ica  en una l i n e a  de 3 - 1 8  cm (10  nmoles/cm)  

en el  cromatograma seco.  La c o l o r a c i ô n  de las  bandas se lo g r a  r o -  

c iando con e l  r e a c t i v o  concentrado de n i n h i d r i n a  sobre un mm a ca 
da lado de la  banda de a p l i c a c i ô n .  También se puede r e v e l a r  con 

f 1uorescamina 0 , 0 0 1 - 0 , 0 5 % .  La e x t r a c c i ô n  se hace en â c id o  a c é t i c o  

de! 30-50% como para " f i n g e r p r i n t " .

REACTIVOS ESPECIFICOS PARA LA DETECCION DE AMINOACIDOS, PEPTIDOS 

Y DERIVADOS.

Los aminoâcidos producen re acc io nes  c o lo re a d a s  o f l u o r e s c e n  

tes  con algunos r e a c t i v o s .  Esto p e r m i te  su d e t e c c i ô n  en cromatogra  

f i a  en si  1 i c a - g e l ,  c e l u l o s a  o p a p e l ,  as i como en e l  a n â l i s i s  a u t o ­

m ât ico .
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D e t e c c i ô n  con n i n h i d r i n a . ( M . J .  Dog nin ,  1 . 9 7 8 ) .

La n i n h i d r i n a  es un r e a c t i v o  e s p e c î f i c o  de grupos ami no 

de p r o t e î n a s ,  p é p t i d o s  o amino âc idos l i b r e s .  Como l a  n i n h i d r i n a  

d e s t r u y e  e l  ami noâ ci do N - t e r m i n a l  es n e c e s a r i o  a c o n d i c i o n a r  e l  

r e a c t i v o  segûn e l  p r o p ô s i t o  de! cromatograma.

Reactivo concentKado:

Se u t i l i z a  para  d e t e c t a r  l a  p o s i c i ô n  de los  p é p t id o s  

en un cromatograma s i n l a  idea  de u t i l i z a r l o s  p o s t e ­

r i  ormen te .

Se d i s u e l v e n  3 g de n i n h i d r i n a  en una d i s o l u c i ô n  corn 

puesta  por  30 ml de c o l i d i n a  ( 2 ,  4 ,  6- . t r  imet 11 pi r  i dj  ̂

n a ) ,  100 ml de â c i d o  a c é t i c o  y 870 ml de e t a n o l .

Las manchas t i e n e n  gene r a lm e n te  c o l o r  a z u l - v i o l e t a  

aunque s i  e l  aminoâ ci do N - t e r m i n a l  es g l i c o c o l a ,  t r e o  

n i n a ,  s e r i n a ,  t i r ô s i n a  o h i s t i d i n a  l a  c o l o r a c i ô n  es 

d i s t i n t a .

Gly : a m a r i l l o .

T h r ,  Ser  : g r i s - v e r d o s o .

T y r ,  H is  ; g r i s - m a r r ô n .

Reactivo dltuldo:

Para e x t r a e r  lo s  p é p t i d o s  del  cromatograma se debe 

usar  e l  r e a c t i v o  a n t e r i o r  d i l u i d o  3 veces en e t a n o l .  

Se p u l v e r i z a  l i g e r a m e n t e  el  c romatograma,  aunque sea 

n e c e s a r i o  d e j a r l o  toda l a  noche a t e m p e r a tu r a  ambieir  

te  para  que a p ar ezca n  l a s  manchas.
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Réactiva paaa lai PTH-aa:

Se d i s u e l v e  0 , 1  g de n i n h i d r i n a  en 5 ml de c o l i d i n a  y 

95 ml de e t a n o l .  Los f e n i 1t i o h i d a n t o i n - a m i n o S c i d o s  co-  

lor eado s con n i n h i d r i n a  t i e n e n  la  c a r a c t e r î s t i c a  de 

p e r m i t i r  su i d e n t i f i c a c i ô n  e n t r e  d i f e r e n t e s  manchas de 

PTH-aa en C . C . F .  de s i l i c a - g e l .

PTH-Asp: m a r r ô n - r o j i z o .

PTH-Asn: a m a r i l l o  c l a r o .

PTH-Glu:  g r i  s - ve rd oso .

PTH-Gln:  verde  oscuro .

PTH-Trp: verde  o l i v a .

PfLocedlmlento :

Si se usa el  r e a c t i v o  d i l u i d o ,  se p u l v e r i z a  e l  cromato  

grama l i g e r a m e n t e  y se seca durante  30 seg. con a i r e  

c a l i e n t e .  No conviene c a l e n t a r  mucho t iempo la  p laça  

para e v i t a r  desamidaciones de los p é p t i d o s .

Si se usa el  r e a c t i v o  conc e n tr a do ,  se p u l v e r i z a  el  crô  
matograma y se puede r e v e l a r  por cal  en ta mi ent o  en estu^ 

fa a 60°C du ra nt e  5 mi nu tes .

D e tec c iô n con f l u o r e s c a m i n a .

La f l uo re s c a m in a  r eac c io n a a pH l i g e r a m e n t e  bâs ic o  (7 a 9)  

con los grupos amino prima r i  os de aminoâcidos y pépt id os  o r i g i n a n  

do un compuesto f l u o r e s c e n t e  i n e s t a b l e  que desaparece en pocas ho 

ras .  La r e a c c i ô n  es la  s i g u i e n t e :
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0
F lu o rescam ina

+  R—  NH.
R — N

OH

Compuesto fluorescente

Re.aci v̂o6 y pAoce.d̂ m/.zntoA ■■

El cromatograma se l a v a  con ace to n a .  Despues se hume- 

dece con una d i s o l u c i ô n  de:

3% de p i r i d i n a  en acetona { Vandekerkhove zt at., 
1 . 9 7 4 )  6

1% ( v / v )  de t r i e t i  latni na en acetona (Mendez y 

L a i ,  1 . 9 7 5 ) .

y se d e ja  s ecar  5 minutos a te m pe r a tu ra  am b ie n te .

Se r o c i a  e l  cromatograma ab un dan tem en te , o se sumerge 

en una s o l u c i o n  de f l u o r e s c a m i n a  de c o n c e n t r a c i ô n  v a ­

r i a b l e  dependiendo de l a  c a n t i d a d  de p é p t i d o  a d e t e c -  

t a r  :
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0,001% en acetona para 500 pmoles o mSs.

0,005% en acetona para 200 pmoles o mSs.

0,03% en acetona para 30-2 00  pmoles.

Se de ja  secar  5 minutos al  a i r e ,  se lava con acetona y

se vue lve  a se car  5 minutos.  Las manchas son v i s i b l e s

con lu z  u l t r a v i o l e t a  de 336 nm.

La f l uo re s c a m in a  a c o n c e n t r a c i ô n i 0 , 0 3 %  des t ruye  ûnicamente  

el 1-5% del aminoâcido N - t e r m i n a l  (Mêndez,  comuni cac i  ôn p e r s o n a l ) ,  

10 que hace a es ta  t é c n i c a  muy u t i l  para e x t r a e r  los p é pt id os  pro  

cedentes  de " f i n g e r p r i n t " .

R e a c t i v o  e s p e c î f i c o  para t i r o s i n a . (Acher y C ro ck er ,  1 . 9 5 2 ) .

Rzacttvo:

0,1% de a - n i t r o s o - B - n a f t o l  en e t a n o l  a l  95% en agua 

( v / v ) .

Taoczdtmtznto:

Se r o c i a  el  cromatograma con el  r e a c t i v o ,  se seca con 

a i r e  c a l i e n t e  y a c o n t in u a c iô n  se r o c i a  con d i s o l u c i ô n  

acuosa a l  10% en HNOg. El cromatograma se seca por c a - 

le n t a m i e n t o  en e s t u f a  a 105*C durante  5 mi nutos .  Se 

puede s e g u i r  es te  procedi mi ent o  a un después de r e v e l a r  

con n i n h i d r i n a .

Los p é pt id os  con Tyr se co lo re an  de rosa .  La h i s t i d i n a  pue 

de i n t e r f e r i r  pues también se c o l o r e a .  No hay que c o n f u n d i r  estas  

manchas rosadas con la s  que aparecen al  p u l v e r i z a r  con a - n i t r o s o -  

- B - n a f t o l , ya que se co lo re a n  todos los p é p t id o s .  El HNO^ hace de
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s a p a r e c e r  e s t a  c o l o r a c i ô n  i n i c i a l  manteniéndose ûnicamente  la  de 

los p é p t id o s  con t i r o s i n a .

R e a c t i v o  para  a r g i n i n a . (Yamada e I t a n o ,  1 . 9 6 6 ) .

Rzacttvo:

0 , 02% de f e n a n t r e n o q u i n o n a  en e t a n o l  mezclado 1:1 con 

una s o l u c i ô n  del  10% de NaOH en e t a n o l  a l  60% en agua 

( v / v ) .

V ao czdtmtznto:

Se r o c i a  el  cromatograma con una d i s o l u c i ô n  r e c i é n  pre^ 

parada del r e a c t i v o  y se seca al a i r e  d ur an te  30 minu­

tos .

Los p é p t id o s  con a r g i n i n a  p r e s e n ta n  f l u o r e s c e n c i a  b a jo  lu z  

u l t r a v i o l e t a  de 365 nm. Se puede r e v e l a r  con n i n h i d r i n a  después.

R e a c t i v o  p a r a a r g i n i n a . ( S a k a g u c h i ,  1 . 9 2 5 ) .

Reacttvo:

D i s o l u c i ô n  A: a - n a f t o l  0 ,01 %,  urea 5%, y KOH 5% en e t ^

n o l .

D i s o l u c i ô n  B: 0 , 7  ml de bromo en 100 ml de NaOH 0 , 5 N .

PfLOc.zdttnX.znto:

Se r o c i a  e l  cromatograma con l a  d i s o l u c i ô n  A r e c i é n  pre^ 

parada y se seca a l  a i r e .  Después se r o c i a  con l a  d i s o ­

l u c i ô n  B y se v u e lv e  a se car  al  a i r e .

Los g u a n i d o - d e r i v a d o s  se c o l o r e a n  n a r a n j a - r o j i z o .
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R e a c t i v o  para  t r i p t ô f a n o

R z a c tX v o  d& Ehf t tXch:

1 g de p -d i m e t i l a m l n o b e n z a l d e h i d o  en 10 ml de HCl y 
90 ml de a ce to na.

PfLOCZdXmXznto :

Se r o c i a  e l  cromatograma con el  r e a c t i v o  y se seca r ^  

pidamente a 105°C.

Los pép t id o s  que c o nt ie nen  t r i p t ô f a n o  se c o lo re a n  purpura  

Se puede r e v e l a r  antes con n i n h i d r i n a .

R e a c t iv o  para h i s t i d i n a  y t i r o s i n a .

R za ctX vo  :

D i s o l u c i ô n  A 

D i s o l u c i ô n  B 

D i s o l u c i ô n  C

Acido s u l f a n i l i c o  a l  1% en HCl IN. 

NaNOg al 5%.

NagCOg al  15%.

PfiocedXmXznto :

Se mezclan volûmenes ig u a le s  de la d i s o l u c i ô n  A y B y 

se de jan  rep osa r  durante  5 minutos a 4*C.  Se aRade un 

volûmen ig u a l  de C y se r o c îa  el cromatograma.

La h i s t i d i n a  aparece  como una mancha n a r a n j a - r o j i z o  (Mann 

y Leone , 1 . 9 5 3 ) .

DEGRADACION MANUAL.

Las p r o t e î n a s  y pép t id o s  son degradados s e cu en c ia lm ent e  a
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p a r t i r  del  extreme N - t e r m i n a l  por  f e n i l i s o t i o c i a n a t o  o PITC 

(Edman, 1 . 9 4 9 ) ,  con l a  c o n d i c iô n  de que el  grupo a-am1no e s t é  l i .  

bre  en forma de amina p r i m a r i a  o s e c u n d a r i a .  El esquema de l a  de 

g r a d a c iô n  es e l  mismo que e l  expue sto  en el  proceso de degr ada -  

c iô n  a u t o m â t i c a .

Los d er i vad os a n i 1 i n o t i a z o l ino na -a m in oâc id os  son i n e s t a -  

b le s  y se c o n v i e r t e n ,  en p r e s e n c i a  de Scido t r i f 1u o r o a c é t i c o , en 

l a s  c o r r e s p o n d i entes  f e n i 1t i o h 1d a n t o i n a s .

Combinacion de l a  d e gr ad ac iô n  manual de Edman y la  r e a c c i ô n  con 

c l o r u r o  de d a n s i l o. (Gray y H a r t l e y ,  1 . 9 6 3 ) .

El método de degr a da c iô n  manual dansi l -Edman c o n s i s t e  en 

una d e gr ada c iô n  con PITC y c a r a c t e r i za c iô n  del  aminoâcido N-termi^  

n a1 por  r e a c c i ô n  con c l o r u r o  de d a n s i l o .

-  De gradaciôn manual de Edman.

Pf LOi izdXmXznt o :

A 60 nmoles de p é p t i d o  o p r o t e î n a  se l e  afiaden 50 ul 

de agua b i d e s t i l a d a  y 50 yl de PITC al  5% en p i r i d i n a .  

El tubo se gasea con n i t r ô g e n o  y se c i e r r a ;  se incuba  

a 45°C d u r a n t e  1 hor a .  La muestra se seca f r e n t e  a 

NaOH en de secador  usado ûnicamente para PITC. P o s t e -  

r i o r m e n t e  se aRade 200 ul de âc ido t r i  f 1u o r o a c é t i  co 

(TEA) y se incuba 30 minutos a 45°C.

Se v ue l ve  a s e c a r  en desecador  con NaOH, para TEA. La 

muestra se suspende en 200 ul de agua y se e x t r a e  2 
veces con 2 ml de a c e t a t o  de n - b u t i l o .  Se separan la s
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fases  o rg âni ca  y acuosa por c e n t r i f u g a c i ô n .  La fas e  

o r g â n i c a  t i e n e  e l  ATZ-aa ,  que se h i d r o l i z a r â  para an£  

l i s  is au tom ât i co  de aminoScidos,  se c r o m a t o g r a f i a r â  

en p laç a  de p o l ia m id a  o en p la ç a  de si  1 i c a - g e l  . La fa_ 

se acuosa se seca a va c io  y antes  de r e a l i z a r  un nue-  

vo c l i c l o ,  se toma una a l f c u o t a  para d a n s i l a c i ô n .
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FIGURA 10; Esquema del proceso de degradaciôn manual

- D a n s i l a c i ô n .

Antes de cada degradaciôn manual una a l i c u o t a  del p é p t id o  

o p r o t e î n a  se hace r e a c c i o n a r  con c l o r u r o  de d a n s i l o  para ident j_  

f i c a r  e l  r e s i d u e  N - t e r m i n a l .  Los de r iv ados  d a n s i 1 -am inoâcido son 

f l u o r e s c e n t e s  y se c a r a c t e r i z a n  por c r o m a t o g r a f T a .

El p ro c e d i m i e n t o  que se s igue  es d i f e r e n t e  para pépt ido s  

0 p r o t e î n a s .
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Vë.ptXdo6 :

El p é p t i d o  seco se d i s u e l v e  en 50 ul de N - m e t i 1 -morfo  

l i n a  0 , 2  M. Se l e  aRade 25 ul  de CIDNS en acetona  

( 2 , 5  mg /ml ) y 25 ul de agua b i d e s t i l a d a .  Se a g i t a  y 

se incuba d u r a n t e  60 minutes  a 37°C. Se seca en d ese ­

cador  y se aRade 30 ul de HCl 5 ,7N (0 ,02% 6-mercaptoe^ 

t a n o l ) .  Se incuba e l  t u b o ,  una vez ce rr ad o  a 105°C dû  

r a n t e  15-16  h o r a s .  Después de a b r i r  e l  t u b o ,  se seca  

en desecador  con sosa y se l a v a  con agua b i d e s t i l a d a  

3 veces .

PfLOtzXnai :

A 1 ,5  mg de p r o t e î n a  se la  afiaden sucesivamente  200 ul 

de fô rm ic o  al  99%, 20 ul de m e t a n o l , 50 ul de HgOg al  

30%, Se ma nt i ene  1 hora a t e m p e r a t u r a  ambiente  y antes  

de l l e v a r  a sequedad en r o t a v a p o r  se d i l u y e  con 2 ml 

de agua.  Se l a v a  un par de veces con agua. Se suspende 

en acetona y se seca.  Se afiaden 50 ul de SOS al  1% y 

se c a l i e n t a  d u r a n t e  5 minutos a 100°C,  Una vez e n f r i a -  

dos se afiaden 50 ul de N - e t i 1 - m o r f o l i n a , se a g i t a  v igo  

r os am ente ,  75 ul de CIDNS (2 5  mg/ml en d i m e t i 1 formami-  

d a ) ,  se vu e lv e  a a g i t a r  y se incuba d ur an te  2 horas a 

37*C.  Se p r é c i p i t a  la  muestra  con acetona y se c e n t r i -  

fu ga .  El sedimento  se l a v a  con acetona al  80% 2 veces 

y se seca.  Se procédé a h i d r o l i z a r  con HCl 5 ,7 N .

Después de la  h i d r o l i s i s  se abre  el  tubo y se seca en dese 

cador con NaOH. El r e s i d u o  se d i s u e l v e  en 5 ul de e t a n o l  al  95% y 

se api i c a  en una p la ça  de p o l ia m id a  de doble  cara ( 5 x 5  cm; OC-
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- f e r t i g - f o l i e n  F1 .7 00  mikro  p ol yam id ,  S c h l e i c h e r  & S c hü l l  , D es s e l ,  

RFA) en forma p u n t u a l . En la  o t r a  cara se api  ic a  un p a t r ô n  de DNS- 

-a a  con D N S - P r o , - I l e ,  - L e u ,  - T y r ,  - T h r ,  - S e r ,  - A l a ,  - G l u ,  d i s u e l -  

tos en e t a n o l  al  95% en una c o n c e n tr a c iô n  de 0 , 1  mg/ml de cada de-  

r i v a d o .

OPNS

N(CH 2̂

4 CH—C—N H --------- COO' JËLÜ
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NCCHj)̂  ^

0 = 5=0

H N -C H -C -N H  CDD"

4  0 
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0 = 5=0
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FIGURA 11; Reacciones im p l ic a d a s  en el  proceso de d a n s i l a c i ô n

C r o m a to g ra f î a  de DNS-aa. (Woods y Wang, 1 .9 6 7 ;  m o d i f i c a d a  por

H a r t l e y ,  1 . 9 7 0 ) .

La c r o m a t o g r a f1 a de DNS-aa se hace de forma ascendante  con 

los s i g u i e n t e s  s is t ema s:
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C ,-i^  £C=30NM«
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FIGURA 12: M o v i l i d a d  c r o m a t o g r â f ica  en p la ça  de 

p o l i a m i d a  de lo s  DNS-aa.
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Sistema I :  D i s o l u c i ô n  acuosa de Scido fô rm ic o  1,5%.

Si sterna I I :  T o l ueno ,  Scido a c é t i c o  ( 1 0 : 1 ) .

S is tema I I I :  Ac e ta to  de e t i l o ,  Sc ido a c é t i c o ,  metanol  

( 20: 1 : 1) .

Sistema IV:  Na^PO^ 0,05% en H^O, e ta n o l  ( 3 : 1 ) .

Las c r o m a t o g r a f i a s  en los  d i s o l  ventes  I I ,  I I I ,  y IV se r e ^

l i z a n  en l a  misma d i r e c c i ô n  y en s e n t id o  p e r p e n d i c u l a r  a l a  crom£  

t o g r a f i a  con el  s is tema I .  Se seca con secador e n t r e  cada d i s o l -  

vente  u t i l i z a d o l  Los DNS-aa aparecen como manchas f l u o r e s c e n t e s  

de c o l o r  verdoso o a m a r i l l e n t o  (DNS-Tyr )  a 1 i l u m i n a r  la  p la ç a  con 

l u z  u l t r a v i o l e t a  de 254 nm.

