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A3REVIATURES UTI1ITZADES EN AQUEST TREBALL

AMP Adenosin-5 *-monofosfat
AMP cíclic Adenosin-3 ',5'-monofosfat cíclic
ATP Adenosin-trif sfat

cpm Comptes per minut
DSPIP Dicíorofenolindofenol

DEAE Dietilaminoetil

DTT Ditiotreitol

DIPF Diisopropilfluorofosfat.,

EDTA Etilendiaminotetracetat

EGTA Etilenglicol-bis-(^ -aminoetil eter)-N,N'
tetracetat

GS Glicogen sintasa
Km Constant de Michaelis

M, mM, M Molar, milimolar, micromolar
PhK Posforilasa b auinasa

PMSP P enilmet ilsulfonilfluo rur

PPO 2,5-difeniloxazol
SDS Dodecilsulfat s&dic

STI Inhibidor de llavos de soja per a la tripsina
TICE Tosil-lisil-clorometilcetona

TPCE Tosil-fenil-clorometilcetona

Tris T ris- (hi d ro ximetil) anino e t&

U Unitats d'activitat enzim&tica



PRESENTACIO DEL TREBALL

L'estudi del metabolisme del glicogen en leucocits po-

limorfonuclears de poro i humans ha estat portat a terme

des de fa temps en el nostre laboratori.

Prbviament a la iniciacio d'aquest treball, s'havien

obtingut dades que demostraven que els leucbcits polimorfo-

nuclears humans, al contrari que la majoria deis teixits es-

tudiats incluint els limfbcits humsns i de poro i els leu-*

cocits de poro, eren incapacos de portar a terme la trans-

formació de glicogen sintasa forma B a la forma I, reacció
catalitzada per la glicogen sintasa fosfatasa.

Quan es va aconseguir la purificació de la glicogen

sintasa de leucbcits polimorfonuclears humans frescos, va

quedar ciar que havia d'existir algún inhibidor que afee-

tés a aquesta transformacié i que podia actuar sobre la gli-

cogen sintasa fosfatasa o directament sobre la glicogen sin-

"bcLSS. #

L'inhibidor es va identificar finalment com una pro-

teasa, activa a pü neutre i present en el sediment de 27000

xg deis leucocits polimorfonuclears.

Aquesta proteasa, la total purifics,cio de la qual s'
estb estudiant actua,lment en el nostre laboratori, degrada



i simult&niament inactiva a la glicogen sintasa forma I.

Aquesta acció emplica el perqué no es trobava activitat

glicogen sintasa I en homogenats de policiorfonuclears hu-

mans.

Posteriors estudis portats a teme amb la proteasa

semipurificada van mostrar que posseia també activitat

sobre la fosforilasa b quinasa, i , que en aquest cas oca-

sionava un increment de 1'activitat de l'enzim.

Així, dones, aquest treba.ll est£, enquadrat en l'estu-
di d'una proteasa neutra aillada de polimorfonuclears human

i de porc amb activitat sobre la glicogen sintasa i la fos-

forilasa b quinasa.

Els objectius d'aquest treball son dos:
- La caracterització de l'efecte d'activació de la

fosforilasa b quinasa incluint 1 'observació de ; les conse—.

qü^ncies estructuráis de 1'acció de ila proteasa sobre la

molécula de fosforilasa b quinasa.
- La localització subcel.lular de l'enzim: el se-

diment de 27000xg inclou mitoc&ndries i diferents tipus de

gr&nuls semblanta ais lisosomes.mMalgrat el fet de que mol-

tes proteases es troben dintre deis lisosomes, hi ha abun^

dants exemples de proteases de localització mitocondrial,

nuclear, citoplasmAtica, etc. Per aquesta ráó hem desen-

volupat la técnica de fraccionament subcel.lular mitjan-

qant gradients de densitat i posterior localització en ells

de 1'activitat proteasa.
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1.1. VISIO GENERAL DEL METABOLISME DEL GLICOGEN.

El glicogen és un polímer format per cadenes ramifica-

des d'unitats glicosíliques unides entre elles per un enllaq
de tipus o¿-(l,4), excepte en els punts de ramificació en els

quals la unió és de tipus <*-(1,6). El glicogen constitueix

el dip&sit en que s'emmagatzemen les molkcules de glucosa per

ésser alliberades quan sigui necessari.
El glicogen es troba localitzat predominantment en el

citoplasma de les c&l.lules de la majoria deis teixits deis'

mamífers, de manera que el mdscul i el fetge son els órgans
mes importants des del punt de vista quantitatiu.

El glicogen emmagatzemat en el múscul constitueix una

reserva de glucosa d'utilització prbpia, mentres que el fet-

ge actúa com a administrador de la reserva de glucosa per l'
organisme. Es presenta associat fortament amb proteínes, i,

en especial, amb. aquelles relacionades amb el seu metabolis-

me.

Els responsables de la síntesi i degradació del glicogen

son, respectivament, la glicogen sintasa i la glicogen fos-

forilasa. La via de síntesi acceptada parteix de la glucosa,

la qual passa a glucosa-6-P, i aquesta a glñcosa-l-P. El do-

nador de grups glicosil és la uridindifosfoglucosa (UDPG),
formada per acció de la UDPG-pirofosforilasa sobre la gluco-

sa-l-P i l'uridin-trifosfat (UTP).
El procés degradatiu es basa en la separació d'unitats

de glucosa-l-P a partir del glicogen en la reacció que cata-

litza la glicogen fosforilasa. La glucosa-l-P es transforma
en glucosa-6-P, la qual pot entrar en la via glucolítica i

alliberar energia, o bé, en el cas del fetge, ésser hidrolit-
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zada per la glucosa-6-fosfatasa, formant-se glucosa, que sor-

tirá a la sang i ser^ repartida per tot l'organisme.
La glicogen sintasa i la glicogen fosforilasa son enzims

regulables per canvis en el seu grau de fosforilació, o si-

gui, en el contingut de fosfat unit covalentment a la mol&cu-
la.

La glicogen sintasa és fisiol&gicament activa quan no

está fosforilada (forma I), mentres que la forma fosforila-

da (forma D) necessita per a la seva activitat la presencia
de glucosa-6-P.

La reacció de fosforilació de la glic&gen sintasa es

catalitzada per diverses protein-quinases, que catalitzen la
tranferáncia del fosfat gamma de l'ATP a una gran varietat

de proteines, entre elles, la glicogen sintasa.
En el cas de la glicogen fosforilasa, la forma activa

es la fosforilada (forma a), mentres que la forma b, defos-

forilada, es activa nomes en presencia d'AMP. Aquesta dife-
rancia permet que quan el procés de síntesi estigui activat,
no ho estará el de degradado i viceversa.

La interconversió de la glicogen fosforilasa está con-

trolada per dos enzims: la fosforilasa b quinasa, que cata-

litza la conversió de la forma b en a, i la fosforilasa fos-

fatasa, que transforma la forma a en b.

La fosforilasa b quinasa, enzim que activa a la fosfori-

lasa b per fosforilació es troba en múscul i teixit adipós en

una forma d'alta activitat a pH 6,8 i una altra no activa a

aquest pH.

L'activado de la fosforilasa b quinasa es realitza mit-

jancant un mecanisme en el qual intervó una protein-quinasa

depenent d'AMP cíclic, enzim idántic a una de les quinases

que catalitzen la fosforilació de la glicogen sintasa.
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La fosforilasa b quinasa fosfatasa és l'enzim que de-

fosforila i inactiva a la fosforilasa b quinasa. Aquest en-

zim es la mateixa proteina que la glicogen sintasa fosfatasa.1.1.1.GLICOGEN SINTASA.

La glicogen sintasa catalitza la formado d'enllaqos
glicosílics entre els extrems de les branques de la molkcu-
la de glicogen i les unitats glicosíliques activades en for-

ma de UDP-glucosa.

La reacció catalitzada per la glicogen sintasa consti-

tueix la clau del control de la biosíntesi del glicogen.

1.1.1.1. ESTRUCTURA I PROPIETATS.

L'enzim ha estat purificat a homogeneitat a partir de

diversos teixits (1). El pes molecular calculat per a la sub-

unitat de glicogen sintasa en diferents-teixits est& entre

77000 i 100000, segons troniques d 'electrofor&si en gel en

presencia de SDS (2). L'enzim est& constituit per 1'agrega-
ció d'un cert nombre de subunitats que varia segons el tei-

xit (2). El significat exacte d'aqüestes diferencies en l'
estat d'agregado no es coneixen. El nombre de fosfats in-

corporats varia segons la quinasa que catalitzi la reacció.

1.1.1.2. PROTEÓLISI LIMITALA.

El tractament limitat de la glicogen sintasa de múscul
amb tripsina descrit per diversos grups de treball (3,4,5)
demostren que la-subunitat nativa de glicogen sintasa que

posseeix un pes molecular de 85000 D és degradada per la trip-
sina a dues espacies mes petites de 75000 D i 68000 D. A-

quest?.trencament proteolitic de la glicogen sintasa produeix

una disminució en la relació -G6P/+G6P, ja que incrementa
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en 10 vegades el valor de la Sq?5 per a la UDP-glucosa.
Qualitativament, l'acció limitada de la tripsina imita

la fosforilació covalent de la glicogen sintasa, no només en

el canvi en el percentatge de forma I, sin& també en les mo-

dificacions cinfetiques que tenen lloc en el procés. Aquesta

observació indica que el segment de la molécula accesible a

la proteblisi té un important paper en la regulacié de l'ac-
tivitat de 1'enzim (6).

Segons Takeda i col. (7), la sequ&ncia NH2-terminal és
la mateixa en la subunitat de 75000 D que en la subunitat

original. Aixo suggereix que la degradacié portada a terme

per la tripsina té lloc aprop de l'extrem COOH-terminal de

1'enzim, sense que s'alteri l'extrem NH2~terminal.
Aquests mateixos autors van observar o.ue el tractament

d'una preparado de glicbgen sintasa D que contenia 3 >2 fos-

fats/subunitat amb tripsina, produia un fragment de 75000 D

amb una activitat glicogen sintasa I molt baixa, i que només
contenia 2 fosfats. D'aix& es dedueix que les dues formes de

la glicoegn sintasa poseeixen un nucli resistent a la trip-

sina, el qual conté diversos centres fosforilables.

1.1.2. FOSFORILASA b QUINASA.

La fosforilasa b quinasa és 1'enzim que catalitza la

fosforilació de la fosforilasa b per passar a fosforilasa a.
/

Es regulada a la seva vegada de manera complexa, la qual co-

sa la converteix en un deis enzims més intensament estudiáis

de la cadena de reaccions que condueixen a la degradado del

glicogen.
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1.1.2.1. ESTRUCTURA.