Después del  2° s is tema es p o s i b l e  i d e n t i f i c a r  por compara-  

cion con los  pa t ro nes todos los  DNS-aa excepto  DNS-Thr ,  - S e r ,

- 6 1 u,  -Asp y -L ys .  El 4® s is tema p e rm i te  d i f e r e n c i a r  DNS-His ,

-Lys y - A r g .

Las p a r t i c u l a r i  da des del  método cons i sten en:

La l i s i n a  aparece  normalmente como d e r iv a d o  a , e - b i d a n s i 1-  

- l i s i n a  ( b i s - D N S - L y s )  s i  es N - t e r m i n a l ;  s i  es un r e s i d u o  i n t e r i o r  

se p r é s e n t a  en forma de e-DNS-Lys.  Conviene pues,  c o r r e r  todos  

los s is t e m a s .  Sin embargo, cada di  sol  vente  t i e n e  sus p ro ble ma s,  

con e l  t e r c e r o  se p i e r d e  la  r e s o l uciôn e n t r e  DNS-Leu y D N S - I l e  y 

e n t r e  DNS-Met y DNS-Phe.

En l a  p r im era  e tapa  de degradaciôn de los p é p t id o s  que co^  

t i e n e n  t i r o s i n a ,  se observa l a  o -DNS-Tyr  que sue le  ocupar una po-  

s i c i ô n  in termed i a e n t r e  DNS-Glu y DNS-Asp. Hay e n la c e s  de aminoâci^ 

dos h i d r o f ô b i c o s  que son mal h i d r o l  i zados y se o b t ie n e n  ma^nchas de 

D N S - I l e - V a l ,  D N S - V a l - V a l ,  ONS -Leu -Ala ,  e t c . .

No se puede d i f e r e n c i a r  e n t r e  Asp y Asn, Glu y G in ,  por eso
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es n e c e s a r l o  u t i l i z e r  la s  PTH-aa para  c o m p lé t e r  l a  i n f o r m a c i ô n .

Las p la ç a s  de p o l i a m i d a  deben s e r  lav adas  en NH^OH/metanol  

0 a ce to na  ( 1 : 1 ,  v / v )  por  in m e r s iô n  d u r a n t e  l a  noche y pueden v o l -  

v e r  a usars e  s i  n p ro ble ma s.  Con e s t a  t é c n i c a  se pueden d e t e c t a r  

c a n t i d a d e s  de ha st a  0 , 3  nmoles.

C r o m a t o g r a f i a  de PTH-aa en p l a ç a  de s i l i c a - g e l .

Este  s is te m a  se u t i l i z e  en s ec uenc ia  manuel para  d i f e r e n ­

c i a r  e n t r e  Asp/Asn y G l u / G l u  (Chen,  1 . 9 7 6 ) .

Pn.oc.tdyLm-ie.nto ••

Las muestras d i s u e l t a s  en m e t a n o l / d i c l o r o e t a n o  ( 7 : 3  

v / v )  se a p l i c a n  en p la c e s  de s i l i c a - g e l  (10  x 10 cm, 

HPTLC s i l  i c a - g e l  60 f^2541 M er k ,  D a r m s t a d t ,  RFA) a 1 

cm de i n t e r v a l o ,  y una r e f e r e n d a  de PTH-Asp/ -Asn y / o  

P T H - G l U / - G 1 n . Se r e a l i z e  una c r o m a t o g r a f i a  ascende n te  

en los  s is te ma s  s i g u i e n t e s :

S is tema I :  C l o r o f o r m o ,  1 - p r o p a n o l ,  2 - p r o p a n o l

( 9 8 : 1 : 1 ) .

S is tema I I :  D i c l o r o e t a n o , â c id o  a c é t i c o  ( 6 0 : 1 0 ) .

Se observa  b a jo  l u z  u l t r a v i o l e t a  de 254 nm, o se colo^ 

rea  con s o l u c i ô n  de n i n h i d r i n a  ante s  i n d i c a d a .

ESTRUCTURAS DE ORDEN SUPERIOR.

E s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a .

La o b t e n c i ô n  del  e s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a  de l a  p r o t e f n a ,

se l l e v a n  a cabo en cubet as  de 1 cm de paso ô p t i c o ,  se ha em p le a -
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do un e s p e c t o f otômetro  Cary 118. El e s p e c tr o  se ha o b t e n i d o  a una 

v e l o c i d a d  de b a r r i d o  de 0 , 2  nm/s.  Para l a  d e t e r m in a c iô n  se ha em- 

p leado una d i s o l u c i ô n  de enzima en una c o n c e n t r a c i ô n  0 , 7  mg/ml en 

âc ido  a c é t i c o  0 , 1  M pH 4 , 4 .

La obt e nc i ô n  de la  p r im era  d e r i v a d a  del  e s p e c t r o  u l t r a v i o ­

l e t a  se hace en la s  mismas co ndi c io nes  de b a r r i d o  y c o n c e n tr a c iô n

Dicro ismo c i r c u l a r .

El e s p e c tr o  de d icr o is mo  c i r c u l a r  se ha o b t e n i d o  en un d i - 

c r ô g r a f o  Jobin  Yvon, Mark I I I  equipado con un arco  de xenon de 

250 w a t i o s .  La v e l o c i d a d  de r e g i s t r e  es de 0 , 1  nm/seg.  Las cube-  

tas  empleadas son c i l î n d r i c a s  de cuarzo y con un paso ô p t i c o  de 

0 , 0 5  cm para  los  e s p e c tr o s  r e a l i z a d o s  en el  u l t r a v i o l e t a  î e j a n o .  

Todos los  dates  de e l i p t i c i d a d  aparecen expresados como e l i p t i c i -  

dad media por r e s i d u o ,  consider ândose en todos los  cases un peso

m o l e c u l a r  medio de 110 D a l t o n .  Las unidades de e s t e  parâmet ro
2

c r ô i c o  son grades x cm x de c imo l .

El a j u s t e  de l a  curva e x p e r i m e n t a l  se r e a l i z ô  s ig u ie n d o  

los métodos de Chen et al., 1 .9 72  y B o l o t i n a  tt al., 1^980.



RESULTADOS.
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RESULTADOS.

La d e t e r m i n a c i ô n  del  r e s i d u o  N - t e r m i n a l ,  por r e acc iô n  con 

i s o t i o c i a n a t o  de f e n i l o ,  de l a  f r a c c i ô n  con a c t i v i d a d  l î t i c a  a i s -  

la da  de huevo de ZtfLatltJU Capitata ( FernSndez-Sousa e.t al.,

1 . 9 7 7 ) ,  p r o po rc i o nô  r e s u l t a d o s  que ponîan  de m a n i f i e s t o  c i e r t a  hê  

t e r o g e n e i d a d  en d icha  f r a c c i ô n .

E n t re  los cont a m in a n te s  de l a  a c t i v i d a d  l î t i c a  se i d e n t i f y  

cô uno de e l l o s  como u b i q u i t i n a .  El hecho de que e s t a  p r o t e î n a  no 

se h ab îa  a i s l a d o  en i n s e c t e s ,  puso de r e l i e v e  el  i n t e r é s  de l a  câ  

r a c t e r i  za c iô n  de l a  u b i q u i t i f l a  de CtKatttti capitata, para e l  es -  

t u d i o  c o m p a r a t i v e  en d i s t i n t a s  e s p e c i e s .

En una p r i m e r a  e t ap a  d e s c r i b i  remos el  proceso de a i s l a m i e i i  

to  seguido por los  a u t o r e s  an tes  mencionados,  para exponer  p o s t e -  

r i o r m e n t e  los  r e s u l t a d o s  que l l e v a r o n  a l a  m o d i f i c a c i ô n  de e s t e  

método.

A i s l a m i e n t o  de l a  f r a c c i ô n  con a c t i v i d a d  l î t i c a .

Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en l a s  e tapas  c r o m a t o g r â f i c a s : Am 

b e r l i t a  CG-50 ,  Sephadex G-25 y Sephadex G-75 son i d é n t i c o s  a los  

d e s c r i b e s  por Fernândez-S ou sa et al., 1 . 9 7 7 .  En l a  f i g u r a  13 se 

recogen los  p e r f i l e s  de es ta s  c r o m a t o g r a f î a s .

La f r a c c i ô n  de p r o t e î n a  con a c t i v i d a d  l î t i c a  o b t e n i d a  d e s ­

pués de la  c r o m a t o g r a f î a  en Sephadex G - 7 5 ,  aparece  como una ûnica  

banda en e l e c t r o f o r e s i s  en gel  de p o l i a c r i 1 amida en medio â c i d o ,  

y en e l e c t r o f o r e s i s - S D S  a l  10% de a c r i l a m i d a .  La r e c r o m a t o g r a f î a  de 

l a  muestra en Sephadex G-75 en â c id o  a c é t i c o  0 , 1  M, p r o po rc i o na  un 

ûnic o p ic o  s i m é t r i c o ,  de p r o t e î n a ,  en el  que la  d i s t r i b u c i ô n  de ac 

t i v i d a d  l î t i c a  es asimismo s i m é t r i c a .  El a n â l i s i s  de aminoâcidos de l a
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FIGURA 13 a y b: P e r f i l  de absor c iô n a 280 nm de los e l u î d o s  de 
las  c r o m a t o g r a f1 as en A m b e r l i t a  CG-50 ( a )  y Sephadex G-25 (b )  
del m a t e r i a l  o b t en i do  en e l  proceso de e x t r a c c i ô n .  La f r a c c i ô n  
en la que se encue ntr a  la  u b i q u i t i n a  se in d i c a  con rayas v e r t [  
cal es .
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I t s7g5 0

FIGURA 13 c: P e r f i l  de abs or c iô n  280 nm de l  e l u î d o  de l a  c ro  
m a t o g r a f i a  en Sephadex G-75 de l a  muestra que 

procédé de l a  s e p a ra c iô n  c r o m a t o g r â f i c a  en Seph^ 
d e ^ ' ^ - ^ 5 .  La f r a c c i ô n  que c o n t i n e  u b i q u i t i n a  se 

i n d i c a  en l a  f i g u r a  con rayas  v e r t i c a l e s .



- 77 -

muestra es c o ns t a n t e  en d i f e r e n t e s  e x t r a c c i one s.

Los a u to re s  desc r i b e n  como r e s i du o  N - t e r m i n a l  GLICOCOLA.

El c r i t e r i o  u t i l i z a d o  para  dar e s t e  r e s u l t a d o  fue la  d a n s i l a c i ô n  

de l a  m ue s tr a ,  y a p l i c a c i ô n  del  DNS-aa^ en p laça  de p o l i a m i d a .  En 

nue s t ro  caso los  c r i t e r i o s  u t i l i z a d o s  fue ron  dos,  d a n s i l a c i ô n  y 

a n â l i s i s  del  d e r iv a d o  P TH-aa j  h i d r o l i z a d o  (Méndez y L a i ,  1 . 9 7 5 ) .  

El segundo c r i t e r i o  p e r m i te  c u a n t i f i c a r  los r e s u l t a d o s .  Estos fue  

ron :

Met . . . . . 50% Lys . . . .  5,0%

Gly . . 30% Ala . .  5,0%

As X . .  5,4% Glx . .  4,6%

En p laç a  de p o l ia m id a  se d é t e c t a  el  der iv a d o  d a n s l l a d o  de 

l a  g l i c o c o l a ,  ya que la  m e t io n i n a  aparece  como DNS-Met y DNS-Mes 

y 1 os re nd im i e n to s  de los  û l t i m o s  son b a jo s .

Comportamiento c r o m a t o g r â f i c o  de la  muestra o b t e n i d a  en la  s e p a r a ­

c iôn c r o m a t o g r â f i c a  en Sephadex G - 7 5 .

Una vez puesta de m a n i f i e s t o  l a  he te ro g e ne i d a d  de la  muestra  

se p ro c e d i ô  a la  sep a ra c iô n  de sus componentes.  Para e l l e  se r e a l i  

zaron c r o m a t o g r a f i a s  en Sephadex G-25 en medio âc ido y b S s i c o ,  y en 

Sephadex G-50 en âc ido a c é t i c o  0 , 1  M.

Cfioma.tvQfia(i,la. en Se.phadex. G-25 a dX.6t.intc6 pH.

Se r e a l i  zaron dos c r o m a t o g r a f i a s  en Sephadex G-25 .  a pH 4 ,5  

y 9 , 0 .  Los p e r f i l e s  de ab sorc iô n  a 280 nm de los e l u î d o s  se recogen
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en l a  f i g u r a  14.

En l a  c r o m a t o g r a f1 a en I c i d o  a r é t i c o  0 , 1  M pH 4 , 0  se o b t i e ­

nen dos p ic os  solapados con volûmenes de e l u c i ô n  de 22 y 27 ml res^ 

p e c t i v a m e n t e .  En l a  c r o m a t o g r a f i a  en tampôn b i c a r b o n a t o - c a r b o n a t o  

sôdic o  0 , 0 5  M pH 9 , 0 ,  se o b t i e n e  un so lo  p i c o  con un volumen de 

e l u c i ô n  de 19 m l ,  que c o ï n c i d e  con e l  volûmen de e x c l u s i ô n  de l a  

columna, medido con azu î  de d e x t r a n o .

El d i f e r e n t e  comportamiento  c r o m a t o g r â f i c o  en f u n c iô n  del  

pH, pa re ce  i n d i c a r  l a  e x i s t e n c i a  de i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  lo s  d i s t i ^  

tos componentes de l a  mezc la  que se ven f a v o r e c i d a s  en medio b â s i -  

co y d isminuyen o desaparecen en medio â c i d o .

15 u .

U3

05 10.

FIGURA 14: P e r f i l  de abs or c iô n  a 280 nm de l a s  cromato^ 

g r a f l a s  en Sephadex G-25 a pH Scido ( 1 )  y 

b â s ic o  ( 2) .

El hecho de que l a  u b i q u i t i n a ,  que t i e n e  un p I  de 6 , 7 ,  se 

re t e n g a  en e l  proceso de a i s l a m i e n t o  y e x t r a c c i ô n  en un cambiador  

c a t i ô n i c o ,  nos p e r m i t i ô  suponer en su momento l a  e x i s t e n c i a  de a2 
gûn t i p o  de i n t e r a c c i ô n  de es ta  p r o t e î n a  con a lgûn componente bSsi^ 

co.  Aceptando e s ta  h i p ô t e s i s ,  podemos d e d u c i r  que l a s  i n t e r a c c i o -
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nés e l e c t r o s t â t i c a s , c o n t r ib u y e n  a e s t e  c o m por ta m ie nt o , ya que en 

medio bâ s ic o  la  u b i q u i t i n a  t i e n e  carga  n e g a t i v a  y los componentes 

que p ro du j e ro n  la  anormal r e t e n c i ô n  de l a  p r o t e î n a  en A m b e r l i t a  

CG-50,  carga  p o s i t i v a .  En medio âc id o  e s ta  i n t e r a c c i ô n  desaparece  

r î a  0 d i s m i n u i r î a  pues la  u b i q u i t i n a  pasa a t e n e r  carga p o s i t i v a .

CA-omatog^a^Za en Sephadex  G- 50  en dccdo acético.

En base a los  r e s u l t a d o s  obteni dos  en la  s epara c i ôn  cromato  

g r â f i c a  a n t e r i o r ,  se i n t e n t ô  s ep ara r  los componentes en Sephadex 

G-50.  En la  f i g u r a  15 se recoge el p e r f i l  de absor c iô n a 280 nm del  

e l u î d o  de es ta  c r o m a t o g r a f î a .

0.4

0.2

FIGURA 15: P e r f i l  de a b s or c iô n  a 280 nm de la  cromatogra f î  a 

en Sephadex G-50 .
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MATERIAL BIOLOG ICO
HOMOQENEIZACION 
Ac OH Oil M I Cloranfcnicol SOmg/|

EXTRACCION
OOmln,

r
PPDO

flltraeion 
Whatman n*1

CENTRIFUQACK>N 
37000 g 40min.

SOBRENADANTE
HOMOGENEfZACiON

EXTRACCION

CENTRIFUQACtON

PPOO

TRATÀMIENTO TERMtCO 
# C ; 5 mln. anfrlamlanlo

CENTRIFUGACION 
37000g «8mln.

aOBRCNADANTE

CROMATOGRAPlA EN AMBERLITA CG-50 
atoiOe eon NaMgPC(̂  pH«j5 0.8M

CROMATOGRAPlA EN SEPHADEX 0 -2 5  
an AeOH 0,1 M

CROMATOGRAPlA EN SEPHADEX G-75 
an AeOH 0.1 M

CROMATOGRAPlA EN SEPHADEX G -50  
an AeOH 0,1 M t uraa « M

CROMATOGRAPlA EN AMBERLITA CO-50 
alwldo con NaHgPq* pH 6,6 O.IM

UBIGUITIIMA
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E luye un so lo  p ico con un volumen de e l u c i ô n  de 87 ml y dos 

hombros a 76 y 62 ml .

A i s l a m i e n t o  y p u r i f i c a c i ô n  de u b i q u i t i n a  de capitata.

El esquema de p u r i f i c a c i ô n  se c in e  al  d e s c r i t o  para la  l i s o  

z im a,  hasta  la  c r o m a t o g r a f i a  en Sephadex G-75.  P os t e r io r m e n t e  se 

afiaden dos procesos c r o m a t o g r a f ic o s  mâs, c ro m a t o g r a f î a  en Sephadex 

G-50 en urea 6 M, âc i d o  a c é t i c o  0 , 1  M, y c r o m a t o g r a f i  a en A m b e r l i ­

ta  CG-50.

Cfiomatogfia zn Sephadex G-SO uaea 6 M.

Para e l i m i n a r  las  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  los componentes de la 

m u e s tr a ,  puestas de m a n i f i e s t o  en c r o m a t o g r a f î a s  en medios âc ido  y 

b â s i c o ,  se r e a l i z ô  una cromatogra  f i a  en Sephadex G-50 en medio âcj^ 

do, en p r ese nc ia  de urea 6 M. En la f i g u r a  17 se recoge el  p e r f i l  

de a bsor c iô n  a 280 nm de 1 e l u î d o .

La c r o m a t o g r a f i a  de l a  muestra a t r a v é s  de Sephadex G-50 

pro po rc i o na  t r è s  f r a c c i o n e s  con unos volûmenes de e l u c i ô n  de 80 ,

103 y 128 ml r e s p e c t i  vamente.  Las dos pr imeras  f r a c c i o n e s  se d ia l j^  

zaron f r e n t e  a âc id o  a c é t i c o  d ur ant e  dos d i a s ,  y el  r e s t o  de la  

urea se é l i m i n é  en Sephadex G-25.  La pr imera  f r a c c i ô n  posee una ac 

t i v i d a d  l î t i c a  de 95 u/mg. El b a r r i d o  es p e c tr o s c ô p i c o  de la misma,  

pone de m a n i f i e s t o  la  e x i s t e n c i a  de u b i q u i t i n a  en los mârgenes se-  

Ralados en la f i g u r a ,  en a l t o  grado de pur eza .  Por b a r r i d o  en e l e £  

t r o f o r é s i s - S D S  de es ta  f r a c c i ô n  se pone de m a n i f i e s t o  la  e x i s t e n c i a  

de un componente de Pm a l r e d e d o r  de 1 5 .0 0 0  que es la l i s o z i m a .
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FIGURA 17: P e r f i l  de ab s or c iô n  a 280 nm de l a  

c r o m a t o g r a f i a  en Sephadex G-50 en 

urea  6 M.

C^omatogAa^Xa en Ambe.̂ tXta. CG-50.

La p r i m e ra  f r a c c i ô n  de l a  c r o m a t o g r a f î a  en Sephadex G-50 en 

urea  6 M, Sc ido a c é t i c o  0 , 1  M, se a p l i c Ô  en c r o m a t o g r a f î a  de cambio 

de i ôn en A m b e r l i t a  CG-50.  El p e r f i l  de a b s or c iô n  a 280 nm de l  e l u £  

do se rec oge en l a  f i g u r a  18.

La muestra a p l i c a d a  se sépara  en dos componentes.  Uno de 

e l l o s  no se r e t i e n e ,  y en e l e c t r o f o r e s i s - S D S  posee una m o v i l i d a d  

que c o r re spond e  a un peso m o l e c u l a r  de 6 . 5 0 0  D. El componente que 

queda r e t e n i d o  t i e n e  a c t i v i d a d  l î t i c a  con una Ae = 2 . 1 0 0  u/mg.

El componente de b a jo  peso m o l e c u l a r  se degradô s e c u e n c i a l ­

mente en un s e c u e n c i a d o r  Beckman 890 B. La comparac iôn de l a  se ­

c uenc ia  obten i da (que se expondrâ en e l  a p a r t a d o  c o r r e s p o n d i e n t e )  

con l a s  d i f e r e n t e s  s e cuenc ia s  r e c o p l l a d a s  por D a y ho f f  ( 1 . 9 7 8 ) ,  per
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m i t l ô  i d e n t i f i c a r  a es te  p o l i p é p t i d o  como u b i q u i t i n a

5 7

FIGURA 18: P e r f i l  de abosrc iôn  a 280 nm de la  recr o  

m a t o g r a f i a  en A m b e r l i t a  CG-50.

El r e n d im i e n t o  de u b i q u i t i n a  en e l  proceso  

de a i s l a m i e n t o  y e x t r a c c i ô n  d e s c r i t o  es de 10- 

15 mg por 200 g . de huevo de Ce.fLatitZi> cap-itata.

C r i t e r i o s  de p u r e z a .

La muestra en l a  u l t i m a  e tapa  de a i s l a m i e n t o  p ré se n ta  una 

ûnica banda en e l e c t r o f o r e s i s - S D S  en g r a d i e n t e  del  7,5-30% de a c r ^  

la m id a .  El a n S l i s i s  del  r e s i du o  N - t e r m i n a l ,  t a n t o  por re a c c i ô n  con 

c l o r u r o  de d a n s i l o ,  como con i s o t i o c i a n a t o  de f e n i l o ,  da como resul^ 

tado un ûnico r e s i du o :  METIONINA.
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D e te r m i n a c i ô n  de l  peso m o l e c u l a r  de la  u b i q u i t i n a .

La d e t e r m i n a c i ô n  de! peso m o le c u l a r  de l a  u b i q u i t i n a  se rea^ 

l i z ô  en e l e c t r o f o r e s i s  en SOS al  0,1% y a c r i l a m i d a  al 19%. Se u t i -  

l i z a r o n  como pa t r o n e s  i n s u ! i n a  (5 733  D ) ,  c i t oc ro m o c de corazôn de 

c a b a l lo  (12 500  0 ) .  En l a  f i g u r a  19 aparece la  r e c t a  de c a l i b r a d o  

de los  g e l e s ,  re p r e s e n ta n d o  l o g . peso m o le c u l a r  de la s  p r o t e î n a s  

f r e n t e  a Rf . L a  u b i q u i t i n a  aparece  con un peso m o l e c u l a r  de

6 . 5 0 0  D- Como se puede comprobar en l a  secuencia  compléta  de es ta  

p r o t e î n a  su peso m o l e c u l a r  es de 8 .5 4 1  D. La d i f e r e n c i a  en e l  peso 

m o l e c u l a r  encon tr a da  en e l e c t r o f o r e s i s  se ha e x p l i c a d o  en la  i n t r o  

d u c c i ô n ,  ya que ha s id o  d e s c r i t a  por o t r o s  a u to r e s  (S e id a h  e t  a £ . , 

1 . 9 7 8 ) .

40

20

Ub10

1,000,50

FIGURA 19: R e p r e s e n t a c i ô n  de los Rf de la s  p r o t e î n a s  

en e l e c t r o f o r e s i s - S D S  al 19% en a c r i l a m i d a  

en f u n c iô n  de l  l o g a r i t m o  de sus pesos mole 

c u l a r e s .  (1) h i s t o n a  H5, ( 2 )  c i t oc r om o  c ,  

( 3 ) i n s u l i n a .
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A n â l i s i s  de aminoâcidos de l a  u b i q u i t i n a .

El r e s u l t a d o  de los  a n â l i s i s  de aminoâcidos a d i s t i n t o s  t i e m  

pos de h i d r o l i s i s  f i g u r a  en la  t a b l a  3 • Se han c a l c u l a d o  los p o r -

c e n t a j e s  de los  aminoâcidos que no son fu n c iô n  del  t iempo de h i d r o ­

l i s i s  ( t a b l a  3 a ) ,  y los  p o r c e n t a j e s  de los  aminoâcidos que son fuii 

c i ôn del  t iempo de h i d r o l i s i s  en l a  t a b l a  3 b.

La r e p r e s e n t a c i ô n  de l a  v a r i a c i ô n  del  p o r c e n t a j e  de t r e o n i n a  

y s e r i n a  en f u n c iô n  de 1 t iempo de h i d r ô l i s i s  se recoge en la  f i g u r a

# #  horas

FIGURA 20: V a r i a c i ô n  de los porcei i  

t a j e s  de t r e o n i n a  y s e r i n a  en f u n ­

c iôn del  t iempo de h i d r ô l i s i s .

En la  t a b l a  4 aparece  el  a n â l i s i s  complete de l a  p r o t e î n a  

r e f e r i d o  a 100 am i noâ ci dos ,  a 3 f e n i 1 al  an inas , a l  m e t i o n i n a ,  a 4 

a r g i n i n a s ,  a un peso m o l e c u l a r  de 8 .5 0 0  D, y el  v a l o r  e n t e r o  de 

cada aminoâcido para una secuencia  de 74 r e s i d u e s .

No se d e t e c t a r o n  c i s t e î n a s  ni como c a r b o x i m e t i 1- c i s t e î n a , 

en la h i d r ô l i s i s  de la  p r o t e î n a  c a r b o x i m e t i1 a d a , ni como âc ido
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a) 24 h. 48 h. 74 h. 96 h M ,

ASX 1 2 , 4 8 1 2 ,5 4 12 ,37 12 ,4 1 1 2 ,4 5

GLX 2 3 , 4 0 2 3 ,3 1 2 2 ,9 3 2 3 ,1 9 2 3 ,2 1

PRO 5 , 5 5 5 , 5 0 5 ,5 4 5 ,4 7 5 ,5 1

GLY 9 , 0 8 9 , 1 0 8 , 9 8 9 , 3 1 9 , 1 2

ALA 4 , 4 6 4 ,3 7 4 , 5 7 4 , 5 2 4 . 4 8

MET 1 ,3 2 3 , 3 9  . 2 ,5 1 1 ,7 4 2 , 2 4

LEU 1 3 ,4 0 1 3 ,0 8 13 ,91 13 ,7 2 1 3 ,5 3

TYR 3 ,0 6 2 , 9 0 2 , 6 5 2 , 7 4 2 . 8 4

PHE 5 , 2 6 4 , 3 6 4 , 4 5 4 , 7 3 4 . 7 0

HIS 2 , 1 6 2 , 0 3 2,00 2,01 2 , 0 5

LYS 1 2 ,8 0 12 ,4 5 12 ,3 4 12 ,5 7 12 ,5 4

ARG 7 , 0 3 6 , 9 7 7 , 7 5 7 ,5 9 7 , 3 3

b)
t  = 0

THR 12 ,1 5 1 2 ,0 3 1 1 ,7 0 11 ,64 12 ,3 5

SER 5 , 6 6 5 ,4 2 5 ,0 9 4 , 9 9 5 ,80

VAL - -  - ----- ---- 7 ,5 6 -----

ILE ----- -  -  - -  -  - 1 2 ,0 9 -----

TABLA 3: A n a l i s i s de aminoâcidos de la U b i q u i t i n a

a) Aminoécidos que permanecen i n v a r i a b l e s  

con el  t iempo de h i d r ô l i s i s .

b) AminoScidos que son fu n c iô n  de l  t iempo  

de h i d r ô l i s i s .
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c i s t e f c o ,  en l a  h i d r ô l i s i s  de la  p r o t e î n a  ox idada con âc id o  p e r f ô r  

tnico. Tampoco se d e t e c t ô  t r i p t ô f a n o  por 1 os métodos d e s c r i t o s  en 

e l  a p a r ta d o  c o r r e s p o n d i e n t e .

D e te r t n in ac iô n  del  r e s i d u o  N - t e r m i n a l .

Se u t i l i z ô  e l  mêtodo de r e a c c i ô n  con d o r u r e  de d a n s i l o  y 

l a  d e gr ada c iô n  manual con PITC y TFA. En ambos casos el  r e c o n o c i -  

mient o  del  pro du cto  o r i g i n a d o ,  d iô  como r e s u l t a d o  e l  d e r i v a d o  de 

m e t i o n i n a  c o r r e s p o n d i e n t e .  La m e t i o n i n ^ - a p a r e c e  p a r c i a l m e n t e  o x i -  

dada en ambos casos.

E s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a  de l a  u b i q u i t i n a .

En l a  f i g u r a  21 se recoge e l  e s p e c tr o  u l t r a v i o l e t a  de l a

p r o t e î n a .

FIGURA 21: E sp ec tr o  u l t r a v i o l e t a  de u b i q u i t i n a  de

capÂ^tata .
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El e s p e c t r o  o b t e n i d o ,  es el  c a r a c t e r i s t i c o  de la  u b i q u i t i ­

na d e s c r i  to  por C iechanover  en 1 . 9 8 0 ,  con un mâximo a 275 nm y c in 

co hombros a 28 1 ,  267 ,  264 ,  2 5 7 , 5 ,  y 2 5 1 ,5  nm.

El mëximo a 275 nm corresponde a la  ûnica  t i r o s i n a  de esta

m o lé c u l a ,  a s i  como 1 os hombros a 267 y 281 nm, m ie n t ra s  que los

hombros a 264 ,  2 5 7 ,5  y 2 5 1 ,5  nm corresponden a las  dos f e n i l a l a n i -

nas de l a  m o lé cu la .

En l a  f i g u r a  22 se recoge la  pr i m era  de r i v a d a  de! e s p e c t r o .

FIGURA 22: Primera  d e r i

vada del e s p e c t r o  u l t r ^  

v i o l e t a  de u b i q u i t i n a

de Czh.ailtA.& capX.tata.

Espectro  de d i c r o i s m o.

El r e s u l t a d o  de 1 e s p e c tr o  de d ic ro is m o  a pH n eut ro  de es ta  

p r o t e î n a  se recoge en la  f i g u r a  23 . En esta  misma f i g u r a  se r e c o ­

ge e l  r e s u l t a d o  de la  curva c a l c u l a d a  por el  método de a j u s t e  de 

Chen, Yang y M a r t i n e z  ( 1 . 9 7 2 ) .  El e r r o r  de Ta curva  c a l c u l a d a  es
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de 6 1 4 . 4 7 4 ,  y los  p o r c e n t a j e s  de la s  d i f e r e n t e s  e s t r u c t u r a s  son lo s  

s 1 gui  e n te s  :

H é l i c e  a 9,06%

[ s t r u c t u r a  g 8,99%

Cadena e s t .  81,95%

Estos r e s u l t a d o s  son s i m l l a r e s  a los  o b t e n i d os  por  Jensen e t  

, en 1 . 9 8 0 .

210 2 5 0  n m2 4 02 3 0agSL

mr
x 1 0 ‘ ^

- 4

—6

-8

-10

1 — —

FIGURA 23: E spec t ro  de d i c r o i s m o  de u b i q u i t i n a  de capitata.

( 2 )  A j u s t e  de B o l o t i n a  e t  al. ( 1) A j u s t e  de Chen e t  al.

SI e l  a j u s t e  se r e a l l z a  segûn e l  método de B o l o t i n a  e t  al., 
( 1 . 9 8 0 ) ,  los  p o r c e n t a j e s  d i f l e r e n  o b t e n i é n d o s e :
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H é l i c e  a 20,01%

[ s t r u c t u r a  e 5,25%

Cadena e s t .  74,74%

El e r r o r  es de 5 . 9 4 5 . 5 0 6 ,  que i n d i c a  un buen r e s u l t a d o ,  ya 

que e s t e  a j u s t e  fue r e a l i z a d o  con 10 puntos y e l  a n t e r i o r  con 9.  

Estos re s u l t a d o s  concuerdan mejor  con los obtenidos por Cary e t  

al., ( 1 . 9 8 0 ) :

H é l i c e  a 28%

[ s t r u c t u r a  6 12%

DETERMINACION DE LA [STRUCTURA PRIMARIA DE LA UBIQUIT INA.

Secuencia  a u t o m â t i c a .

Se a p l i c a r o n ,  en la  copa del secue ncia dor  automSt ico  Beckman 

890 B , 300 nmoles de p r o t e î n a  n a t i v a .  Después de un p r im er  c i c l o  de 

lavado en el  que se suprime la  e tapa  de r u p tu ra  , se r e a l i z a r o n  30 

c i c l o s  de degr ad ac iô n.  Las ATZ-aa l i b e r a d a s  fueron c o n v e r t idas en 

la s  PTH-aa c o r r e s p o n d i e n t e s . En la  t a b l a  5 se r e f l e j a n  los r é s u l t a  

dos de los a n a l i s i s  de las  PTH-aa l i b e r a d a s  en cada c i c l o  de secue^  

c i a .

Se u t i l i z a r o n  como c r i t e r i o s  de i d e n t i f i c a c i ô n :

- Cromatograf  1 a g a s - l î q u i d o  del producto  s i l i l a d o  y s in  s i l i _  

l a r .

-  C ro m ato g ra f î a  b id im en s io na  1 en p laça  de p o l i a m i d a .

- C ro m ato gra f i a  en p la ça  de s i ! i c a - g e l .

- Reacciôn con el  r e a c t i v o  de P aul y .

- Reacciôn con el  r e a c t i v o  de f e n a n t r e n o q u i n o n a .
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Res i duo CGL CGL Si 1 i 1 ado P o l i  ami da ( 1) ( 2) Ami noâcido

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/LEU - - LEU
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 - - LEU
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 * GLU GLU - - GLU
25 ----------- ASN+ASP - - ASN
26 ----------- •  -  - VAL - - VAL
27 ----------- “ -  - — — — - - { X )
28 -  •  - ----------- ALA - - ALA

29 ----------- ------ ---- ( + ) • - (A r g )
30 ILE/LEU ILE ILE/LEU - - ILE

TABLA 5:. Anél i s i s  de l a s PTH-aa o b t e n i das por s ecuenc ia
a u to m â t i  c a .
( 1 )  R e a c t i v o  de f e n a n t r e n o q u i n o n a .
( 2 )  R e a c t i v o  de P a u l y .
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En lo s  re s i d u e s  3,  8, 13, 23 y 30 ,  aparece  P T H - I l e / L e u .

En c r o m a t o g r a f1 a b id im e n s i o n a l  en p laça  de p o l i a m i d a ,  no es 

p o s i b l e  d i f e r e n c i a r  e n t r e  los  d e r i v a  dos de l e u c i n a  e i s o l e u c i n a .  

Para d i s t i n g u i r l o s  es n e c e s a r i o  u t i l i z a r  l a  c r o m a t o g r a f l a  en p laç a  

de si  1 i c a - g e l  o l a  c r o m a t o g r a f î a  g a s - l î q u i d o  del  d e r iv ado  s i l i l a d o .  

En el  u l t i m o  caso l a  d i f e r e n c i a  e s t r i b a  en que la  PTH-Leu se desdo 

b la  en dos p ico s  so la p a d os ,  m i e n t r a s  que no lo hace la  P T H - I l e .

Para lo s  casos de der i v a d o s  poco v o l a t i l e s ,  como son los de 

l i s i n a ,  âc idos a s p â r t i c o  y g l u t â m i c o ,  as para g in a  y g l u t a m i n a ,  el  

re co n oc i m i e n t o  en CGL se r e a l i z a  p r e v i a  s i l i l a c i ô n  del produc to .  

Este es e l  caso de los  re s i d u e s  2,  6, 1 1 ,  16,  18 ,  21 y 24.

Los r e s i du e s  7 ,  9 ,  1 2 ,  14 y 2 2 ,  fue ron  i d e n t i f i c a d o s  como 

t r e o n i n a .  La f e n i 11i o h i d a n t o i n - t r e o n i n a  , en c ro m a t o g r a f i a  g a s - l î q u ^  

do, se desdobla en dos p i c o s ,  uno que e lu ye  j u n t o  a PTH-Gly y o t r o ,  

el  de r i v a d o  de la  d e h i d r o t r e o n i n a , que e lu y e  después de PTH-Pro.  En 

pla ça  de p o l ia m id a  aparece  también en dos manchas, la s  c orr espon-  

d i e n t e s  a l a  PTH-Thr y a l a  PTH-deh idro  Thr .

1 5 10
MET-GLN-ILE-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- ( A rg ) - ILE-

FIGURA 24 : R esul t ado de la  secuencia  au to mâ t ica  de

la  re g iô n  N - t e r m i n a l  de la u b i q u i t i n a  

de Ccfiatltli capitata.
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La r e a c c i ô n  con el  r e a c t i v o  de Rauly y con el  r e a c t i v o  de 

f e n a n t r e n o q u i n o n a , fue  n e g a t i v e  en todos los cas o s ,  excepto  en e l  

r e s i d u o  2 9 ,  en e l  que l a  r e a c c i ô n  con el  segundo r e a c t i v o  d iô  po-  

s i t i v a ,  pero  d é s a r r o i l â n d o s e  un c o l o r  muy d é b i l .  Este re s i d u o  se 

i d e n t i f i e d  i n i c i a l m e n t e  como a r g i n i n a ,  pero p o s t e r i o r m e n t e  se pudo 

comprobar que era  l i s i n a .

La a p a r i c i ô n  de l a  p r o l i n a  en l a  s e c u e n c i a ,  produce una caj[  

da f u e r t e  en e l  r e n d i m i e n t o ,  debido a l a  d i f i c u l t a d  de romper e l  

e n l a c e  imido que forma e l  n i t r ô g e n o  de la  p r o l i n a .  Se puede solven^ 

t a r  est a  d i f i c u l t a d ,  en una nueva degr ada ciô n a u t o m â t i c a ,  r e a l i z a n  

do e ta p as  dobles  de a c o p l a m i e n t o  y r u p t u r a  al  11 donde apare ce  e s t e  

ami no âc id o .

En l a  f i g u r a  24 se muestra  l a  secuencia  de los  30 p r im ero s  

r e s i d u e s  de l a  zona N - t e r m i n a l  con la  ausenci a  de la s  p o s i c i o n e s  

20 y 2 7 .  Como se puede o b s e r v e r  es muy r i c a  en r e s i d u e s  a p o l a r e s ;  

aproximadamente  e l  45% de! t o t a l  de los r e s i d u e s  que componen es ta  

secu enc ia  son r e s i d u e s  de n a t u r a l e z a  h i d r o f ô b i c a .

H i d r ô l i s i s  con t r i p s i n a .

En la  f i g u r a  25 a pare ce  e l  mapa p é p t i d i c o  de l a  h i d r ô l i s i s

de l a  p r o t e î n a  con t r i p s i n a .  El mapa r e v e l a d o  con r e a c t i v o  d i l u i d o

de n i n h i d r i n a  muestra  13 p é p t i d o s ,  enumerados suces ivam ente  T - 1 ,

T - 2 ,  .............  y T - 1 2 ,  mâs un p é p t i d o  enumerado T - 6b. La l e t r a  T sir^

ve para  d i s t i n g u i r l o s  de lo s  o b t e n i d os  con h i d r ô l i s i s  con quimo-  

t r i p s i n a  y con c l o s t r i p a î n a .