L'enzim está composat per diverses subunitats: c¿, c('f

ji> i If. D'elles, segons apareixen en gels de poliacrilami-
da en presencia de SDS, la banda c< 'está clarament en una pro-

porció mes petita que les altres. A la banda o<' se li va-a-

tribuir un origen proteolític, perb posteriors estudis van

demostrar que aixb no era cert i que en realitat provenia de
diferent tipus de raúscul que la banda e<(8,9).

Mes recentment, Cohén i col. (10), utilitzant gels.de

poliacrilamida al 10$ en presencia de SDS, van aconseguir de-

tectar una nova banda corresponent a la subunitat S , idán-
tica a la calmodulina, i que es la responsable de l'afinitat
de l'enzim per el calci.

El pes molecular de l'enzim, determinat mitjancant tác-
ñiques dlequilibri de sedimentació a alta velocitat, és, a-

proximadament, de 1,3x10^ D. Les subunitats- tenen un pesos

moleculars de: * = 145000, 140000, 128000 i / =

41000.

La relació molar entre les diverses subunitats, deter-

minada per densitometria en gels de poliacrilamida, es de:
oiic*': : í de 1:1:1; Experiments posteriors duts a terme

amb la subunitat & demostren que aquesta está present en la

mateixa proporció que les demés, encara que estudis mes re-

cents suggereixen que l'enzim pot associar-se a una altra mo-

lácula de £ , a mes de la que forma part de l'enzim (11).
En base a tot aixó, es pot afirmar que la fosforilasa

b quinasa es un hexadecámer compost per quatre tipus de sub-

unitats que difereixen en diverses característiques, entre

elles el pes molecular. Es a dir, 1 estructura de 1 enzim ve

representada per (<< Y ¿ ) 4 i té un pes molecular de 1,3x10^.
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Les subunitats cA i pmanifesten un comportament difepent
al de la subunitat Y , especialment en tres característiques
importants:

a) la composició en aminoácids.
b) la resistencia a la proteblisi per tripsina.

c) la fosforilació per protein-quinases dependents de
AMP cíclic. '

a) La subunitat Y conté una major proporcio de tirosi-

na, fenilalanina, lisina i arginina, vientres que conté un nom-

bre més petit de residüs de leucina i serina,

b) Es comentará més endavant.

c) En condicions fisiolbgiques i sota l'acció de la pro-

tein-quinasa dependent d'AMP cíclic, la fosforilasa quinasa

és fosforilada en les seves subunitats ^ i . En primer lloc

i a gran velocitat es fosforila , mentres que p( es fosfo-

rila molt més lentament. Transcorregut un cert temps, ambdues

subunitats arriben a un grau de fosforilació máxim, que co-

rrespon a un mol defosfat per cada mol d'o<i de .

La subunitat Y no és fosforilada (12).

1.1.2.2. FORMES D 'ACTIVACIO.

La fosforilasa b quinasa de rmíscul esquel&tic de mamífer
existeix en dues formes: Una forma activa, amb una Km per a

la fosforilasa molt baixa, i que mostra activitat en un ám-

pli interval de pH (6,8-8,6), i una forma inactiva, amb una

Km Per a Ia fosforilasa molt elevada i que només és activa
a pH 8,6.

L'enzim pot ésser activat de diverses formes:

A) Per proteblisi limitada.



B) Per fosforilació
C) Per calci.

A) Activado per prote&lisi limitada:

Est& descrita 1'activado de la fosforilasa b quinasa

per tripsina i per una proteasa dependent de calci.
- Per tripsina:

La incubado de la fosforilasa b quinasa amb tripsi-

na a concentracions de 2 ygjmi, incrementava l'activitat a
pH 6,8 unes 100 vegades en 5 minuts, paral.lelament a la de-

saparició de les bandes corresponents a les subunitats p(i p
En el primer minut, en el qual la subunitat desapareixia,

s'arribava a una activado de quasi el 80$ de la total, men-

tres que el 100$ d'activado s'aconseguia quan comencava a

desapardxer la subunitat .

Posteriorment, l'activitat decreixia. Com que l'ac-
tivitat es mantenia &dhuc quan havien desaparegut les sub-

unitats o¿ i , aquest fet suggeria que la subunitat / , que

no resulta afectada per la.j..tripsina, pot ésser la subunitat
catalítica,

-Per una proteasa,dependent de calci:

A l'any 1964, Meyer i col. (13) van demostrar que l'
activado de la fosforilasa quinasa de múscul esquelktic de

conill per preincubació amb Ca^"*' requeria un factor protexc

que normalment era eliminat durant la purificado de la fos-

forilasa b quinasa. Aquest factor activant de la quinasa va

ésser anomenat KAF.

Els- primers intents per a demostrar que es traetava

d'un enzim proteolític van resultar negatius, fins que Hus-

ton i col. (14) van demostrar que posseia activitat proteo-

lítica. Els primers intents havien fallat degut a la gran
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inestabilitat de KAF en presencia de calci, el qual feia que

s'autoinactivés. Aquests autora van arribar a purificar el

factor quasi a homogeneitat i van demostrar que era actiu

sobre caseína i albúmina, mentres que mostrava poca activi-

tat sobre fosforilasa a i b, hemoglobina i fosvitina.

Drummond i Duncan (15) van observar un factor similar

en extractes de raúscul cardíac. A mes, van descriure en el

sobrenedant un inhibidor que podia evitar l'activació de la

fosforilasa b quinasa.