Los p é p t i d o s  T -7  y T-8 p r e s e n ta n  c o l o r  verdoso al  r e v e l ar

l a  p la ç a  con n i n h i d r i n a ,  e s t o  i n d i c a  la  p r e s e n c ia  de s e r i n a  o t r e o

n in a  en su r e s i d u o  N - t e r m i n a l .  El re V ela do  de la  p la ç a  con a - n i t r o
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s o - B - n a f t o l  , r e a c t i v o  e s p e c i f i c o  para t i r o s i n a ,  da una unica man- 

cha rosacea  que corresponde a l  p é p t id o  T - 8.

El numéro de pép t id o s  obt eni do  es congruente  con e l  numéro 

de l i s i n a s  y a r g i n i n a s  o b te ni das  por e l  a n é l i s i s  de aminoâcidos de 

la  p r o t e î n a  n a t i v a .

T-12
C 3

FIGURA 25: Mapa p e p t î d i c o  de la  h i d r ô l i s i s  con t r ig i  

sina  de la  u b i q u t i t i n a  de capX

tata.

An â l i s i s  de aminoâcidos de lo s  pép t id o s  t r î p t i c o s -

En la t a b l a  6 se recogen los a n â l i s i s  de aminoâcidos de 

los pép t id o s  t r î p t i c o s  e x t r a î d o s  de 1 mapa p e p t î d i c o  o b t eni do  des ­

pués de la  h i d r ô l i s i s  e n z i m â t i c a .  Se r e f i e r e n  todas las  can t i d a d e s  

a 1,00 l i s i n a  o 1,00 a r g i n i n a ,  dependiendo de que el  pép t id o  posea 

uno u o t r o  de estos re s i d u e s  como aminoâcido C - t e r m i n a l .

El a n â l i s i s  de aminoâcidos del p é p t i d o  T-12  c o i n c i d e ,  de nt ro
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del  e r r o r  e x p e r i m e n t a l ,  con e l  de l a  p r o t e î n a  I n t a c t a ,  Los p é p t i ­

dos T - 6a y T - 6b son los  Onicos que p r e s e n ta n  m e t i o n i n a  en su anSli^ 

s i s .  Son e l  mismo p é p t i d o  en d i s t i n t o  grado de o x i d a c i o n .

El r e n d i m i e n t o  de l  p é p t i d o  T - 6a es 8 veces s u p e r i o r  a l  del

p é p t i d o  T - 6b. Ambos, proceden del  que c o n s t i t u y e  e l  ex t re m e  N - t e r ­

mina l  de l a  u b i q u i t i n a  d e te rm in ado  por secuencia  a u t o m â t i c a .

La u ni ca  t i r o s i n a  se e n c ue n tr a  en e l  p é p t i d o  T - 8 , y l a  h i s -  

t i d i n a  en e l  T - 5 .  Los o t r o s  dos r e s i d u e s  a ro m at ic o s  se e n c ue n tr a n  

en los  p é p t i d o s  T -4  y T - 6. C o i n c i d i e n d o  con e l  a n â l i s i s  a u to m â t i c o

de aminoâcidos hay 7 l i s i n a s  y 4 a r g i n i n a s .  La composic iôn  de am i ­

noâcidos d e r i v a d a  de l a  suma de los  r e s t e s  de te c ta d o s  en lo s  pépti^ 

dos t r î p t i c o s  es l a  s i g u i e n t e :

Aminoâci  do Pép. t r î p t i c o s A. au to m â t i c o Di f e r e n c  i a

ASX 7 7 -

THR 7 7 -
SER 3 3 -
GLX 12 12- 13 -
PRO 3 3 -
GLY 4 5 -1
ALA 2 #  2 -3 -
VAL 4 4 -
MET 1 1 -
ILE 7 6-7 -
LEU 9 7-8 + 1
PME 2 2 -3 -
TYR 1 1-2 -
HIS 1 1 -
LYS 7 7 -
ARG 4 4 -

TOTAL 74 74 + 1 -
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La d i f e r e n c i a  mâs n o t a b l e  e n t r e  los  dos a n â l i s i s ,  se presen^ 

ta  en l a  f a l t a  de una g l i c o c o l a  en los  p é pt id os  t r î p t i c o s .  Se po-  

d r î a  pensar que es te  r e s i d u o  se encuen tr a  unido a la  a r g i n i n a  C - t e r  

m i n a i ,  como ocur re  en u b i q u i t i n a  de t e s t î c u l o  de t rucha  (Watson zt. 
at,, 1 . 9 7 8 ) ,  pero se d e s c a r t a  esta  p o s i b i l i d a d ,  a l  no haberse d e t e ç  

tado e l  p é p t id o  L e u - A r g - G l y ,  y s î  el  Leu-Arg .

Rendimiento  de l a  h i d r ô l i s i s  y de la  e x t r a c c i ô n .

En l a  t a b l a  7 f i g u r a n  los re n d im i e n to s  de h i d r ô l i s i s ,  y de 

e x t r a c c i ô n  del  mapa de los  p épt id os  t r î p t i c o s .  Se comparan los r e ­

s u l t a d o s  del  método de e x t r a c c i ô n  por so n i c a c iô n  con los obtenid os  

por s imple  a g i t a c i ô n .

La h i d r ô l i s i s  de l a  u b i q u i t i n a  con t r i p s i n a  t i e n e  un r e n d i ­

miento del  74 ,2%,  m i e n t r a s  que la  h i d r ô l i s i s  de la  muestra de u b i ­

q u i t i n a  que c o n t ie n e  p é p t id o s  de pequefio tamafSo m o le c u l a r  t i e n e  un 

r e n d im i e n t o  del  46%. Los p é pt id os  que i n t e r a c c i o n a n  con la  u b i q u i ­

t i n a  parecen poseer  un e fect \s p r o t e c t o r  sobre é s t a ,  impid iendo en 

gran medida el  acceso de l a  t r i p s i n a ,  como o c u r r e  con la  u b i q u i t i ­

na a i s l a d a  de t imo de t e r n e r a  (Low zt at., 1 . 9 7 9 ) .  La p r o t e î n a  se-  

parada de los p é pt id os  que i n t e r a c c i o n a n  con e l l a ,  se h i d r o l i z a  un 

161% mâs que la  muestra procéda nte  del  Sephadex G-75 .  Para c a l c u l a r  

los p o r c e n t a j e s  de h i d r ô l i s i s  se supone un re n d im i e n to  de e x t r a c ­

c iôn para e l  p é p t id o  T - IO  i d é n t i c o  que para e l  pép t id o  T-12  ( p r o t e î  

na i n t a c t a ) .  Esta aprox imaci ôn  es v â l i d a ,  ya que como veremos poste  

r i o r m e n t e  los pépt id os  que mueven cercanos a la  zona de a p l i c a c i ô n  

t i e n e n  re nd im i e n to s  de e x t r a c c i ô n  (o ^)  s i m i l a r e s .  Cons i deramos el  

100% de u b i q u i t i n a  el numéro de nmoles de p r o t e î n a  i n t a c t a  ( 7 , 1  nmo 

- l e s ) ,  mâs el  numéro de nmoles del p é p t id o  T -10  ( 2 0 , 4  n m ole s ) ,  es de
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c i r  un t o t a l  de 2 7 , 5  nmoles y no los  30 nmoles a p l i c a d o s  en la  p l ^  

ca de c e l u l o s a .

El r e n d i m i e n t o  de l a  e x t r a c c i ô n  v a r i a  desde un 35% para  los  

p é p t id o s  mâs h i d r o f ô b i c o s , has ta  e l  100% para pép t id o s  muy pequeRos 

e h i d r o f i l i c o s .  El tamaRo i n f l u y e  en mucha menor p r o p o r c i ô n  que l a  

p o l a r i d a d  del p é p t i d o ,  a s i  e l  T - I l ,  con 9 r e s i d u e s  se e x t r a e  en un 

91,6% m i e n t r a s  que T - 5 ,  con e l  mismo nûmero de r e s i d u e s ,  pero con 

un c a r â c t e r  h i d r o f ô b i c o  muy marcado,  se o b t i e n e  con un 53,9% de rei i  

dimi e n t e .

Es de d e s t a c a r  e l  gran aumento en e l  r e n d i m i e n t o  de e x t r a c ­

c iôn  por  e l  método de s o n i c a c iô n  sobre e l  de a g i t a c i ô n  s i m p l e .  El 

aumento medio es de 7 a 8 v e c e s ,  p e r m i t i e n d o  l a  u t i l i z a c i ô n  de la  

t é c n i c a  de " f i n g e r p r i n t "  con f i n e s  p r e p a r a t i v e s .  Hasta ahora e l  em- 

p le o  de es ta  t é c n i c a  se l i m i t a b a  a l a  o b t e n c i ô n  del  a n â l i s i s  de ami  ̂

n o â c i d o s ,  y l a  d e t e r m i n a c i ô n  de l  r e s i d u o  N - t e r m i n a l .  En n u e s t r o  c a ­

so nos ha p e r m i t i d o  l a  o b t e n c i ô n  de c a n t i d a d  s u f i c i e n t e  de p é p t i d o ,  

para  r e a l i z a r  l a  secuenc ia  manual del  mismo por l a  t é c n i c a  de D ans i l  

Edman.

D e t e r m i n a c i ô n  del  N - t e r m i n a l  de los  p é p t id o s  t r î p t i c o s .

En l a  t a b l a  6 se recogen los  re s i d u e s  N - t e r m i n a l e s  de los  

p é p t i d o s  procéda n te s  de l a  h i d r ô l i s i s  t r î p t i c a .  La d e t e r m i n a c i ô n  de 

los  mismos se r e a l i z ô  por r e a c c i ô n  con d o r u r e  de d a n s i l o ,  y croma­

t o g r a f  îa  b i d i m e n s i o n a l  en p la ç a  de p o l i a m i d a ,  como se d e s c r i b i ô  en 

m a t e r i a l e s  y métodos,  y por h i d r ô l i s i s  del  d e r iv a d o  PTH-aa de l  p r i ­

mer c i c l o  de de gr a da c i ô n  manual y a n â l i s i s  de aminoâcidos de l  p ro ­

duct o .
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Secuencia manual de los  pép t id o s  t r î p t i c o s

PiptX-do T-1.

AUA— UYS
— ^  — >

DNS-aa
PTH-aa
A n â l i s i s
Pol iamid;

Comprende los res id uos 28 y 29.  El r e s u l t a d o  del a n â l i s i s  

de la  PTH-Ala h i d r o l i z a d a ,  pod r î a  a t r i b u i r s e  a l a  p re sen ci a  de la  

s e r i n a ,  pero al r e s u l t a r  un a n â l i s i s  del  p épt id o  l i m p i o  de s e r i n a  

y d e t e c t a r s e  DNS-Ala en c r o m a t o g r a f î a  b id im e n s i o n a l  en p laça  de 

p o l i a m i d a ,  se i d e n t i f i e d  como a l a n i n a .

P é p - t - c d o  T - 2 .

LEU ARG
— — = »

C on s t i tu y e  e l  p é p t id o  C - t e r m i n a l  de la  p r o t e î n a
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Pépttdo T-3.

THR—LEU—THR-OLVMLYS

Esta  secuenci a  corresponde al segundo p é p t i d o  de l a  r e g iô n  

N - t e r m i n a l ,  comprendido e n t r e  los  r e s i du o s  7 y 11. Las t r e o n i n a s  

fue ro n  i d e n t i f i c a d a s  como Thr  y â c id o  a - a m i n o b u t i r i c o , en l a  h i d r ô  

l i s i s  de l a  PTH-Thr y a n â l i s i s  a u t o m â t i c o .

Pipttdo T-4

LE U-l L E-P H E-A L A—G LY-

LYS

Corresponde a los  r e s i d u o s  comprend i dos e n t r e  las  p o s i c i o ­

nes 43 y 48.  Es un p é p t i d o  r e l a t i v a m e n t e  h i d r o f ô b i c o ,  de ah 1 su 

gran m o v i l i d a d  en c r o m a t o g r a f l a  en BAWP. Se r e a l i z ô  l a  deg ra da c iô n  

manual has ta  a l a n i n a ,  y el  r e s t o  se h i d r o l i z ô  y a n a l i z ô  automâtica^  

mente.
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Pépttdo T - 5 .

g lu - s e r -t h r - l e u - h is

LEU-VAL-L.EU-ARC3

In c l u y e  los res id uos  comprendidos e n t r e  la s  p os ic io n es 64 

y 72. La s e r i n a  se d é t e c t a  como ta 1 por r e acc i ôn  con c l o r u r o  de 

d a n s i l o ,  y como a l a n i n a  en e l  a n â l i s i s  de la  PTH-aa h i d r o l i z a d a .  

La h i s t i d i n a  se re co noc iô  por a p l i c a c i ô n  en papel del  re s i du o  y 

r e v e l a d o  con el  r e a c t i v o  de P a u l y ,  asimismo se r e a l i z ô  la h id r ô l i ^  

sis  del  f e n i 1 t i o h i d a n t o i n  d e r i v a d o .  Los res idu os  Glu y Asp fue ro n  

a n a l i z a d o s  también en cromatogra  f i a  en p laç a  de p o l i a m i d a .  El péĝ  

t i d o  se degradô hasta la p o s i c i ô n  8 , h i d r o l i z â n d o s e  el  r e s t o  y 

a n a l i z â n d o l o  a c o n t i n u a c i ô n .

Pépttdo T-6

MET-C3LIM- ILE—PHE-VAL-LYS
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Forman p a r t e  de e s t e  p é p t i d o  los r e s i d u o s  106 de l a  secuen ­

c i a .  C o in c id e n  con los  o b t e n i d o s  por  deg r a da c iô n  a u t o m â t i c a .  La me 

t i o n i n a ,  en p l a ç a  de p o l i a m i d a ,  se d e t e c t ô  como DNS-Met y DNS-Mes.  

La g lu ta m i n a  se d i f e r e n c i ô  de l  g l u t â m i c o ,  por e l  a n â l i s i s  de la  

PTH s i n  h i d r o l i z a r ,  en p l a ç a  de p o l i a m i d a ,  comparândola con p a t r o -  

nes de PTH-Glu y PTH-Gln.  El p é p t i d o  T - 6b no se secuenciô,  ya que 

por a n â l i s i s  de aminoâcidos pudo o b s e r v a rs e  que c o r r e s p o n d i a  a l a  

forma ox idada del  T - 6a. ^

Ptpttdo T-7.

THR-ILE-THR-LEU-GLU

VAL-QLU-PnO-SER-ASP

THR-I LE -GLU-ASIM -  VAL

LYS

I n c l u y e  en su s ecuen c ia  los  r es id uos  1 2 - 2 7 .  Es el  p é p t i d o  

t r î p t i c o  de mayor tamaRo que posee la  u b i q u i t i n a .  Por d e gr ada c iô n  

manual se l l e g ô  has ta  l a  p o s i c i ô n  10 del  p é p t i d o ,  comprobândose  

l a  p r e s e n c i a  de s e r i n a  en l a  p o s i c i ô n  9 ,  es te  r e s i d u o  no se habia  

i d e n t i f i c a d o  en l a  s ec uenc ia  a u to m â t i c a  de la  r e g i ô n  N - t e r m i n a l .

El r e s t o  del  p é p t i d o  se h i d r o l i z ô  en medio â c i d o ,  comprobândose la
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pre senc ia  de l i s i n a  en el  r e s i d u o  C - t e r m i n a l .  Los res idu os  2 2 - 2 7 ,  

se ordenaron por so la p a m i e n t o  con l a  secuencia a u t o m â t i c a .

Plptido T-i

THH-LEU-SER-ASP-TYR

ASX - I  LE -  GLX-LYS

Corresponde a 1 as p o s i c io n e s  55 -6 3  de la  secuencia  comple 

t a .  Se r e a l i z a r o n  8 d e g r a d a c i o n e s ,  y el  u l t i m o  re s i duo  se i d en t i  

f i c o  por h i d r ô l i s i s  de la  fa se  acuosa de la u l t i m a  de gra da c iô n.  

La t i r o s i n a  se i d e n t i f i c Ô  como b is -D N S - T y r  en p laç a  de p o l ia m id a

Pépttdo T -9 .

GLN- LEUHSLU -ASP-GIY-ARG
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I n c l u y e  la s  p o s i c i o n e s  4 9 - 5 4  de l a  secu enc ia  c o m p lé ta .  Se 

degradô c u a t r o  c i c l o s ,  y se a n a l i z ô  e l  h i d r o l i z a d o  de l a  fase  

acuosa de l  u l t i m o .

P i p t t d o  T - 1 0 .

IL.E-OLN-ASP- LYS

Corresponde a l a s  p o s i c i o n e s  3 0 - 3 3  de la  se c u e nc i a  com­

p l é t a .  Se degradô t r è s  veces e l  p é p t i d o  y se a n a l i z ô  l a  fa se  acuo 

sa de l a  û l t i m a  d e g r a d a c i ô n .

P i p t l d a  T - 1 1.

GLU GLY ILE—PRO PAO

-ASX—QL.X —GLX-ARQ
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Corresponde a las  pos ic io nes  34-42  de la  secuencia complé­

t a .  Se degradô e l  p é p t id o  ocho veces ,  y se p ro cediô  al  a n â l i s i s  

del h i d r o l i z a d o  de l a  fase  acuosa del  u l t i m o  c i c l o  de degradaciôn

H i d r ô l i s i s  q u i m o t r î p t i c a . Mapa p e p t î d i c o .

La h i d r ô l i s i s  q u i m o t r î p t i c a  se r e a l i z ô  durante  2 horas a 

37*C y pH 7 , 9 - 8 , 1  a j u s t a d o  con N - m e t i l - m o r f o l i n a .  La muestra una 

vez h i d r o l i z a d a  se a p l i c ô  en p laç as  de c e l u l o s a .

El mapa p e p t î d i c o  obt eni do  después de la  e l e c t r o f o r e s i s  y 

c r o m a t o g r a f î a  d e s c r i  tas en m a t e r i a l e s  y métodos,  se recoge en la 

f i g u r a  26 ,

0-6

0 - 5

0 - 3

0 - 1 3

FIGURA 26: Mapa p e p t î d i c o  de la  h i d r ô l i s i s  con q u i m o t r i £  

sina  de l a  u b i q u i t i n a  de Czfiatitli capitata.
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El r e v e l a d o  con m’ n h i d r i n a  d l l u î d a  de las  p laças  pone de 

m a n i f i e s t o  l a  e x i s t e n c i a  de 15 manchas, que se han enutnerado con-  

s e c u t l v a m e n t e  de! 1 al  15 ,  con el  p r e f i j o  Q para d i s t i n g u i r l a s  de 

l a s  o b t e n i d a s  en l a s  h i d r ô l i s l s  t r t p t i c a  y con c l o s t r i p a î n a .

Los p é p t id o s  Q-1 y Q - 3 no aparecen en todas  la s  h i d r ô l i s l s ;  

cuando 1o hacen se observa  una d is m in uc iô n  en e l  rendim le n to  del  

p é p t i d o  Q-2.

N - t e r m 1 n a l  de 1 os p é p t i d o s  q u i m o t r i p t i c o s .

Los aminoâcidos N - t e r m i n a l e s  de 1 os pép t id o s  fue ro n  d e t e r -  

minados por r e a c c i ô n  con c l o r u r o  de d a n s i l o ,  y c r o m a t o g r a f î a  bidi^ 

mensional  en p la ç a s  de p o l i a m i d a .  Los r e s u l t a d o s  o bt eni dos  f i g u r a n  

en l a  t a b l a  8.

El p é p t i d o  Q-5 t i e n e  como r e s i d u e  N - t e r m i n a l  t r e o n i n a ,  aun-  

que no se a p r e c i a  c o l o r  g r i s - v e r d o s o  en e l  mapa p e p t î d i c o .

A n S l i s i s  de aminoâcidos de 1 os p é p t id o s  q u i m o t r i p t i c o s .

El r e s u l t a d o  de 1 os a n S l i s i s  de aminoâcidos de 1 os p é p t i d o s  

ob t e n i d o s  por h i d r ô l i s l s  con q u i m o t r i p s i n a  f i g u r a n  en l a  t a b l a  8 
Los c u a t r o  r e s i d u o s  aro mS t icos  de l a  p r o t e i n a  se e n cue n tr an  en 1 os 

p é p t i d o s  0 -7  y Q-9 ( f e n i 1 a 1 an ina  ) ,  Q-14 ( t i r o s i n a )  y Q-6 ( h i s t i d i -  

n a ) .  La m e t io n i n a  se e n c u e n t r a  en e l  p é p t id o  Q- 9 ,  1o que p e r m i t e  

l o c a l i z a r l e  en e l  ex t re mo N - t e r m i n a l  de l a  s e c u enc ia .

Se ha c a l c u l  ado e l  numéro de r es id uos  de cada aminoâcido  

asignando un v a l o r  e n t e r o  a 1 os aminoâcidos l e u c i n a ,  f e n i l a l a n i n a  

y t i r o s i n a ,  y r e f i r i é n d o  la s  ârea s  de 1 os demâs aminoâcidos a la  

de es to s  r e s i d u o s .  En e l  p é p t i d o  Q-15 se ha c a l c u l a d o  el  numéro de
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r es id uos  r e s p e c to  a una m e t i o n i n a .  Este p é p t id o  t i e n e  un a n â l i s i s  

de àminoâcidos s i m i l a r  a l  de la  p r o t e i n a  I n t a c t a .

El c â l c u l o  de l  numéro de nmoles del  p é p t id o  Q-1 5 ,  por anâ-  

l i s i s  au to m â t i c o  de am in o â c i do s ,  pone de m a n i f i e s t o  el  p o r c e n t a j e  

de p r o t e i n a  h i d r o l i z a d a  con q u i m o t r i p s i n a ,  que l l e g a  al  41,9%.

Rendimiento  de l a  h i d r ô l i s l s  q u i m o t r i p t i c a  y de la  e x t r a c c i ô n  de 

los  p é p t i d o s .

En l a  t a b l a  9 se recogen los re n d im i e n to s  de e x t r a c c i Ô n  e 

h i d r ô l i s i s  de los p é p t id o s  q u i m o t r i p t i c o s .  Para c a l c u l a r l o s  se ha 

supuesto  que los r e n d i m i e n t o s  de e x t r a c c i ô n  de los pépt id os  T-15  

y T - I l  son los mismos. De es ta  forma el  t o t a l  de p r o t e i n a  h i d r o l i ­

zada s é r i a  10 ,6  nmoles de p r o t e i n a  I n t a c t a  mâs 7 , 66  nmoles de cada 

p é p t i d o ,  es d e c i r  1 8 ,2 6  nmoles.  Sobre es ta  c a n t id a d  se c a l c u l a n  

los r e n d im i e n to s  de h i d r ô l i s i s .  Los r e n d im i e n to s  de e x t r a c c i ô n  se 

han c a l c u l a d o  sobre los  24 nmoles x 0 , 4 1 9  de p r o t e i n a  h i d r o l i z a d a .

Los p épt id os  Q-10 y Q-11 p res en tan  los mayores re n d im i e n to s  

de e x t r a c c i ô n ;  son p é p t i d o s  p o l a r e s .  El ba jo  r e n d im i e n to  de Q-13 

es debido a que es tâ  p ro du c id o  por una ru p t u r a  secu nda r ia  de la  

q u i m o t r i p s i n a ,  que no t i e n e  el  mismo r e n d im i e n t o  de las  r u p t u r a s  

p r i m a r i a s .  El p é p t id o  Q-12 t i e n e  un re n d im i e n to  muy por debajo  del  

que le  c o r r e s p o n d e r î a  por su m o v i l i d a d ,  ya que p a r te  de e s te  péptj^ 

do se ve a fe c t a d o  por la  h i d r ô l i s i s  se cu nd ar ia  que l i b e r a  el  f r a g ­

mente Q-13.

Los pépt id os  mâs a p o l a r e s ,  Q - 7 ,  Q-8 , Q-4 t i e n e n  re n d i m i e n -  

tos menores.  Un caso p a r e c i d o  al  o c u r r i d o  con Q - 12 ,  es el del pép­

t i d o  Q - 2 ,  que puede h i d r o l i z a r s e  en menor p o r c e n t a j e  en Q-1 y Q-3.
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P é p t i d o nmoles  ̂24nmoles ^ h i d r o l . ^ e x t r a c .

2 3 ,9 9 16 ,6 4 1 , 9 3 9 , 7

4 5 , 0 0 20,8 4 1 , 9 4 9 , 7

5 1 , 5 6 6 . 5 4 1 , 9 1 5 ,5

7 3 ,7 5 15 ,6 4 1 , 9 3 7 , 3

8 4 , 7 9 20,0 4 1 , 9 4 7 , 6

10 7 , 5 0 3 1 , 3 4 1 , 9 7 4 ,6

11 7 , 6 6 3 1 , 9 4 1 , 9 7 6 , 2

12 2 , 1 3 8 , 9 4 1 , 9 21,2

13 1 .7 9 7 . 5 4 1 , 9 1 7 , 8

15 10 ,6 0 4 4 , 2 5 8 , 1 7 6 , 2

TABLA 9 : R endim ien tos  de h i d r ô l i s i s  y e x t r a c c i ô n  de

lo s  p é p t i d o s  q u i m o t r i p t i c o s  d e u b i q u i t i n a  de 

capitata.

H i d r ô l i s i s  con c l o s t r i p a î n a .  Mapa p e p t î d i c o .

La h i d r ô l i s i s  con c l o s t r i p a i n a  se r e a l i z ô  a 35°C d u r a n t e  

6 h o r a s .  El r e s u l t a d o  del  mapa p e p t î d i c o  o b t e n i d o  con la  muestra  

h i d r o l i z a d a  se recoge en l a  f i g u r a  27.
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El re v e l a d o  con n i n h i d r i n a  d l l u î d a  pone de m a n i f i e s t o  la  

e x i s t e n c i a  de’ c u a t r o  manchas p r i n c i p a l e s ,  y d ie z  s e c o n d a r i e s ,  que 

p odr îa n  corre spond er  a r u p t u r a s  por en laces  p e p t î d i c o s  en los que 

i n t e r v i e n e n  l i s i n a s .  Los pép t id o s  se han numerado del 1 a l  4 ,  con 

el  p r e f i j o  C para d i s t i n g u i r l o s  de los obt enidos en las h i d r ô l i s i s  

a n t e r i  o r e s .

El ûnico p é p t id o  que présen ta  una c o l o r a c i ô n  d i f e r e n t e  es 

el  C - 1 ,  que por a p a r e c e r  g r i s - v e r d o s o  t e n d r i a  t r e o n i n a  como r e s i -  

duo N - t e r m i n a 1.

FIGURA 27: Mapa p e p t î d i c o  de 

la  h i d r ô l i s i s  con c l o s t r i p a î ^  

na de u b i q u i t i n a  de Czfiatltli 
capitata.

Ordenaciôn de los p é p t id o s  t r î p t i c o s  y q u i m o t r i p t i c o s  para la  ob-  

t e n c i ô n  de la  secuencia  compléta de l a  u b i q u i t i n a  de Ccfiatltli ca 
pltata.

Se han secuenciado automât icamente  los primeros  t r e i n t a  r e ­

s iduos de la  re g io n N - t e r m i n a l ,  y manualmente todos los pépt ido s
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t r î p t i c o s .  También se han o b t e n i d o  los  a n â l i s i s  de aminoâcidos de 

los  p é p t id o s  q u i m o t r i p t i c o s  y sus r e s i d u o s  N - t e r m i n a l .  Con estos  

datos  se han podido o r d e n a r  los  p é p t id o s  t r î p t i c o s ,  y o b t e n e r  la  

s ecuen c ia  compléta  de l a  p r o t e i n a .

A p a r t i r  de lo s  t r e i n t a  p r i m ero s  r e s i d u o s ,  podemos d e d u c i r  

que los  p é p t id o s  T - 6, T - 3 ,  T -7  y T -1  se e ncu en tr an  en l a  secuen­

c i a  d is p u e s t o s  en e s t e  o rd e n .  El s i g u i e n t e  p é p t i d o  t i e n e  como r e -  

s idu o N - t e r m i n a l  i s o l e u c i n a  ( p o s i c i ô n  30 de l a  s e c u e n c i a ) ;  e l  üni^ 

co f r agm en t e  que cumple e s t a  c o n d i c iô n  es e l  c o r r e s p o n d i e n t e  al  

p é p t i d o  T - 1 0 .

Los a n â l i s i s  de aminoâcidos de lo s  p é p t id o s  q u i m o t r i p t i c o s  

nos muestran  que el  p é p t i d o  Q - 9 ,  con m e t i o n i n a  de r e s i d u e  N-termi^  

nal y en cuyo a n â l i s i s  hay f e n i l a l a n i n a ,  t i e n e  que se r  e l  p r i m e r  

p é p t i d o  q u i m o t r î p t i c o  de l a  u b i q u i t i n a .  El segundo t i e n e  como r e -  

s idu o d i f e r e n c i a l  v a l i n a  ( s ô l o  hay c u a t r o  en l a  m o l é c u l a ) ,  y co­

r r espon de al  p é p t i d o  Q-4 .  El p é p t i d o  Q-̂ 8 no puede c o l o c a r s e  en e^  

t a  p o s i c i ô n ,  ya que es un d i p é p t i d o  de v a l i n a  y l e u c i n a .  Las o t r a s  

dos va l  inas  se en cu en tr an  en e l  p é p t i d o  Q - 1 2 ,  que es de gran tama-  

Ro para  ocupar e s t a  p o s i c i ô n .  Si este-  p é p t i d o  comprendiese  los  r e ­

s idu os  5 - 4 3  de la  secuenci a  c o m p lé ta ,  a l  ve rs e  impedida la  h i d r ô l i ­

s i s  q u i m o t r i p t i c a  por l a s  l e u c i n a s  8 y 1 5 ,  t e n d r î a  que o b s e r v a r s e  

en su a n â l i s i s  de aminoâcidos mayor c o n t e n i d o  en t r e o n i n a  de l  que 

t i e n e .

El t e r c e r  f r agm ent e  q u i m o t r î p t i c o  corresponde a un p é p t i d o  

con t r è s  t r e o n i n a s ,  e l  ûnico  que cumple es ta  c o n d i c i ô n  es e l  Q-5 

que ademâs posee e s t e  ami noâcido como N - t e r m i n a l .  El p é p t i d o  Q-12  

ocupa l a  p o s i c i ô n  c o n t i g u a .  El r e s i d u o  d i f e r e n c i a l  e s ,  en e s t e  c a ­

so ,  l a  p r o l i n a .  El p é p t i d o  Q-12 posee t r è s  p r o l i n a s  y su a n â l i s i s  

c o i n c i d e  con e l  de l  p é p t i d o  t e ô r i c o  comprendido e n t r e  los r e s i d u o s
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16 y 43;  ûnicamente aparece  ba jo  el  co nt eni do  de v a l i n a .  T e n i e n -  

do en cuenta  que l a  h i d r ô l i s i s  ha s i do  r e a l i z a d a  a 18 horas y que 

est e  aminoâcido se h i d r o l i z a  mal ,  no es s o rp re nde n te  que su conte  

nido r e l a t i v o  re s p e c to  a la  l e u c i n a  d ism in uya .  Esto concuerda con 

e l  hecho de que la p ro p o r c i ô n  r e l a t i v a  de l i s i n a  sea un poco b a j a ,  

ya que e s t e  aminoâcido es c o n s e c u t i v e  a la  v a l i n a .

El p é p t i d o  Q-13 t i e n e  en su a n â l i s i s  dos p r o l i n a s ;  se dife^ 

r e n c i a  de Q-12 en que no posee t r e o n i n a ,  s e r i n a  ni  v a l i n a ,  y que 

el  c o n t e n i d o  de Asx, Glx e I l e ,  d isminuye n o t a b l e m e n t e . Este pép­

t i d o  debe co rr e s p o nd e r  a una h i d r ô l i s i s  s e c u n d a r i a ,  por co ntamin^  

ciôn t r i p t i c a ,  e n t r e  la  l i s i n a  27 y la  a l a n i n a  28.  El p é p t id o  r é ­

s u l t a n t e ,  comprendido e n t r e  estos  dos r e s i d u o s ,  concuerda con el  

a n â l i s i s  del  p é p t id o  Q-13.

La l o c a l i z a c i ô n  de Q-12 como c u a r t o  p é p t id o  q u i m o t r î p t i c o ,  

impi ica  que T - I l  se e n c u e n t r e  a c c n t i n u a c i ô n  del  T -10  en l a  secuen 

c i a .  Es la  ûn ica  p o s i b i l i d a d  de que la s  t r è s  p r o l i n a s  se encuen-  

t r e n  j u n t a s  en un p é p t i d o  q u i m o t r î p t i c o .  El p é p t id o  Q-13 conf i rma  

la  h i p ô t e s i s ,  ya que la  ûn ica  p o s i b i l i d a d  de un a n â l i s i s  de amino­

âc idos con dos p r o l i n a s  y una a l a n i n a  es la  prox im id ad  de T-1 y 

T - I l .

La c o lo c a c iô n  de Q-12 t r â s  Q - 5 ,  presupone que el  re s id uo  43 

.es .una l e u c i n a ,  y por 1o t a n t o  el  p é p t id o  t r î p t i c o  s i g u i e n t e  debe 

t e n e r  e s t e  aminoâcido en la  p o s i c i ô n  N - t e r m i n a l .  Las dos ûnicas po 

s i b i l i d a d e s  son T-2  y T - 4 .  Para d i r i m i r  e n t r e  e l l a s  debemos o r d e ­

n a r . a n t e s  los pép t id o s  T - 4 ,  T - 5 ,  T - 7 ,  T-8 y T -9  e n t r e  s i .  Los pép­

t i d o s  q u i m o t r i p t i c o s  Q -6, Q-8, Q-7 y Q-14 no determinan ningûn o r ­

den,  ya que son p é p t id o s  i n t e r n o s  de los t r î p t i c o s  T - 5 ,  los dos 

p r i m e r o s ,  y T -4  y T-8 los dos s i g u i e n t e s .  Por 1o ta n t o  para e l  so 

la p am ie n to  sôlo podemos u t i l i z a r  Q - 1 ,  Q - 2 ,  Q - 3 ,  Q-10 y Q-11.
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En 1a r e g i o n  6 5 - 7 2 ,  se d é t e c t a  l a  r u p t u r a  q u i m o t r i p t i c a  S£ 

c u n d a r i a  de l  e n l a c e  His ( 6 8 ) - L e u ( 6 9 ) , y l a  p a r c i a l  h i d r ô l i s i s  del  

e n l a c e  L e u ( 6 9 ) - V a l ( 7 0 ) ,  1o que provoca la  l i b e r a c i ô n  de lo s  pépti^  

dos Q-8 ( L e u - V a l - L e u ) ,  y Q-6 ( H i s - L e u ) .  No se han d e t e c t a d o  n i  h i £  

t i d i n a  l i b r e ,  n i  e l  p é p t i d o  L e u - V a l ;  l a  causa p o d r i a  s e r  lo s  b a j o s  

r e n d i m i e n t o s  de e s t a s  h i d r ô l i s i s .

El a n â l i s i s  de aminoâcidos de! p é p t i d o  Q-10  pone de m a n i f i e ^  

t o  l a  p r e s e n c i a  de s e r i n a  en e l  mismo. Ya hemos l o c a l i z a d o  l a  serj^ 

na 20 en e l  p é p t i d o  Q - 1 2 ,  y l a  s e r i n a  57 en e l  Q- 14 .  La u l t i m a  s e ­

r i n a  t i e n e  que fo rm ar  p a r t e  del  p é p t i d o  T - 5 .  La h i d r ô l i s i s  quimo­

t r i p t i c a  se p r o d u c i r i a  por l a  l e u c i n a  6 7 ,  y l i b e r a r î a  un f r a gm e nt e  

G 1 u - S e r - T h r - L e u , para  c o m p l é t e r  el  a n â l i s i s  de 1 p é p t i d o  Q-10  hace  

f a l t a  Asx,  G l x ,  I l e  y Lys.  El ûn ic o  p é p t i d o  t r î p t i c o  con l i s i n a  de 

r e s i d u o  C - t e r m i n a l  que puede dar  cue nta  de e s to s  r e s i d u o s  es e l  

T - 8. El T -4  es e l  o t r o  p é p t i d o  t r î p t i c o  con l i s i n a  en e l  r e s i d u o  

C - t e r m i n a l ,  pero  no posee en su a n â l i s i s  Asx n i  Gl x .  Por 1o t a n t o  

T - 5  es el  s i g u i e n t e  al  T-8 en l a  secuenc ia  compléta  de l a  p r o t e i n a .

El p é p t i d o  q u i m o t r î p t i c o  Q-11 t i e n e  una a l a n i n a ;  l a  û n i ca  

p o s i b i l i d a d  que r e s t a  es que procéda de! p é p t i d o  T - 4 .  Este  p é p t i d o  

debe u n i r s e  a o t r o ,  t r î p t i c o ,  que posea a r g i n i n a ,  para  dar cue nta  

de l a  que apare ce  en e l  a n â l i s i s  de Q-1 1 .  No puede se r  T -2  ya que 

f a l t a r î a n  en e l  a n â l i s i s  Asx,  Glx y t r e o n i n a .  La union deber  s e r  

con e l  p é p t i d o  T - 9 .  El a n â l i s i s  de aminoâcidos del  p é p t i d o  compreji 

d id o  e n t r e  lo s  r e s i d u o s  46 y 5 4 ,  es d é f i c i e n t e  en t r e o n i n a  y leuci^ 

na r e s p e c t o  al  del  p é p t i d o  Q-11 .  Por 1o t a n t o ,  e 1 p é p t i d o  T - 9  se ■ 

une a l  T-8 que p r o p o r c i o n a  l o s . d o s  re s id u o s  que f a l t a n .  El e n la c e  

e n t r e  l a  l e u c i n a  50 y e l  g l u t â m i c o  51 permanece i n t a c t o  en l a  h i ­

d r ô l i s i s  q u i m o t r i p t i c a ,  p ro ba b le m en te  debido a que l a  ca rga  negatj^  

va de l a  cadena l a t e r a l  del  g l u t â m i c o  impide  l a  c a t â l i s i s  de l a
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enzima { W i l c o x ,  1 . 9 7 0 ) .

Tenemos ordenados dos grandes f r agm ent es  de l a  p r o t e i n a  

compuestos por los  p é p t i d o s  t r î p t i c o s  ( T - 6) - ( T - 7 ) - ( T - l  ) - ( T - 10)--  

( T - 1 1 )  y ( T - 4 ) - ( T - 9 ) - ( T - 8) - ( T - 5 ) .  F a l t a  por s i t u a r  e l  p é p t i d o  T - 2 .  

T i e n e  dos p o s i c i o n e s  a l t e r n a t i v e s ,  d e t r S s  de T - I l  o en e l  ex t re m e  

C - t e r m i n a l  de l a  p r o t e i n a .

Si e l  p é p t i d o  T -2  e s t u v i e s e  d e t r S s  de T - I l ,  e l  co m p or ta ­

nt en to  en l a  h i d r ô l i s i s  t r i p t i c a  s é r i a  c o m p a t i b l e  con lo s  r e s u l t a ­

dos o b t e n i d o s ,  pero  en l a  h i d r ô l i s i s  q u i m o t r i p t i c a  se o b t e n d r i a  un 

a r g i n i n a  l i b r e ,  y un d i p é p t i d o  de A r g - L e u ,  nunca p o d r î a  o b t e n e r s e  

t r i p é p t i d o  ( A r ç g ,  L e u ) .  La c o l o c a c i ô n  mâs p r o b a b l e  es en e l  ex t remo  

C - t e r m i n a l  de l a  p r o t e i n a ,  ya que hace p o s i b l e  l a  e x i s t e n c i a  de Q-1 

y Q-3.