A l'any 1976, Dayton i col. van purificar una protea-

sa activable per calci a partir de múscul esquel&tic de porc:

van anomenar a aquest factor activable per calci, CAF.

Aquest factor era capaq de degradar alguns deis com-

ponent de l'aparell contráctil del múscul. Pr&viament ja s'
havia descrit que una fracció proteica activable per calci
alllada de múscul esquelbtic de conill era capaq de degradar
els dises Z de les miofibrilles "in vivo”.

Els procediments utilitzats per Dayton per a purifi-

car aquest factor i les propietats químiques i físiques de

KAF i CAF suggerien que ambdós factors eren idlntics.
El factor CAF (-16) degrada proteines musculars com la

troponina T i la I, la tropomiosina i la proteina C, perb
no hidrolitza a l'actina, la miosina, l'c(-actinina o la tro-

ponina C.

CAF és bptimament actiu a pH 7,5 en presencia de 1 mM

de calci, sobre els dises Z del muscul. Es inhibit per iodo-

acetat, perb no per 1'inhibidor de soja de la tripsina.

En quant a 1'estructura, consta de dues cadenes poli-

peptídiques de P.m.= 80000 i 30000, respectivament.

Aquest factor pot teñir un paper fisiolbgic en la de-

sorganitzacio de les miofibrilles durant el seu ”tumover”
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metab&lic. Hi han evidencies de 1'existencia d'una proteasa

similar en cervell, plaauetes i úter i es possible que es

trobi ámpliament distribuit per els teixits.

Mes endavant, Waxman i Krebs (17) van descriure dues

activitats inhibidores de proteases, aillades de múscul car-

diac de bou. Una d'elles era específica per a la proteasa

dependent de calci i l'altra era capaq d'inhibir a la trip-

sina i quimotripsina, perb no a altres serin-proteases, com

la plasmina, la trombina i la subtilisina

El primer d'aquests inhibidors te un pes molecular

molt elevat: 270000. El mecanisme d'inhibido és a través

d'una interaccié directa amb la proteasa, mes que a través
de la quelacié del calci, ja que la inhibido no era elimi-

nada per una concentrado de 25 eM Ca2'*". Normalment l'in-
hibidor está unit a la proteasa, de la qual es separa per

una columna d'intercanvi i&nic. Encara que la concentrado

d'inhibidor sembla ésser molt més gran qué la de proteasa,

no es sap com es regula la seva interaccié.

B) Activacio per fosforilado;

La fosforilasa quinasa és capac d'ésser fosforilada

per una protein-quinasa dependent d'AMP cíclic i també per

ella mateixa en una reaccié d'auto fosfo rilado.

Ja hem observat pr^viament que la incubado amb la pro-

tein-quinasa dependent d'AMP cíclic, portava a la fosforila-

cié de les subunitats & i |2> , mentres que la ^ no es fosfo-
rilava. L'activacié de l'enzim és paral.lela a la fosforila-

cié de jíb , mentres que la fosforilacié d'C^, més lenta, qua-
si no té efecte sobre l'activitat.
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C) Activado per calci:

La fosforilasa b quinasa és inhibida per EDTA i EGTA

i a mes és activada per una concentrado de calci de només
10-7 ffi fins a un 50$ respecte a 1'activado máxima. Aquests

fets, independents de 1'existencia de KAP, van demostrar

que la fosforilasa b quinasa és un enzim dependent de calci.

La subunitat & és la responsable de la unió de 1'enzim
al calci (18). La concentrado de Ca2+ en el múscul en re-

pos és de 3x10"7 m í en tensio máxima, de 2xl0~5 m, de mane-

ra que sembla ésser un procés d'importáhcia "in vivo”.

1.1.3. METABOLISME DEL GLICOGEN EN LEUCOCITS NOHMALS I

LEÜCEMICS.

El glicogen és un deis components principáis del ci-

toplasma deis polimorfonuclears (PMN) i deis limfocits (19).
Aqüestes cbl.lules poseeixen tots els enzims de la síntesi
i la degradado d'aquest polisacárid.

La glicogen fosforilasa i l'amilo-(l,6)glucosidasa
es troben en leucocits normáis i leucbmics, encara que en

aquests últims, l'activitat és més petita. La fosforilasa
es troba present en les seves dues formes, una activa i l'
altre inactiva en absbnciá d'AMP. Ambdues formes son Ínter-

convertibles grácies a la fosforilasa quinasa i la fosfori-

lasa fosfatasa, que catalitzen la reaccio de "fosforilacié
i defosforilacio de 1 'enzim, respectivament (20,21).

L'activitat de la glicogen sintasa és la mateixa en

leucbcits normáis humans i de porc, perb, en les cbl.lules
leucbmiques es troba disminuida,(22).

La glicogen sintasa de PMN i liitífbdts de porc pot ser



transformada de la forma D, que es la que es troba nórmala

ment, a la forma I, com passa a la majoria deis teixits in-

vestigats. L'enzim que catalitza la conversió de ía forma D

a la forma I presenta les mateixes característiques que en

altres teixits i, probablement, es tracta d'un enzim molt

similar a la fosfatasa descrita en aquests. Per altra banda,

1'enzim que catalitza la conversió de la forma I a la D es,

amb gran probabilitat, una quinasa, ja que dep&n de l'ATP-
Mg2+per a la seva activitat.