  La a p a r i c i ô n  de Q-2 e s t â  oc as i onad a  por l a  d i f i c u l t a d ,  an tes

m encio nada ,  de la  q u i m o t r i p s i n a  para  h i d r o l i z a r  un e n l a c e  con una 

carg a  n e g a t i v a  a d y a c e n t e .  Esta  ca rga  s é r i a  e l  c a r b o x i l o  C - t e r m i n a l  

de l a  a r g i n i n a  74.  Este  impedimento no se d a r i a  con l a  c o l o c a c i ô n  

del p é p t i d o  T -2  e n t r e  T - I l  y T - 5 .

En l a  f i g u r a  28 se recoge l a  se cu e nc ia  complét a  de l a  u b i ­

q u i t i n a  de CeKCLtltci c.apX.tata y se i n d i c a n  los  sol  apamientos  r e a l i z ^  

dos.  En lo s  r e s i d u o s  3 9 ,  4 0 ,  4 1 ,  60 y 62 no se pudo d i f e r e n c i a r  en­

t r e  los  amino âc idos  amidados y desami d a do s . Se han i d e n t i f i c a d o  es to s  

r e s i d u o s  por  homologla  con la s  s e c u enci as  de la s  o t r a s  u b i q u i t i n a s .

ANALISIS DE LA FRACCION I I  DE LA CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-50  EN 

UREA 6 M.

D e t e r m i n a c i ô n  del  N - t e r m i n a l .

La d e t e r m i n a c i ô n  de l  r e s i d u o  N - t e r m i n a l  de l a  f r a c c i ô n  I I
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que procédé de 1 Sephadex G-75 en urea 6 M, p ro porc i ona  c inco r e s i

duos por a n â l i s i s  de aminoâcidos de la h i d r ô l i s i s  de l a  PTH-aa.

La p ro po rc i ô n  de cada aminoâcido en el  a n â l i s i s  f i g u r a  en

l a  t a b l a  10 . Parecen e x i s t i r  c inc o pépt id os  en r e l a t i o n  4 : 1 : 1 :

1 :1  con g l i c o c o l a ,  Asx,  G l x , A la n in a  y L i s i n a  como re s i duo  N - t e r -

m i n a i .

% % aa/% Lys

ASX 9 , 4 1 0 , 9 2

SER 0 ,8 2 0 ,0 8

GLX 6 , 9 0 0,68
GLY 4 0 , 0 5 3 ,92

ALA 10,98 1 ,07

VAL 3 ,4 3 0 , 3 4

MET 0 , 1 5 0,01
ILE 3 ,5 0 0 , 3 4

LEU 2,86 0 ,2 8

TYR 3 , 5 5 0 , 3 5

PME 2,68 0 , 2 6

HIS 1 ,63 0 , 1 6

LYS 10,22 1,00
ARG 3 , 8 2 0 ,37

TABLAIO: N - t e r m i n a l de la  f r a c c i ô n

I I  de la  c r o m a t o g r a f l a  en 

Sephadex G-50 en urea 6M.
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Sep_araciôn en c r o m a t o g r a f  1 a p r e p a r a t i v e  en capa f i n a  de los  compo- 

mentes de l â  f r a c c i ô n  I I .

Una vez comprobada l a  h e t e r o g e n e i d a d  de e s t a  f r a c c i ô n ,  se 

se p a ra ro n  sus componentes en CCF en c e l u l o s a ,  en l a s  c o n d i c i o n e s  

d e s c r i t a s  en e l  a p a r t a d o  c o r r e s p o n d i e n t e .

El r e s u l t a d o  de e s t a  c r o m a t o g r a f l a  se recoge en l a  f i g u r a  

29- Se o b t i e n e n  5 bandas denominadas A, B, C, D y E . La banda A 

es l a  mSs i n t e n s a  y a l  r e v e l a r  con r é a c t i v e  d i l u i d o  de n i n h i d r i n a  

d e s a r r o l l a  un c o l o r  a m a r i11o-m ar rôn  p r o p i o  de un p é p t i d o  con g l i ­

co co la  en e l  r e s i d u o  N - t e r m i n a l .  La p r o p o r c i ô n  c u a l i t a t i v a  en fun^ 

c iô n  de l  c o l o r  d é s a r r o i l a d o  en e l  r e v e l a d o  es l a  s i g u i e n t e :

FIGURA 29: Sepa r a c iô n  en c r o m a t o g r a f î a  en capa f i n a  de los  

componentes de l a  f r a c c i ô n  I I  de l a  s e p a r a c iô n  

c r o m a t o g r i f i c a  en Sephadex G-50 en urea 6 M.
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Las bandas r e v e l a d a s ,  fuer on  e x t r a l d a s  en âc ido a c ë t i c o  al  

50%, y p o s t e r i o r m e n t e  se r e a l i z ô  e l  a n â l i s i s  de aminoâcidos de 

l a s  mismas.

D e te rm in ac i ôn  del  a n â l i s i s  de aminoâcidos de los  pépt ido s  A ,  B, C.  

â J L i -

En l a  t a b l a  11 se encue ntr an  los r e s u l t a d o s  de los  a n â l i ­

s is  de aminoâcidos de las  muestras  e x t r a i d a s  de la  CCF.

El p é p t id o  A t i e n e  un a n â l i s i s  de aminoâcidos en e l  que s^

10 aparece  g l i c o c o l a ,  t e n ie n d o  en cuenta que al  r e v e l a r  con ninhj^ 

d r i n a  da c o l o r a c i ô n  a m a r i l l a ,  t i e n e  que t r a t a r s e  de un p é p t i d o  f o £  

mado ûnicamente por e s t e  a m in oâci do ,  y no g l i c o c o l a  l i b r e .  Si se 

r e a l i z a  e l  a n â l i s i s  de aminoâcidos de l a  f r a c c i ô n  A, sin h i d r o l i ­

z a r  l a  m ues tr a ,  aparecen los  p icos  c o r r e s p o n d i e n t e s  a Gly y a ( G l y ) n ,  

siendo n= 2 ô 3. Se pudo comprobar que el  d i p é p t i d o  o t r i p é p t i d o  

se h i d r o l i z a  en e l  tampôn de a p l i c a c i ô n  del  a n a l i z a d o r  - c i t r a t o  so 

d ico  p H = 2 ,2 -  cuando se l e  mantiene  en e s te  medio durante  un d î a .

Puede t r a t a r s e  del  d i p é p t i d o  a i s l a d o  por Goldknopf  e t  at., 1 . 9 7 7 ,  

que forma p a r t e  del  puente p e p t î d i c o  que une la  u b i q u i t i n a  y la  h i £  

tona H2A en la  p r o t e î n a  A24, a t r a v é s  de^un en la c e  i s o p e p t î d i c o .

ANALISIS DE LA FRACCION I I I  DEL SEPHADEX G-50 EN UREA 6 M.

La f r a c c i ô n  I I I  del  G-50 en urea 6 M, debido a su pequeRo t ^  

maRo m o le c u l a r  y a la  d i f e r e n c i a  de conce ntra  c i ôn con el  d i s o l v e n t e ,  

no se pudo s e p a r a r  de la  u r e a ,  y se r e a l i z ô  su a n â l i s i s  por espec-  

t r o s c o p î a  u l t r a v i o l e t a .  El e s p e c tr o  c o r r e s p o n d i e n t e  al  del  t r i p -  

t ô f a n o ,  unido por e n la c e  p e p t î d i c o  a una c o r t a  cadena de aminoâcidos.
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Para e l  c a l c u l e  del  numéro de res idu os  que pueden formar  

e s t e  p é p t i d o ,  suponiendo de que se t r a t e  de un solo components y 

una so la  molécula  de t r i p t ô f a n o ,  u t i l i z a m o s  el  v a l o r  de ab s or -  

ciô n a 210 nm, res ta nd o  e l  components debido a este  aminoâcido.

El para e l  e n la c e  p e p t î d i c o  a esta  l o n g i t u d  de onda es 2 0 , 0

La c o n c e n t r a c iô n  de! p é p t i d o  la  ca lcu lâmes a p a r t i r  del v a l o r  de 

a b s or c iô n  a 280 nm y del  c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ô n  del  t r i p t ô f a n o  

a es ta  l o n g i t u d  de onda.

*280 ^ 0 , 0 1 2  

*210^ 0 ,2 3 5

C oncen tr ac iô n  e n la ce  p e p t î d i c o =  8 , 7 5  x 10~^mg/ml .

* 2 1 0  (TRP)"  “ ’ 060  

Concenti

n= 5 , 7 8

C on cen tr ac iô n  pépt i do = 1 ,1 73  x 10  ̂ M.

* 2 1 0  c o n c e n t r a c iô n  p é p t id o  0 , 1 7 5 .

Siendo n el  numéro de res idu os  y considerando un peso mole- 

c u l a r  medio por r e s i du o  de 110 d a l t o n .
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DISCUSION.

Proceso de e x t r a c c i ô n .

En el  a i s l a m i e n t o  de l a  l i s o z i m a  de huevo de cap t

tcLta. se obtuvo una muestra de p r o t e i n a  que se comportaba como espe^ 

c i e  pura y homogénea. Tanto en e l e c t r o f o r e s i s  de C h a l k l e y ,  como en 

e l e c t r o f o r e s i s  en SDS, a l  10% en a c r i l a m i d a  aparece  una banda que 

se t iM e  con negro amido o a zu l  de Coomassie.  Si se aumenta e l  p o r ­

c e n t a j e  de a c r i l a m i d a  hasta  e l  20% o se r e a l i z a  l a  e l e c t r o f o r e s i s  

en g r a d i e n t e  del 7 ,5 -30% en a c r i l a m i d a ,  aparece en e l e c t r o f o r e s i s -  

SDS una banda que corresponde a un peso m o le c u l a r  de 6 . 5 0 0  D. El 

comportamiento  c r o m a t o g r â f i c o  de e s te  p o l i p é p t i d o ,  que posee un pl  

de 6 , 7  y un peso m o le c u l a r  de 8 .5 0 0  D, en anômalo.  Por una p a r t e  se 

r e t i e n e  en un cambiador c a t i ô n i c o ,  en cond i c io n e s  en las  que la  car.  

ga de la  u b i q u i t i n a  es prôx ima a c e r o .  Por o t r o  lado en cro ma to gra -  

f i a  en Sephadex G-75 e l u y e  en e l  mismo volumen que la  l i s o z i m a .

La r e t e n c i ô n  en A m b e r l i t a  desparece cuando l a  u b i q u i t i n a  se 

sépara  en urea 6 M de p é p t id o s  con peso m o l e c u l a r  de 4 . 0 0 0 - 5 . 0 0 0  D. 

La i n t e r a c c i ô n  de la  u b i q u i t i n a  con estos  pép t id o s  o con p r o t e î n a s  

bâs icas  - i n t e r a c c i ô n  puesta  de m a n i f i e s t o  en el  caso de la  h is to n a  

H2A (Hunt ut at., 1 . 9 7 7 ) ,  H2B (West e t  at., 1 . 9 8 0 ) ,  p é p t id o s  t i m i -  

cos (Low e t  at., 1 . 9 7 9 ) ,  p r o t e î n a s  de r e t i c u l o c i t o  (C ie c h a n ov e r  e t  

at., 1 . 9 8 0 ) - ,  es l a  causa mâs p l a u s i b l e  de la  r e t e n c i ô n  de la protei^  

na en in te r c a m b i a d o r e s  c a t i ô n i c o s .

La i n t e r a c c i ô n  es fu n c iô n  del pH, como se pone de m a n i f i e s t o  

en la s  c r o m a t o g r a f i a s  en medio âc ido  y bâs ico  en Sephadex G-25.  En 

medio âc id o  es ta s  t i e n d e n  a d e s a p a r e c e r ,  hac ié n d o lo  t o t a l m e n t e  en
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p r e s e n c ia  de urea 6 M (Low e t  at., 1 . 9 7 9 ) .

El peso m o l e c u l a r  de l a  u b i q u i t i n a ,  ob t e n i d o  en e l e c t r o f o -  

r e s i s - S D S ,  es sen s ib le m e nt e  menor a l  ob te n i do  por secuencia  de su 

cadena p o l i p e p t i d i c a .  Estos r e s u l t a d o s  han s ido  d e s c r i t o s  por o t r os  

a u t o r e s ,  no conociéndose aûn la s  causas que 1o provocan (S e îd ah  e t  

at., 1 . 9 7 8 ) .

A n â l i s i s  e s p e c t r o s c ô p i c o .

El e s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a  obt en id o  para la u b i q u i t i n a  es idén^ 

t i c o  a l  o b t e n i d o  por C iechanover  e t  at., 1 . 9 8 0 .  Pone de m a n i f i e s t o  

la e x i s t e n c i a  de t i r o s i n a  en la m o l é c u l a ,  y l a  ausencia  de t r i p t ô ­

fan o.  En la  r e g iô n  2 4 5 - 2 6 0  nm se pueden o bs er ver  p icos c o r r e s p o n ­

d i e n t e s  a las  dos f e n i 1 a l a n i n a s  de l a  p r o t e i n a .

En el e s p e c t r o  de d ic ro is m o  c i r c u l a r ,  los  r e s u l t a d o s  obteni dos  

d i f i e r e n  en dependencia del  método de a j u s t e  u t i l i z a d o ,  pero en 

p r i n c i p i o ,  y te n ie n d o  en cuenta los e s tu d io s  de p r e d i c c i ô n  de es - 

t r u c t u r a  secu nd a r i a  (Chou y Fasman, 1 . 9 7 4 )  e x i s t i r î a n  e n t r e  4 y 7 

re s id u o s  de l a  r e g iô n  N - t e r m i n a l  en e s t r u c t u r a  g y e n t r e  7 y 15 

res id u o s  en la  r e g iô n  C - t e r m i n a l  en h é l i c e  a .  El r e s t o  de la  p r o ­

t e i n a  a d o p t a r î a  una e s t r u c t u r a  e s t a d i s t i c a  aunque muy e s t a b l e  con 

los  cambios de f u e r z a  i ô n i c a  y pH.

H i d r ô l i s i s  e n z i m â t i c a .

La d e te r m in a c iô n  de l a  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de u b i q u i t i n a  de 

Cq.aatltlb capitata se r e a l i z ô  u t i l i z a n d o  t r è s  fu e n te s  de i n f o r m a -  

c iô n ;  secuencia  au to m â t i c a  de los  30 pr imeros  res id uos de la  re g iô n  

N - t e r m i n a l ,  h i d r ô l i s i s  t r i p t i c a  y secuencia  manual de los  pép t id o s  

as 1 o b t e n i d o s ,  y a n â l i s i s  de los pép t id o s  que proceden de la  h id rô
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l i s i s  q u i m o t r i p t i c a .

Como ya se i n d i c é  en la  i n t r o d u c c i ô n ,  e x i s t e  una c o n t r o v e r  

s i a  e n t r e  d i s t i n t o s  au to re s  sobre e l  r e n d i m i e n t o  de l a  h i d r ô l i s i s  

de l a  u b i q u i t i n a  por enzimas p r o t e o H t i c a s . M i e n t r a s  que Schlesin^  

ger et al., ( 1 . 9 7 5 )  d e s c r ib e n  que l a  u b i q u i t i n a  se h i d r o l i z a  Gni -  

camente en un 25%, Low tt al., ( 1 . 9 7 9 )  a f i r m a n  que 1o hace en un 

75%. Los r e s u l t a d o s  obt eni dos  en nu es tr o  t r a b a j o  de i n v e s t i g a c i ô n , 

permi ten,  a f i r m a r  que l a  t r i p s i n a  y q u i m o t r i p s i n a  acceden con f a c ^  

l i d a d  a los  e n la ces  s u s c e p t i b l e s  de h i d r ô l i s i s ,  o b t en i éndo se  r e n ­

d im i e n to s  del  80% en el  p r im er  caso y 50% en e l  segundo. Unicamen

t e ,  en e l  caso de que la  p r o t e i n a  no e s té  p u r a ,  por permanecer la

i n t e r a c c i ô n  e n t r e  l a  u b i q u i t i n a  y los pép t id o s  que l a  acompaRan 

en e l  proceso de e x t r a c c i ô n ,  e l  r e n d im i e n t o  es del  orden del  des­

c r i  to  por  S c h l e s i n g e r .

El papel  de estos  p é p t id o s  es desconocido.  No podemos a f i r  

mar que su i n t e r a c c i ô n  con l a  u b i q u i t i n a  se mantenga In vivo o 

sea un a r t e f a c t o  de! proceso de e x t r a c c i ô n ,  pero es c l a r o  su e f e c -  

to  p r o t e c t o r  sobre l a  p r o t e i n a .

La h i d r ô l i s i s  con t r i p s i n a  se r e a l i z a  de forma compléta

todos lo s  en la ce s  en los que i n t e r v i e n e n  grupos c a r b o x i l o s  de l i ­

s in a  0 a r g i n i n a .  No se han d e te c ta d o  r u p t u r a s  s e c o n d a r i e s ,  n i  en ­

la c e s  r é s i s t a n t e s .  Se ha a i s l a d o  el  d i p é p t i d o  N - t e r m i n a l  ( L e u - A r g ) ,  

s i n  d e t e c t a r s e  en el  mismo r e s i d u o  alguno de g l i c o c o l a .  Esto  supo-  

ne que l a  u b i q u i t i n a ,  en e l  û l t i m o  paso de p u r i f i c a c i ô n  no se en ­

c u e n t r a  unida  a p é p t i d o  alguno de g l i c o c o l a ,  que como se ha mencio 

nado, f o r m a r i a  p a r t e  del puente  de uniôn de esta  p r o t e i n a  con la  

h i s t o n a  H2A para form ar  l a  p r o t e î n a  A24 (Gol dknop f  et al., 1 . 9 7 9 ) .

En la  t a b l a  12 se recogen los  en la ces  que,  s iendo h i d r o l i -  

za b le s  por l a  q u i m o t r i p s i n a ,  1o hacen p a r c i a l m e n t e  o se mant ienen



- 130

i n t a c t e s  en la  u b i q u i t i n a ;  se comparan las  d i f e r e n t e s  p r o t e î n a s  

s ecu enc i a d a s .
8 9 15 16 56 57 59 60

Los e n la ce s  L e u - T h r ,  L e u - G l u ,  L e u - S e r ,  T y r -A s n ,  son h i d r o -

l i z a d o s  p e r fec ta m en te  por l a  q u i m o t r i p s i n a  en la  u b i q u i t i n a  a i s l a

da del  huevo de CeKatltlh capitata, obt en ié ndo se  los  pépt id os  qui^
73 74

m o t r î p t i c o s  c o r r e s p o n d i e n t e s .  El en lac e  Leu-Arg se h i d r o l i z a  p a r -
72 73 74 72 73

c i a l m e n t e ,  y se han d e t e c t a d o  los  pép t id o s  A r g - L e u - A r g ,  Arg-Leu y 
74 29 30
Arg.  También s u f r e  h i d r ô l i s i s  p a r c i a l  el  e n la c e  L y s - I l e .  En la

u b i q u i t i n a  de Czfiatltli capitata se ha d e te c ta d o  una r u p t u r a  que

no se da en o t r a s  UBIP se c u e nc i a d a s ,  ■ es la  c o r r e s p o n d i e n t e  al  
68 69 69 71

e n l a c e  H i s - L e u ,  encon tr ând ose e l  p é p t id o  L e u - V a l - L e u  c o r r e s p o n d i e z

t e .  No se ha d e t e c t a d o  h i s t i d i n a  l i b r e ,  pero si se ha podido d e t e £  
68 69

t a r  e l  p é p t i d o  H i s - L e u ,  1o que pone de m a n i f i e s t o  la  h i d r ô l i s i s  
69 70

p a r c i a l  del  e n la c e  L e u - V a l .

Homologîa i n t e r n a .

S c h l e s i n g e r  et at., ( 1 . 9 7 5 )  s u g i e re n  la  e x i s t e n c i a  de un 

mecanismo de d u p l i c a c i ô n  de un gen a n c e s t r a l  que d a r î a  o r ig e n  al  

gen de la  u b i q u i t i n a .  Se apoyan en la  homologîa de las  secuencias  

de los  f r agmentes  s i g u i e n t e s :
3

I l e - Phe Va l - 1 ys Thr -Leu
9

■Thr
10
Gly Lys •T^r I I ?

14
-Thr

44
I l e Phe - A1 a - Gly

53
Gly

Lys -Gin
50
Leu
56
LeuArg Thr

29
Lys
60
Asn

I l e l - G l n  

I le l -Oln

Asp
34

Lys -Glu
64

L vs -Glu
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ENLACE GRADO DE HIDROLISIS

8 9
LEU-THR Nula ( 2 ) ,  T o t a l  ( 4 ) .
15 16
LEU-GLU Nula ( 2 ) ,  T o t a l  ( 4 ) .
29 30
LYS-ILE P a r c i a l  ( 3 )  T o t a l  ( 4 ) .
50 51
LEU-GLU Nula ( 1 ,  2 ,  3 y 4 ) .
56 57
LEU-SER P a r c i a l  (2 ) ,  T o t a l  ( 4 ) .
59 60
TYR-ASN P a r c i a l  ( 2 ) ,  T o t a l  ( 4 ) .

68 69
HIS-LEU P a r c i a l  ( 4 ) .
69 70
LEU-VAL Nul a (2 y 3 ) ,  P a r c i a l  ( 4 ) .
73 74
LEU-ARG P a r c i a l  (2 y 4) ,  Nula ( 3 ) .

Tabla  12 : Grado de h i d r ô l i s i s  por q u i m o t r i p s i n a  

de la s  u b i q u i t i n a s  sec uenci ad as .

( 1 )  Ub de t imo de t e r n e r a  ( S c h l e s i n g e r  

et at., 1 . 9 7 5 )

( 2 )  Ub de t e s t i c u l o  de t r uc h a  (Watson 

et at. , 1 . 9 7 8 ) .

( 3 )  Ub de t imo de t e r n e r a  (Low et at., 
1 . 9 7 9 ) .

( 4 )  Ub de Cefiatltté capitata.

pero  la  homologîa que se puede o bs er var  es a un mayor. En la  f i g z  

ra 30 se recogen la s  nuevas homologîas ahora p r o p u e s t a s ,  y en la  

f i g u r a  31 se muestra l a  secuencia  compléta de la  p r o t e î n a ,  en la  

que se as ignan  a los  f ragme ntos  homôlogos l e t r a s  con la s  que es-
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quemati zaremos e l  proceso e v o l u t i v e  que ha podido s e g u i r  un gen 

a n c e s t r a l  para  o r i g i n a r  e l  gen de l a  u b i q u i t i n a .

Los f r agmentos a ( r e s i d u o s  52 a 5 6 ) ,  a ' ( r e s i d u o s  46 a 50 y 

10 a 14) y a " ( r e s i d u o s  5 a 9 )  son homôlogos e n t r e  s i .  Ot ro  ta n to  

o c ur re  con los f ragmentos  e ( r e s i d u o s  5 7 - 6 4 ) ,  6' ( r e s i d u o s  65 a 69 y 

2 0 - 2 7 )  y 6" ( r e s i d u o s  28 a 33) y l a s  secuencias A ( re s i du o s  42 a 

45)  y A ' ( r e s i d u o s  1 a 4 ) .  Por u l t i m o  e l  f ragmente  B (r es id uos  70 a 

74) y el  B ' ( r e s i d u o s  34 a 38) deben procéder  de una c o d i f i c a c i ô n  

génica  i d é n t i c a  en un p r i n c i p i o .

Unicamente las  secuencias  [ ( r e s i d u e s  15 a 1 9 ) ,  y D( res i duo s  

39 a 41) y e l  âc ido  g lu tâ m i c o  ( r e s i d u o  51) no parecen t e n e r  homolo^ 

gîa  con a lgûn o t r o  f ragmente  de l a  u b i q u i t i n a .

La u b i q u i t i n a  e s tâ  c o d i f i c a d a  por un gen formado por dos 

f ragmentos  cas i  i d é n t i c o s  e n t r e  s i :

A ’ a " a ' C e ' B"B' ( r e s id u o s  1 a 38) y 

D Aa 'aBB'B '  ( r e s i d u e s  39 a 7 4 ) .

Los a p ô s t r o f e s  i n d i c a n ,  en e l  mecanismo de évolue  ion ( 1 )  

que se propondrâ mâs a d e l a n t e ,  el  orden e v o l u t i v e  de cada fragmen^ 

t o .  A s i ,  el  f ragmente  A' precede del  A y los  a'  del  a . . .

Se puede o b s e r v a r  que en cada une de estos fragmentos  e x i ^  

ten  c u a t r o  secuencias  homôlogas e n t r e  s i  dos a dos (a"  con a ' y 

6' con b"» a'  con a y 6 con s ' ) .

Se pueden proponer  dos esquemas que muestran el d é s a r r o i l o  

e v o l u t i v e  del gen u b i q u i t i n a  a lo l a r g o  del  t  iempo.

Mecanismo 1 .

El gen que c o d i f i c a  la  u b i q u i t i n a  (gen Ub) p r o c e d e r ia  de! 

gen a n c e s t r a l  que c o d i f i c a  l a  secuencia  52 a 64 (gen a - 6) .  En una
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Mecanismo 1.

0 - 6

^  dupl l cac l ôn,

( X —c("6-p*  B/2

X  i . s e r c l ô n .  I  d u p l I c . c K S n ,

A—ot ' — (X— 6— 6 *“ B

^  i n ser c i on .  

D*A*Qt*“ 0i-6' “ 6 ' “ B

^  d u p l i c a c i 6n . 

A ' - o " - o ' -  6' -  6' - B ' - D - A - o ' - o - 6” 6'~B

i nser c i ôn .

A ' - a ”“ 0 * - C 6 ' ~ 6 " ~ B ' ~ D “ A - a ' - o - B “ 6' ~B

Mecanismo 2 .

o ' - C - e '

dup1i c a c i 6n.  

o " - o ' - C - 6 ' - 6 "

^  i n s e r c i ô n .

A - o " - o ' - C - 6 ' - 6  " B

^  i nser c i ô n .

A ' - o " - o ' - C - 6  - 6  - B - D

d u p l i c a c i ôn.

A * * “ C—6 ' - 6 ""B — D-A — R * - ct-C” 6*"6 * “ B

de l ecc i ôn .

A ' - a ” - a * - C - B ' ” 6 ' * - B - 0 ” A ^ a * - a - 6 - 6 * - B  

FIGURA 32 : Esquema de dos posi  b l es caminos é v o l u t i v e s  que d i eron  

l ugar  a l a apar i c i on  del  gen que c o d i f i c a  a l a  ub i quj_ 

t i  na .
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pr i mera  e t apa  cada uno de las genes a y e se d u p l i c a r î a ,  formando

el  gen a ' - a - 6- 6' .  Par  i n s e r c i ô n  de 1 os genes A y B a p a r e c e r i a  el

nuevo gen A - a ' - « - e - e ' - B . El gen B que c o d i f i c a  l a  secuenci a Leu-

Ar g - Leu- Ar g  podr i a  pr océder  de un gen B/2 que c o d i f i c a r î a  la se-
71 72

Cuencia Leu- Arg y por d u p l i  caci  ôn o r i g i n a r l a  e l  gen antes mencio-  

nado ( B ) .

Una nueva d up l i  caci  ôn o r i g i n a r î a  e l  gen A ' - a " - a ' - B ' - 6" - B-A-  

' - a - B - 6’ - B . Las i n s e r c i o n e s  de 1 os genes D y C, que podr i an  t e -  

ner  l u g a r  como se muest ra en la  f i g u r a  32 , da r î a n  l ug a r  al  gen Ub.

Medanismo 2 .

El gen a n c e s t r a l  s é r i a ,  en es t e  caso,  el  que c o d i f i c a  la

secuenci a  10-27 (gen a ' - C - e ' ) .  E1 mecanismo que se recoge en la

f i g u r a  32 , comprender î a  dos d u p l i c a c i o n e s , dos i n s e r c i o n e s  y una 

d e l e c c i ô n .  En est e  caso el  f r agment e  71- 74  ( c o d i f i c a d o  por el  gen 

B) no p r oc é de r i a  de l a  d u p l i c a c  i ôn del  gen B / 2 ,  ya que se forma-  

r i a  por  d up l i c a c i ôn  de B en el  paso A ' - a " - a ' - C - B - b ' - b " - B - D  

A ' —a ”- a ' - C - 6'~6 - B - D - A - o * - a - C - 6- 6' - B.

Es de d e s t a c a r  que l a  secuenci a  52- 64  c o d i f i c a d a  por a - 6, 

est â  r e l a c i o n a da  con e l  pépt i do  s i n t e t i z a d o  por S c h l e s i n g e r  e t  al., 
( 1 . 9 7 8 ) .  Este pépt i do  posee el  40% de a c t i v i d a d  b i o l ô g i c a  descr i  ta 

para l a  u b i q u i t i n a .  Este  pépt i do  podr i a  ser  el  causante de la ac-  

c i ôn d i f e r e n c i a d o r a  que l a  u b i q u i t i n a  e j e r c e  sobre las c é l u l a s  T y 

B, y s e r  esta a c t i v i d a d  un r es i duo  f u n c i o n a l ,  pero no su fune i ona 

1idad babi t ua  1.

Es p o s i b l e  que el  pépt i do  52-64 e x i s t a  en forma l i b r e  y t en -  

ga acc i ôn sobre 1 os r ec e p t o r e s  e - a d r e n é r g i c o s  de la  s u p e r f i c i e  ce l u  

l a r ,  o que,  a lo l a r go  del  proceso é v o l u t i v e  baya d e s a p a r e c i d o ,
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s i endo s u s t i t u i d a  su acc i ôn  por o t r o s  componentes b i o l ô g i c o s  mSs 

p o t e n t e s .

C o n s e r v a t i v i d a d .  V e l o c i d a d  de e v o l u c i o n .

Se ban e l u c i d a d o  l as  e s t r u c t u r a s  p r i m a r i a s  de u b i q u i t i n a  

Humana,  bov i na  y de t r u c h a .  En 1 os t r è s  casos l a  e s t r u c t u r a  es

i . d é n t i c a ,  p r esent ândose  una p û s i b l e  a l t e r a c i ô n  en l a  ubi  qui  t i  na de 

t e s t i c u l e  de t r u c h a .  En e s t e  caso l a  o r d e n a c i ô n  de!  p é p t i d o  t r i p -  

t i c o  que c o n t i e n e  l a  h i s t i d i n a  no ha s i do r e a l i z a d a ,  y e l  r e s i du o  

C - t e r m i n a l  p r é s e n t a  h e t e r o g e n e i d a d , apa r e c i e n d o  g l i c o c o l a  y a r g i -  

ni na  en l a  misma p r o p o r c i ô n ,  aunque e l  r e s i d u o  de g l i c o c o l a  no se 

en c u e n t r a  s u s t i  t uyendo a l a  a r g i n i n a  N - t e r m i  n a l , s i no uni  do a e s t a .

El  p r i m e r  e s t u d i o  r e a l i z a d o  sobre u b i q u i t i n a  de i n s e c t e ,  

p r o po r c i o na  una e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  i dent  i ca a l a  o b t e n i d a  con l a  

p r o t e i n a  ai  s i ad a  de l a s  e s p ec i es  ant es  menci  o na d a s . La co nser va -  

c i ôn  de l a  secuenc i a  de una p r o t e i n a  desde un i n s e c t o  al  hombre 

es un caso û n i c o .  Las p r o t e  i nas mâs c o n s e r v â t i v a s  son l a s  h i s t o n a s ,  

y e n t r e  es t as  l as  H3 y H4,  con un cambio en 135 r e s i d u e s  y c u a t r o  

cambios en 125 res i duos r e s p e c t i v a m e n t e , e n t r e  l as  h i s t o n a s  de t i mo  

de t e r n e r a  y gai  1 i na (War ker  et: al., 1 . 9 8 0 ) .  La u b i q u i t i n a ,  por  lo  

t a n t o ,  p r é s e n t a  un grado de c o nser vâ t  i vi  dad û n i c o ,  no produc i éndose  

cambio a l guno en l a  secuenc i a  de espec i es  tan a l e j a d a s  en l a  e v o l u ­

c i o n ,  como e l  hombre y e l  d i p t e r o  Ce.n.atltl& capitata. Este  hecho 

apoya l as  t e o r i a s  de todos 1 os a u t o r e s  que t r a b a j a n  en e s t e  t e m a , 

de que l a  u b i q u i t i n a  es una p r o t e i n a  cuya fune i ôn b i o l ô g i c a  debe 

s e r  v i t a l  para l as  c é l u l a s ,  y su e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  i m p r e s d i n d i - 

b l e  para  el  d é s a r r o i l o  de d i cha  f u n c i ô n .
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Pépt i dos  c o n t a mi n a n t e s ..

Se han a i s i ado 5 pépt i dos  que i n t e r a c c i  onan con la  u b i q u i ­

t i n a ,  y se ha d e t ec t ado  o t r a  f r a c c i ô n  de ba j o  peso mo l ecu l a r  en 

l a  que e x i s t e  un componente p r i o r i  t a r i  o que es t r i p t ô f a n o .  La corn 

pos i c i ô n  de est os  p é p t i d o s  y l a  d e t e r mi na c i on  de su peso mo l e c u l a r ,  

nos permi  ten d edu c i r  que e s t i n  formados por 20 - 40  aminoâci  dos .

El h a l l a z g o  de es t os  pépt i dos  conf i rman l a  tes i s de Low e.t 
atl, ( 1 . 9 7 9 ) .  Hemos v i s t o  que t i e n e n  l a  capaci dad de p r o t é g e r  a la  

u b i q u i t i n a  del  a taque de enzimas p r o t e o 11t i  cas ( Tab l a  7 ) .  Si es 

c i e r t o  que l a  u b i q u i t i n a  t i e n e  algûn t i p o  de f unc i ôn  en un mecanis^ 

mo p r o t e o l i t i c o  como por  e j empl o l a  de s e n a l i z a r  l as p r o t e i n a s  que 

han de ser  d e g r a da d a s , estos pépt i dos  podr i an  formar  pa r t e  de 1 mis  ̂

mo mecanismo,  actuando como p r o t e c t o r e s  de l a  u b i q u i t i n a  a la ac ­

c i ôn de p r o t e a s a s .

La i n t e r a c c i ô n  podr i a  ser  un a r t e f a c t o  del  proceso de ex-  

t r a c c i ô n ,  pero de c u a l q u i e r  forma,  se pone de man i f i e s  to la capacj^ 

dad de es t a  p r o t e i n a  de i n t e r a c c i o n a r  con pépt i dos  bâs i cos .

S i s tema de e x t r a c c  iôn de pépt i dos  a p a r t i r  de mapas p e p t i d i c o s .

El nuevo método d escr i  to en e s t e  t r a b a j o  permi  te aumentar  

el  rend 1 mi en to del  proceso de e x t r a c c  i ôn hasta ocho veces 1 os va-  

1 ores que se obt en i an  por el  método usua l .  De esta  forma,  se ha po 

d i do c o n v e r t i r  una t é c n i c a ,  p r i c t i c a m e h t e  a n a l i  t i  ca en p r e p a r a t i  v a .

La gran e f i c a c i a  de separ ac i ôn  de l a  t é c n i c a  de ma pas pepti^ 

d i c o s ,  combinada con el  nuevo p r o cedi mi ent o  de e x t r a c c i ô n ,  permi  te  

l a  p u r i f i c a c i ô n  de 1 os pépt i dos  que proceden de una h i d r ô l i s i s  en-  

zi  ma t i  ca en cant  i dades s u f i c i e n t e s  para r e a l i z a r  l a  secuenci a manual ,  

y e v i t a n d o  p o s t e r i o r e s  p u r i f i c a c i ones.
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En l a  f i g u r a  33 se recogen 1 os d i f e r e n t e s  r endi mi ent os  

obt eni dos con las dos t é c n i c a s ,  s i mpl e  agi  t ac  iôn y son i cac i ô n , 

comentadas.

En ambos casos puede obser var se  l a  i n f l u e n c i a  del  tamano y 

p o l a r i d a d  de 1 os pé pt i do s  en 1 os r e n d i m i e n t o s , siendo éstos ô p t i -  

mos para pépt i dos pequeflo e h i d r o f i l i c o s .
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CONCLUSIONES.

- La u b i q u i t i n a  a i s l a d a  de huevo del  i n s e c t o  CcfioLtltlé capi­

tata se comporta como una uni ca  e s p e c i e  mo l e c u l a r  en gel  de p o l i a -  

c r i l a m i d a  y gel  de p o l l a c r l l a m i d a  en p r e s e n c i a  de SDS. El a n â l l s i s  

de su r e s i d u o  N - t e r m i n a l  c onf i r ma  l a  homogeneidad de l a  espec i e  

a i s l a d a .  La compos i ci  ôn de ami noac1 dos de l a  u b i q u i t i n a  a i s l a d a  de 

d i f e r e n t e s  l o t e s  de huevos es c o n s t a n t e .

-  El  r e n d i mi e n t o  de l a  p u r i f i c a c i ô n  se s i t u a  en 10-15 mg por  

200 g de huevos.

- La compos i c i ôn de ami noâci dos es ASX 7,  THR 7,  SER 3 ,  GLX 

1 2 - 1 3 ,  PRO 3 .  GLY 5 .  ALA 2 ,  VAL 4 ,  MET 1, ILE 6 - 7 ,  LEU 7 - 8 ,  TYR

1 - 2 ,  PME 2 - 3 ,  HIS 1,  LYS 7 ,  ARG 4.  No posee c i s t e i n a  ni  t r i p t ô f a ­

no.

-  El e s p e c t r o  de d i c r o i smo pone de m a n i f i e s t o  el  ba j o  c o n t e -  

ni do en e s t r u c t u r a s  a y g de es t a  p r o t e i n a .  Los p o r c e n t a j e s  de l as  

mismas va r  i an de!  9-20% ( h é l i c e  a)  y del  9-5% ( e s t r u c t u r a  g) deperi  

diendo del  a j u s t e  empleado.

- El  e s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a  exh i be  un mâximo a 275 nm c o r r e s -  

pondi  en t e  a l a  c o n t r  i bue i ôn de l a  un i ca t i r o s i n a ,  y hombros en l a  

r é g i  ôn 25 5 - 2 6 5  nm, c o n t r i b u e i ô n  de l a s  dos fen i 1 al  an inas de l a  pro 

t e l n a .

-  Se ha d e t e r mi nado  l a  secuenc i a  compl éta de l a  p r o t e i n a  ( f i ­

gura 28 ) •

- La secuenc i a  p r ésen t a  gran homol ogi a i n t e r n a .  Se ha pr opue^  

to un mecanismo g e n é t i c o  que d a r i a  o r 1gen al  gen de la  u b i q u i t i n a

a p a r t i r  de un gen a n c e s t r a l .
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- Est e  gen a n c e s t r a l  c o i n c i d i r î a  con el  que c o d i f i c a  un pép­

t i d o  que parece poseer  v a r i a s  de l as a c t i v i d a d e s  b i o l ô g i c a s  a s i g -

nadas a l a  u b i q u i t i n a  ( S c h l e s i n g e r  et at., 1 . 9 7 8 ) .

-  Se ha a i s l a d o  un pép t i d o  ( Gl y ) ,  que probabl emente i n t e -  

r a c c i o n a  con l a  u b i q u i t i n a  y que cor r esponderTa  al  nexo de un iôn 

e n t r e  Ub y H2A para f ormar  l a  p r o t e i n a  A24,

-  La u b i q u i t i n a  se ve p r o t e g i d a  por pépt i dos  bSsicos f r e n t e  

a l a  h i d r ô l i s i s  con enzimas p r o t e o l î t i c a s .