En canvi, els leucocits polimorfonuclears humans no te-

nen capacitat per convertir la glicogen sintasa D a la for-

ma I (23,24), mentre que els limfocits sí que poden fer-ho.

En quant ais leucocits leuc&mics, els provinents de leucemia
mieloide crónica no podien dur a terme aquesta conversió,
mentre que els provinents de leucemia mieloblástica aguda o

de leuc&mies liPtfoides, sí que podien fer-ho.(25).
Mes tard, es va aconseguir purificar la glicogen sinta-

sa I a partir de leucbcits frescos-(26), peró la rao de per-

qub ^.0 es produla la conve rsio' va essér descrita per Cussó
i col. (22).

La fracció de 27000xg de leucocits polimorfonuclears
humans conté un inhibidor de la conversió de la forma D a

la I. L'inhibidor s'inactivava per ebullició i per l'inhibi-
dor de llavor de soja per a la tripsina (STI).

Aquest factor es va reconeixer com una proteasa, sem-

blant a la tripsina, activa a pH 7,8 i probablement present

en els lisosomes. Cabia també la possibilitat de que es tra-

tés d'una proteasa amb acció sobre la glicogen sintasa D

fosfatasa, perí)ü:més tard es va identificar com una pro tea-

sa activa sobre la glicogen sintasa I directament.



Aquesta proteasa está també present en els polimorfonu-

clears de porc, pero a concentracions mes baixes.
La proteasa es va mostrar també activa sobre la fosfo-

rilasa quinasa, produint en aquest cas un increment de 1 ac-

tivitat. Aquest fet ens va conduir a profunditzar l'estudi
de la proteasa en aquest camp, tema que és un deis objectius

del present treball.



1.2. DEGRADACIO DE PROTEINES. PROTEASES

,1.2.1. DEGRADACIO DE PROTEINES.

Els sistemes vius están en un estat continu de "tumo-

ver” de tots els seus components, des de les mol&cules in-

dividuals
. fins els organismes sencers. Malgrat el coneixe«

ment actual sobre el catabolisme intracel.lular de protei-

nes, es tenen només idees vagues sobre la significado fi-

siolSgica, les raons de les diferents vides mitges de les

proteines, els factors que regulen el procés i els meca-

nismes bioquímics que 1'integren. Cal remarcar el grau d'
ignorancia sobre aquest procés, que contrasta amb el conei-

xement deis sofisticats mecanismes de la síntesi de protei-

nes.

Pinalment, pero, s'ha reconegut que la degradado de

proteines és un procés fonamental per a la regulado bio-

química, la genética, la biologia^ cel.lulatr, la fi: iologia
i la medecina.

Les característiques més notables de la degradado de

proteines son:

- Es un procés ampli: el 40^ de les proteines del fet-

ge derata és degradat cada dia (27).
- Totes les proteines son degradades.
- Les proteines individuáis es degraden a velocitats

molt diferents i les velocitats de degradado poden ésser
alterades independentment de les velocitats de síntesi.

- Hormones, drogues, dieta i probablement l'edat, al-
teren la velocitat de degradado.



- Es un procés exponencial de primer ordre. Aixb vol

dir que és un procés a l'atzar.
- Bequereix energia.

1.2.1.1. SIGNIFICAT FISIOLOGIC.

Encara que la degradado continua de proteínes sembla

un procés inútil i poc economic, ha de teñir algún avantat-

ge selectiu per l'organisme.
Les funcions de la degradado de proteínes poden ésser,

entre altres:1.- Eliminado de proteínes anormals originades per mu-

tacions, errors en la síntesi, desnaturalitzacié o modifi-
cacions químiques (oxidado, peroxidacio, radicáis lliures,

...). Una proteína pot desnaturalitzar-se dina ..la- c&l.lula

espontbniament ja que—lar conformado d'una macromolbcula
fluctúa de manera continua. Per altre banda, la frequbncia
d'errors en la síntesi pot ésser extremadament alta, de ma-

ñera que pot afectar a un 15$ de les proteínes (28).2.- Incrementar la capacitat de les cbl.lules per a a-

daptar-se amb rapidesa ais canvis ambientáis. Un increment
en la concentrado d'un enzim pot ocorrer teoricament no-

més per un increment en la velocitat de síntesi, pero una

disminucio de la concentrado precisa una velocitat rb-pida
de degradado. Així, molts enzims que regulen la velocitat
de reaccions crucials del metabolisme son proteínes de vida

mitja curta i així, son capacos de respondre rb.pidament ais

requeriments cel.lulars. De fet, s'han determinat les vides

mitges de 40 proteínes de fetge de rata i les 12 de vida mit-

ja més curta corresponen a enzims que catalitzen els pasos



limitants de diverses vies metabóliques (29).3.- Les prote!£nes constitueixen una reserva d'energia
que pot ésser mobilitzada en Apoques de necessitat.4.- Funcions protectores: els organismes pluricel.lu-

lars combaten les infeccions bacterianes i viráis degradant

els organismes invasors, després de fagocitar-los gracies

a cfel.lules especialitzades.5.- Processos de regre-ssió de teixits, com la desapari-

ció de la cua en els capgrossos, o en la transformado de

teixits, com és la conversió del cartílag en os.6.- Donar fí a senyals apórtales per hormones, etc. -'7
Normalment receptor i estímul son endocitats i degradats.7.- Mol&cules sintetitzades com a precursors: hormo-

nes, enzims, etc.8.- Sistemes complexes formats per cascades proteolí-
tiques: coagulado, fibrinolisi i complement.

1.2.1.2. SELECTIVITAT DE LA DEGRADACIO.

El fet mes sorprenent quan s'estudia la degradado de

proteines es la gran diversitat de les velocitats de degra-

dado. Per exemple, de 40 protexnes de fetge estudiades,
les vides mitges oscil.len entre els 12 minuts i els 25 dies

(30). En canvi, la vida mitja de la protexna total del fet-

ge es de 2 6 3 dies i pot variar segons l'estat endocrí i

nutricional.

La degradació de proteines especifiques segueix una

cinética de 1er ordre (31) i aixo implica que la probabili-
tat de que \uia molécula sigui degradada és totalment al'
atzar.



Aleshores, el problema es conjuntar els dos fets: la

naturalesa a l'atzar de la degradado i 1'heterogeneítat
de les vides mitges.

Hi han diversos mecanismes que expliquen en part aques-

ta selectivitat:

a) Alteracions de la conformado normal de la proteína

poden afectar marcadament la seva velocitat de degradado.
Es el cas de 1'eliminado de proteínes anormals i potencial-

ment perilloses. Les evidencies al seu favor inclouen en bac-

teris, l'aíllament de soques de Escherichia coli defectives

en la seva capacitat de degradar protelnes animales. Per

altra banda, s'han induít complexes aberrants fent créixer
a E, coli en presencia d'an^legs d'amino&cids: aqüestes pro-

teínes eren degradades de 2-10 cops mes rapidament que les

normáis. A mes, certs aminoacids promouen la degradado mes

que altres, possiblement perqué pertorben mes profundament
l'estructura de la proteína (32). Aqüestes proteínes ten-

deixen a fomar uns gr&nuls per agregado espont&nia i sen-

se necessitat d'energia (33).
Gran nombre d'observacions indiquen que les c&l.lules

de mamífers tenen una capacitat similar per a degradar pro-

teínes anormals. Rabinowitz (34) va observar que la incor-

poració d'un an&leg de valina o lisina en 1'hemoglobina con-

dula a un rkpid catabolisme d'aquesta proteína. Les c&l.lu-
les de mamífers poden degradar també proteínes anormals c

provinents de mutacions, com per exemple, les hemoglobines

anormals.

Per altra banda, srha suggerit que el pas limitant de

la degradado seria la desnaturalizado espont&nia (35) i
encara que els estudis son limitats, s'ha descrit que la fa-



cilitat en desnaturalitzar-se es una característica de mol-

tes proteines de vida mitja curta. També s'ha descrit que

aquelles proteines mes l&bils son particulaiment adequades

per adherir-se, i potser travessar les membranes lipídi-
ques, tais com les lisosomals.

b) La velocitat de degradado d'una proteina es corre-

laciona amb la seva mida. Encara que es poden donar altres

explicacions, s'han determinat les velocitats de degradado
de moltes proteines i la correlacié amb el pes moléculas és
gran, especialment enfrontat mab el pes molecular de la sub-

unitat. Aixb sembla indicar que el substrat real per a la

maquinaria degradativa és la subunitat, ja que subunitats

diferents de la mateixa protelna son degradades a veloci-

tats diferents. La dissociacio pot influir augmentant l'ex-

posicio de zones susceptibles a la proteolisi (28).
També és veritat que existeixen excepcions a aquesta

regla, pero aixo el que indica és que existeixen altres fac-

tors.que regulen la degradado.

Hi han v&ries raons químiques que suggereixen el per-

queluna proteina gran seria degradable més r&pidament:
- Posseeixen més llocs sensibles a les protea-

ses.

- Teñir més part de la molécula en una confor-

macié susceptible a la prote&lisi.
- Esser menys estables i desnaturalitzar-se mes

r&pidament.
- Més probabilitat de teñir un error en la seva

seqü^ncia.

Un altre factor és la c&rrega de la proteina: aquelles

que tenen un punt isoel&ctric més baix tendeixen a ésser de>



gradades mes f&cilment. La rao es desconeguda. Segons aquests

raonaments, una proteína petita i básica seria particular-

ment estable; de fet, les Matones, les proteínes mes esta-

bles de la c&l.lula, compleixen aquests dos requisita.

Altres enzims poden estar regulats de manera mes sofis-

ticada, com la tirosina aminotransferasa, que és un enzim

fosforilable i aquest fet pot afectar a la seva degradado

(36).

c) Interaccions amb altres mol&cules: es coneixen nom-

brosos casos en que la velocitat de degradado canvia en res-

posta a substrats, coenzims, etc, degut a alteracions induí-
des en la conformado .de la proteína per la unió del lligand

(2S)*L'estructura d'una proteína es molt flexible i pot so-

frir grans canvis per la unió de petites molkcules, de mane-

ra que poden alterar nombroses propietats fisicoquímiques,
incluint la sensibilitat a proteases. Per exemple, la gluco-

sa disminueix la sensibilitat de 1'hexoquinasa a la tripsi-
/

na (37). Es a dir, el catabolisme d'una proteína pot canviar

com a conseqü^ncia d'una-estabilització deguda al lligand.
Es interessant senyalar que la glucosa incrementa la sensi-
bilitat a la tripsina de la fosforilasa (38), encara que ”in
vivo” no es coneix cap cas en que un cofactor incrementi la

velocitat de degradació d'una proteína.
També és possible que les proteínes anormals tinguin

dsiminuída la capacitat d'unir al lligand.

d) La velocitat de degradació d'una proteína es corre-

laciona amb la seva sensibilitat a proteases ”in vitro”.