- Se ha puesto a punto un nuevo método para la e x t r a c c i ô n  de 

p é pt i d o s  y ami noâci dos a p a r t i r  de l a  c e l u l o s a  de 1 os mapas pept ^  

d i c os .  Este s i st ema aumenta en 7 - 8  veces el  r en d i mi e n t o  respect o  

al  método de s i mpl e  a g i t a c i ô n .
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INSTRUMENTACION.

- E s p e c t r o f o t ô m e t r o  Va r i a n  Techt r on  modelo 635 D. Vaalan, 
Mel bourne ( A u s t r a l i a ) .

-  E s p e c t r o f o t ô m e t r o  Cary 118.  VaMan^ Mel bourne ( A u s t r a l i a ) .

-  R e g i s t r o  g r â f i c o  REC 61 .Servograph.  Radlometen., Copenhagen 

( D i namar ca ) .

- S on i c a de r  Bronson B- 230 .  BH.onAon Smlthktlne Co., S h e l t o n .  

C o n n e c t i c u t  (USA) .

- Homogenizador  de v i d r i o  con embolo de t e f l ô n  de 60 ml .  

PottefL-Elvzh j em.

- C e n t r i f u g a  S o r v a l l  RC-2B.  SowaZt, Nor wa l k .  C o n n e c t i c u t  (USA)

-  Rot or  SS- 34 .  SoAva.lt, Nor wal k .  C on n e c t i c u t  (USA) ,

- A g i t ado r es  S u p e r - M i x e r  1291.  Lab-Line JmtAumenli, I n c . ,  

Mel r ose  Par k .  I l l i n o i s  (USA) .

- Columnas.  PhaAmacla Fine Chemleat, Upsal a ( S u e c i a ) .

- Fot ômet ro  de f l u j o  c o n t i n u e  Uv i cor d  I I .  LKB, Est ocol mo,

( Sueci  a ) .

- pHmetro Radi omet er  26.  PadlometeA, Copenhagen,  ( D i n a ma r c a ) .

- L i o f i 1 i z a d o r . VlAtlx C. I n c . ,  G a r d i n e r .  New York (USA) .

- Fuente de t e n s i ô n . LKB Modelo 3371D,  Estocol mo ( S u e c i a ) .

-  Bomba p e r i s t a l t i c a  Pharmacia P-3 .  PhaAmacla Fine Chemical, 
Upsal a ( S u e c i a ) .

-  Ana 1 i zador  a u t omâ t i c o  VuAAum  mode 1o D500,  Palo A l t o .  C a l i ­

f o r n i a  (USA) .

-  Computador PDP-8M, Telettjpe.
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-  F i l t r o  mi 111 p o r e . MlltlpoAe, B e l d f o r d .  Massachuset ts  (USA) .

- Cr omat ogr af o  H q u i d o - 1 i q u i d o  Waters Ass.  440.  WateAi, M i l ^  

f o r d .  Massachuset t s  (USA) .

■ - Cr omat ôgraf o  g a s - l i q u i d o  5750-G.  Hewlett-Pac.kaAd, Pa l o A l t o .  

Ca1i f o r n i  a { USA) .

-  C o l e c t o r  de f r a c c i o n e s R a d i - R a c  3402B.  LKB, Estocolmo ( Suec i a )

-  C o l e c t o r  de f r a c e i o n e s  Gi l son TOC 200.  Gltson, V i l l i e r s  l e  

Be 1 ( F r a n c i a ) .

-  C o l e c t o r  de f r a c e i o n e s  Radi -Rac 2112.  LKB, Estocolmo ( S ue c i a )

- Secuenci  ador  a u t o mâ t i c o .  Beckman 890B.  Beckman ImtAuments, 
Palo A l t o .  C a l i f o r n i a  (USA) .

- Câmara de e l e c t r o f o r e s is en capa f i n a .  Veèaga, H e i 1 del  berg 

( R . F .  A l e ma n i a ) .

- Baôo de agua.  Galtenkamp, I n g l a t e r r a .

- Lâmpara u l t r a v i o l e t a  U r a t o n - 70.  Atom, Barcelona ( Espana) .

- P i p e t a s  aut omât i  c a s . Ox^oAd LaboAatoAlo-6, San Mateo.  Cal i f or^  

nia ( USA) .

-  P i pe t as  au t omât i c a s . GlZ^on, V i l l i e r s  l e  Bel ( F r a n c i a ) .
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PRODUCTOS.

M a t e r i a l  B i o l Ô q l c o .

- Huevos de Cç.Aatltli capitata. I n s t i t u t e  Nac i onal  de I n v e s t  1 -  

g a d  ones Agronômi c a s . A l c a l i  de Henares (Espaf ia) .

D e t e r mi n ac i ô n  de a c t i v i d a d  l l t i c a .

-  UlcAococaé ZyAodtlktlcué. Sigma Chemical C o . ,  S t .  Loui s .  

Mi s s ou r i  (USA) .

- Fos f a t o  p o t l s i c o .  MeAck, Darmstad,  ( R . F .  A l e ma n i a ) .

V a l o r a c i ô n  de p r o t e i n a s .

- F o l i n  C i o c a l t e a u ,  s u l f a t o  c û p r i c o .  SHgO, ca r bonat e  sôd i co ,  

h i d r ô x i d o  sôdi co .  Me^cfe, Darmstad,  ( R . F .  A l emani a ) .

Ai s l a m i e n t o  de la  p r o t e i n a .

-  Acido a c é t i c o ,  a z i d a  s ô d i c a ,  I c i d o  c l o r h i d r i c o ,  h i d r ô x i d o  

s ô d i c o ,  h i d r ô x i d o  p o t l s i c o .  I c i  do f o s f ô r i c o ,  u r e a ,  b i c a r b o n a t e  

sôdi co .  MeAck, Darmstad,  ( R . F .  A l emani a ) ,

-  C l o r a n f e n i c o l . Kntlblôtlcoh S . A . ,  Leôn ( Espaha) .

-  Amber 1 i t a  CG 50.  hlalllncAodt, St .  Loui s .  Mi ssou r i  , (USA) .

- Sephadex G 25 medium, 6 75,  G 50 medium y f i n e ,  y azul  de 

d e x t r a n o .  PhaAmacla Fine Chemlcali , Upsala ( S u e c i a ) .

Cr i  t e r i o s  de p u r e z a .

-  A c r i l a m i d a ,  N,  N ' - m e t i 1e n - b i s a c r i 1 ami da. Koch Light Lab.  Ltd.,
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Colnbrook ( I n g l a t e r r a ) .

-  Acet ona,  met anol .  PanAeac, Montplet y E&teban S.L. , Ba r c e ­

lona (Espaf i a) .

-  Papel  Wahtman n“ l .  Bot^ion Ltd, Mai dstone ( I n g l a t e r r a ) .

- N, N , N ' ,  N ' - t e t r a m e t i 1- e t i l e n - d i a m i n a  (TEMED).  Lab. 
Inc., Slough ( I n g l a t e r r a ) .

’ -  P e r s u l f a t o  amonico,  I c i d o  a c é t i c o ,  urea sacar osa ,  TRI S,  

azul  de Coomassie , meta bi sul  f  i to sôd i co ,  f u cs i n a  , I c i d o  c l o r h i  dri^ 

CO, I c i d o  t r i e  1o r o a c é t i c o . UcAck, Darmstad ( R . F .  A l e ma n i a ) .

- Laur y l  s u l f a t o  sôdico (SDS) .  Chemical Co., S t .  Louis 

Mi ssour i  (USA) .

- Negro ami do . Fluka A.G., Buchs ( S u i z a ) .

-  Azul  de b r o mo f e n o l . CaAlo EAba, Mi l an  ( I t a l i a ) .

Composicion de ami n oac i d os .

-  Acido c l o r h i d r i c o ,  f enol  , h i d r ô x i d o  sôdi co ,  c i t r a t o  sôdi co.  

2HgO, t i o d i g l i c o l ,  EDTA. Me^cfe, Darmstad ( R. F .  A l e ma n i a ) .

-  Reac t i vo  de n i n h i d r i n a ,  I c i d o  met anosul f ô n i c o , t r i p t a m i n a ,  

I c i d o  m e r c a p t o a c é t i CO. PleAce Chemical, Rockf ord.  I l l i n o i s  (USA).

Secuenci a a u t o m a t i c a .

-  I sot  i oc i ana to de fen i 1o en hept ano,  Qu a d r o l , I c i d o  n - h e p t a -  

f 1u o r b u t i  r i  CO, benceno,  a c e t a t o  de e t i l o ,  c l o r u r o  de n - b u t i l o .  

Beckman, Palo A l t o .  C a l i f o r n i a  (USA).

- Acido c l o r h i d r i c o ,  f o s f a t o  d i s ô d i c o ,  c l o r o f o r mo ,  1 - p r o p a n o l ,

2 - p r o p a n o i , h e p t a n o , I c i d o  p r o p i ô n i c o ,  t o l u e n o ,  c l o r u r o  de es t an o ,  

n- p e nt a no ,  I c i d o  a c é t i c o .  McÆcfe, Darmstad ( R . F .  A l e ma n i a ) .
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-  F e n 1 l t i o h i d a n t o i n  d e r l v a d o s  ( P T H - a a ) .  Sigma Chemi ca l  Co. ,

S t .  L ou i s .  M i s s ou r i  ( USA) .

-  B i s - t r i m e t i 1 - s 11 i 1 - a c e t a m i d a . A l d a l ch - Eu Ao pa ,  Beerse ( Bêl^ 

g i c a ) .

-  Me t a n o l .  Panaeac. Montplet y Eéteban S.L. Ba r ce l ona  (EspaRa)

- D i c l o r o e t a n o .  Caalo EAba, M i l a n  ( I t a l i a ) .

-  B u t i l - P B D .  Eaitman ÛAganlc, Chem., Roches t e r .  New York (USA)

-  P l aças  de s i l i c a  gel  20x20 cm. MeAck., Darmstad ( R . F ,  Al ema­

n i a ) ,

- P l aças  de p o l i  ami d a . Cheng-Chln TAadln Co., T a i p e i  ( T a i w a n ) .

H i d r ô l i s i s  e n z i m â t i c a .

-  T r i p s i n a ,  q u i m o t r i p s i n a , c l o s t r i p a i n a .  WoAthlngton Blockem 
Co., F r e e h o l d .  New J e r s e y  (USA) .

-  TPCK, TLCK, 6- m e r c a p t o e t a n o l . Sigma Chemical Co., S t .  L ou i s .  

Mi s s o u r i  (USA) .

-  N - m e t i 1 - m o r f o l i n a . AldAXch-EuAopa, Beerse ( B e l g i c a ) .

-  F os f a t o  sôdi co .  MeAck, Darmstad ( R . F .  A l e ma n i a ) .

React iVOS e s p e c i f i c o s .

-  N i n h i d r i n a .  Sigma Chemical Co., S t .  Loui s .  M i s s o u r i  (USA) .

-  C o l i d i n a ,  a c i do  a c é t i c o ,  a - n i t r o s o - B - n a f t o i , a c i do  ni  t r i  c o , 

h i d r ô x i d o  s ô d i c o ,  h i d r ô x i d o  p o t l s i c o ,  (ÿi rbonato s ô d i c o .  HeAck, 
Darmstad ( R . F .  A l e ma n i a ) .

-  Et anol  ( des t i 1 ado) ,  I c i d o  s u l f a n i l i c o .  PanAeac, Montplet y
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e^teban S.L., Barcel ona (EspaRa) .

-  F I u o r e s c a mi na . Seava Fein Biochemical, H e i 1 del  berg ( R. F .  

Al e ma n i a ) .

- T r i e t i 1 ami na . CaAlo Eaba, M i l a n  ( I t a l i a ) .

-  Fenant r enoqui nona .  F . E . R . 0 . S . A. ,  Barce l ona  (Espana) .

-  a - N a f t o l  , n i t r i t o  sôdi co .  T. Schuchaadt, München ( R . F .  A l e ­

man i a ) .

-  p - D i m e t i 1 ami nobenza1d e i d o . PleAce ChemlcalA, Roc k f or d . 111j  

noi  s ( US A) .

Separ ac i ôn  de p é p t i d o s .

-  P i r i d i n a .  CaAlo EAba, Mi l an  ( I t a l i a ) .

-  Acido a c é t i c o ,  n - b u t a n o l .  MeAck, Darmstad ( R. F .  A l emani a ) .

- Acetona ( d e s t i l a d a ) .  PanAeac, Montplet y Ê iteban S.L., Bar ­

ce l ona  ( EspaRa) .

- P l aças de c e l u l os a  C. F.  Polygram CEL 300,  20x20 cm, 0 , 1  mm 

de espesor .  MacheAey Nagel 6 Co., Düren ( R . F .  A l emani a ) .

-  D a n s i 1- d e r i v a do s  (DNS) .  Stgma Chemical Co., St .  Loui s .  M i ­

s sour i  ( USA) .

Degr adaci ôn manua l .

- F e n i l e s o t i o c i a n a t o .  Becfeman InAtAumenti Inc., Palo A l t o .  

C a l i f o r n i a  ( USA) .

-  P i r i d i n a ,  aci do f ô r m i c o ,  d i c l o r o e t a n o .  CaAlo EAba, Mi l an  

( I t a l i a ) .
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-  Acido t r i f 1u o r o a c é t i c o  , a c e t a t o  de n - b u t i l o ,  agua ox i genada ,  

t o l u e n o ,  f o s f a t o  s ô d i c o ,  amoni aco,  p l aças  de s i l i c a  gel  20x20 cm. 

Mc^cfe, Darmstad ( R . F .  A l e ma n i a ) .

-  C l o r u r o  de dans i 1 o , dansi  1 - d e r i  vados . Sigma. Chemical Co,,

St .  L ou i s .  M i s s o u r i  (USA) .

-  N - e t i 1 - m o r f o l i n a .  AldAlch-BuAopa, Beerse ( B é l g i c a ) .

-  D i m e t i 1 f or mami da . Fluka AG, Buchs ( S u i z a ) .
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99, Nat. Blomed. Rea. Fund. Washington U.C.

1 9 . -  Dayhof f  M.O. ( 1 . 9 7 6 )  Atlas o^ PAot. Seq. and StAac.. Vot 5 Sapp 
12, Nat Blomed. Rea.  Fund. Washington U.C.

2 0 . -  Deiange R . J . ,  Fambrough D M . ,  Smith E. K. y Bonner J . ( 1 . 9 6 9 ) ,  

J. Biol. Chem. 244, 5 . 6 6 9 .

2 1 . -  Perez - Aranda A . , (  1 . 9 7 3 ) ,  T^sls VoctoAal.

2 2 . -  Dognin M.J.  ( 1 . 9 7 8 )  Teat a  doetoAal.

2 3 . -  Edelhoch H. ( 1 . 9 6 7 )  BlochemlstAy 6, 1 . 9 4 8 - 1 , 9 5 4 .

2 4 . -  Edman P. ( 1 . 9 4 9 )  Acta. Chem. Scam. 4, 283.

2 5 . -  Fer n l ndez - Sousa J . M . ,  Muni c i o  A.M. y Ri bera  A. ( 1 . 9 7 1 )  Blochlm. 
Blophys Acta 231, 5 2 7 - 5 3 4 .

2 6 . -  Fer nl ndez - Sousa J . M . ,  Gav i l anes  J . G . ,  Muni c i o  A . M. ,  Pérez - Aran  

da A. y Rodr i guez R. ( 1 . 9 7 7 )  EuAopean J.  Btochem. 72, 2 5 - 33 .

2 7 . -  Fol ker s  D. y Wan Y. P.  ( 1 . 9 7 8 )  Blochem. Blophys. Rea. Commun. SO, 

740- 744 .

2 8 . -  Gray,  W.R. y H a r t l e y ,  B. S.  ( 1 . 9 6 3 )  Btochem. J,  S9, 379.

2 9 . -  Goldknopf  I . L .  y Busch H. ( 1 . 975 )  Btocfiem. Bt ophya. Rea. Commun.

65.  9 51 - 960 .

3 0 . -  Gol dknopf  I . L .  y Busch H. ( 1 . 9 7 7 )  P a o c .  Natl. Acad. Scl. USA,

74, 864 - 868 .



- 156 -

3 1 . -  Gol dknopf  I . L . ,  French M . F . ,  Daskai  Y. M. y Busch H. ( 1 . 9 7 8 )  

Blochem. Blophys, Rea . Commun. $4 ( 3 ) ,  7 8 6 - 7 9 3 .

3 2 . -  Gol dknopf  I . L . ,  Rosenbaum F . ,  S t e r n e r  R . , V i d a l i  G. A l l f r e y  

V.G.  y Busch H. ( 1 . 9 7 9 )  Blockem. Blophys. Res. Commun. 90 
( 1 ) ,  2 6 9 - 2 7 7 .

3 3 . -  Gol dknopf  I . L . ,  Wi l son G . ,  B a l l a l  N.R.  y Busch H. ( 1 . 9 8 0 )  J,  

Blol. Chem. 255 ( 2 2 ) ,  1 0 . 5 5 5 - 1 0 . 5 5 8 .

3 4 . -  Gol dknopf  I . L . ,  Sudhakar  S . ,  Rosenbaum F. y Busch H. ( 1 . 9 8 0 )

Blochem. Blophys. Res. Commun. 95 ( 3 ) ,  1 . 2 5 3 - 1 . 2 6 0 .

3 5 . -  Go l d s t e i n  G. ( 1 . 9 7 4 )  NatuAe 247, 11.

3 6 . -  Hami l t on  J.W.  y Rouse J . B .  ( 1 . 9 8 0 )  Blochem. Blophys. Res. Co­

mmun. 96 ( 1 ) ,  114 - 120 .

3 7 . -  Hammer! i ng U . , Chin A . F . ,  Abbo H . J . ,  G o l d s t e i n  G . ,  Sonnenberg 

M. y Hof fman M.D.  ( 1 . 9 7 6 )  Eu a . J. Jnmunot. 6, 88.

3 8 . -  H a r t l e y ,  B. S.  ( 1 . 9 7 0 )  Blochem J. 719, 805 .

3 9 . -  Hor ni ng E . C . ,  Van der  Hevel  , N . J . A .  y Gr eech,  B.G.  Methods 
Blochem. Anal. 11, ( 1 . 9 6 3 )  69.

4 0 . -  Hunt  L . T . ,  Dayhof f  M.O.  ( 1 . 9 7 7 )  Blochem. Blophys. Res. Commun. 
74 ( 2 ) ,  6 5 0 - 6 5 5 .

4 1 -  I wat a  T . ,  I n c e f y  G . S . ,  Good R.A.  ( l T ? 7 9 )  Blochem. Blophys. Res. 
Commun. SS ( 4 ) ,  1 . 4 1 9 - 1 . 4 2 7 .

4 2 . -  Jenson J . ,  Go l d s t e i n  G. y Bers 1ow E. ( 1 . 9 8 0 )  Blochlm. Blophys. 
Acta 624, 3 7 8 - 3 8 5 .

4 3 . -  Kagan W. A . ,  O ' N e i l  G . J . ,  I n c e f y  G . S . ,  G o l d s t e i n  G. y Good R.A,

( 1 . 9 7 7 )  BZood 50 ( 2 ) ,  2 7 6 - 2 8 8 .

4 4 . -  Kagan W. A . ,  S i e g a l  F . P . ,  Gupta S . ,  Go l d s t e i n  G. y Good R.A.  

( 1 . 9 7 9 )  J. Inmunol. 122 ( 2 )  6 8 6 - 6 9 1 .

4 5 . -  Lai  ( 1 . 9 7 7 )  Methods In Enzlmol. Vol XLVT7, pags.  3 6 9 - 3 7 3 .



- 157 -

4 6 . -  L enk i nsk i  R . E . ,  Chen D . M . ,  Gl i ckson J . D .  y Go l ds t e i n  G.
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