Aixb és cert per a moltes proteínes solubles, peró quan

es fa el mateix tipus d'experiment amb org&nuls aíllats, ja

no es compleix. Aquest fet pot indicar que les proteínes no



es degraden mentre están formant part deis órg^nuls; de fet,
la disrupció deis org^nuls incrementa la sensibilitat de

les proteínes que els formen a les proteases.

Aquesta correlacié s'ha observat tant amb proteases

inespecífiques com amb enzims lisosomals i proteases neutres

per tant, el pas limitant es pot trobar en ambdós casos.

La regulado de la prote&lisi.-no escpot explicar en tot

cas, només per les diferencies en la susceptibilitat a pro-

teases. Un mateix enzim pot teñir vides mitges molt diferent

segons el teixit, per exeple, l'isoenzim 5 de la LDH té una

vida mitja de 16 dies en el fetge, 1,6 dies en el cor i 31
*

dies en el múscul (39). Es possible que es degui a difer^n-
cies en la concentrado de lligands o bé a diferencies en

el sistema degradatiu.

Finalment, existeixen proteases especifiques (veure

després), que poden ésser un mecanisme superimposat al me-

cansime general de degradado i seria aquí on es regularia

aquest procés sota les diferents condicons fisioiegiques

£40).

1.2.1.3. REGULACIO DE LA DEGRADACIO.

La velocitat de degradado de les proteínes este, per-

fectament regulada, tant en el que respecte a les proteines

individuáis com per la velocitat total de degradado cel.lu-

lar.

En E. coli, la.'degradacio de proteínes este, regulada

coordinadament amb la síntesi de mRNA i altres processos re-

lacionats amb el creixement, de manera que quan incrementa
la proteolisi, disminueix la síntesi de proteínes. Acuestes



alteracions están relacionades amb el nivell de guanosina

tetrafosfat (ppGpp).
En cbl.lules de mamífers, s'han descrit nombrosos casos

en que la velocitat de degradado coiitribueix a canvis en el

nivell d'enzims específics. La vida mitja d'un enzim s'incre-
menta si augmenta la concentrado de substrat (41), en can-

vi, el producte final d'una via metabblica pot incrementar

la velocitat de degradado de 1'enzim (42). Possiblement,
el substrat o el producte poden interaccionar amb la protei-
na i influir directament en el seu catabolisme.

També poden influir condicions fisiolbgiaues com el crei-

xement, etc.

Podem senyalar algunes circunstancies que es coneix

afecten a la velocitat de degradado de les proteines:

A) Degradado i anort de nutrients. —

Ja fa temps que es coneix que la privado de nutrients
redueix marcadament la síntesi de protelnes i de REA en el

múscul al dia següent de la manca, mentre que la degradado

augmenta una mica mes tard. El catabolisme pot, dones, ésser
una resposta secundaria a la falta d'aportado calórica. S-

xisteix, perb, algún mecanisme per evitar la degradado con-

tinua de proteines essencials. De fet, es raonable que la

disponibilitat de reserves d'energia no?, proteica (bdds gra-

ssos, cossos cetonics) tinguin una influencia important en

la velocitat de degradado durant el dejú (43).
L *administrado d'amino Idds també influeix en la

velocitat de degradacio, encara que només alguns aminoacids

poden inhibir la degradado de protelnes (44). En 5. coli,

el mecanisme d'inhibido és a través deis tRNA, pero en ma-



mífers es desconegut.

L'analogía d'aquests processos en mamífers i E, coli,

fa pensar que algún compost relacionat amb el ppGpp estigui

implicat en aquest control. També s'ha suggerit (45) que el

AMPc pot ésser el responsable, perb no sembla que aquest nu-

clebtid actúi en totes les c&l.lules de la mateixa manera.

B) Degradado i hormones;

Varies hormones importants en la regulacio del creí-

xement semblen influenciar la velocitat tant de la síntesi

com de la degradacio en el múscul.
En abs&ncia d'insulina (diabetes), la pérdua de protei-

nes en els teixits es marcada. En el fetge, el glucagó in-

crementa la degradacio de proteines, al mateix temps que in-

hibeix la síntesi (46). Possiblement aquests canvis estiguin

relacionáis amb el nivell d’'MPc. Alguns autors han suggerit

que el glucagó i la insulina influencien la degradado a ira-

ves del lisosoma.

C) Prote&lisidimit:
Es un fenbmen important en processos diversos. Els

sistemes mes estudiáis son la coagulado, la fibriñolisi i

el complement. S'ha de recalcar que els components activáis
del complement poden comportar-se com a mol&cules amb propie'
tats lítiqües o facilitar la fagocitosi.

D) Inhibidors;

Parlarem d'ells mes ^mpliament en l'apartat 1.2.5.



1.2.2, DEGRADACIO LISOSOMAL I NO LISOSOMAL

El lisosoma es l'únic orgánul que conté suficient con-

centrado d'enzims hidrolítics per degradar proteines total-

ment. Malgrat aquest fet, no es creu que el lisosoma sigui

l'únic lloc de degradado ja que les proteases lisosomals

tenen poca especificitat de substrat, i no son regulades j,

per hormones, dieta, etc.

Actualment s'accepta que el sistema degradatiu de la

cál.lula está format per dos components (47):
- L'aparell lisosomal inespecífic que suposa el 70-80^

de la degradado total a la cál.lula.
- Un sistema no lisosomal degut a proteases específi-

ques i molt poc conegut actualment, Suposa el 20-30?¿ res-

tsnt de la degradado cel.lular de proteines.

1.2,2.1. LISOSOMES.

Son el sistema de les cál.lules eucariotes on es creu

té lloc la degradado intracel.lular. Son vesícules membra-

noses, de 0,5 de diámetre i que contenen enzims hidrolítics
de pH bptim ácid.

La membrana concedeix ais enzims lisosomals la propie-

tat de la latáncia, degut a qu&, quan es trenca, els enzims

queden lliures per entrar en contacte amb el substrat. La

membrana també té la fundó de mantenir el microambient ne-

cassari perque funcionin els enzims. El manteniment del pH
és probablement degut a un equilibri Donnan que provoca una

acumulado de protons dintre del lisosoma, amb la qual cosa

es forma un gradient de pH a través de la membrana de 1,5



unitats. També s'ha suggerit !'existencia d'una bomba de pro-

tons, que faria servir ATP. La membrana només és permeable

a petites moiecules, com els amino^cids, que retornen al ci-

toplasma, on son utilitzats.

La dinámica del sistema lisosomal (27) : Sis enzims li-

sosomals es sintetitzen en el reticle endoplasm&tic rugos.

Son glicoproteines i la part glucídica és molt semblant en

tots ells (48). S'ha suggerit que la part glucídica está im-

plicada en guiar la proteina cap el lisosoma, a més, aques-

ta regio conté un deis sucres fosforilats i s'ha de desta-

car que en la mucolipidosi II hi ha un gran decrement del

grau de fosforilacié deis restes glucídics d'aquests enzims

(49) •

Sis enzims arriben al lisosoma a través del reticle

endoplasm&tic llis (REL) i aparell de Glogi. Una ruta alter-
nativa ha estat suggerida per Novikoff (27) que anomena sis-

tema GERL (Golgi-reticle endoplasm&tic-lisosoma) en el qual

regions especialitzades del REL, diferents de l'aparerll de

Glogi, donarien lloc ais lisosomes. Aquest son els lir iso-

mes primaris, que no han rebut encara el substrat. Quan es

fusionen amb vacuoles formen els lisosomes secund&ris, que

ja tenen moiecules per a degradar. Els lisosomes son capa-

eos de fusionar-se entre ells, de-manera que formen un sis-

tema din&mic i continu.

Els lisosomes a més no son homogenis. Pertoft i col.

(50) van demostrar la seva heterogenextat, treballant amb

la degradado de la (125-1)-asialoceruloplasmina, que es de-

grada només en els hepatocits i no en les cbl.lules de Kup-

ffer, de manera que les diferencies observades en els liso-
somes no es podien deure a diferent procedencia. Es va de-



mostrar a mes que els lisosomes adquirien una densitat mes

alta durant la degradado de la molécula.

Les vacuoles que porten els substrats per a la degra-
dado tenen dos proced^ncies:

-endocitosi: inclou la fagocitosi i la pinocitosi. La

vacuola (fagosoma) es fusiona amb els vertaders lisosomes.

-autofagia: es el procés seguit per a la degradado in-

tracel.lular. El material és rodejat per una membrana origi-

nada des del reticle endoplasmado i la vacuola resultsñt

es fusiona amb el lisosoma.

Hi ha.;, també vesícules secretores d'origen lisosomal

i d'origen no lisosomal. Aquest és el cas de la lisozima en

els macrofags. En canvi, els lisosomes deis leucocits neu%

trbfils contenen lisozima.

Paper degradatiu delsdisosomes: Es important la degra-

dado de material intracel.lular i extracel.lular:

-extracel.lular: hi han moltes evidencies i sembla ésser

que 1 'endodtosi acaba irreversiblement en la degradado to-

tal.

-intracel.lular: és més difícil de demostrar, pero s'
han fet estudis "in vivo" amb inhibidors que ho recolzen.

Una altra indicacié ésd'existencia de malalties per acumu-

lacio de material no degradat en els lisosomes. No hi ha ma-

lalties per deficiencia de proteases lisosomals, perb és po-

ssible que siguin letals.

Un altre problema és que la membrana lisosomal també
es degrada durant l'autofa.gia i al mateix temps, este, de-

mostrat que la degradado de la membrana no és unite.ria, si-



nó que les proteines que la composen tenen vides mitges di-
ferents (51).

Aquesta discrepancia es pot resoldre per un mecanisme

de reciclatge per el qual el lisosoma s'invagina per a cap-

tar material del citoplasma. Aquest material forma primer

una vesíc&La intrali so somal i está separat deis enzims ca-

tab&lics. Part de la membrana de la vesícula es pot fusio*-*

nar de nou amb la membrana lisosomal, de manera que no es

degrada, mentre que el material captat és degradad; després
de la desintegrado de la vesícula (52),

1.2.2.2. DEGRADACIO ESPECÍFICA DE PROTEÍCNES.

El coneixement sobre les proteases va en augment, peró
en larmajoria deis casos, es desconeix la seva funció fisio-

lógica. Aquests enzims poden estar implicats en molts pro-

cessos a mes de la degradado irreversible de proteines

(proenzims i prohormones , anticossos, col.lágen, albúmina)
regulado del creixement, metabolisme de pkptids, degrada-

ció de proteines extracel.lulars i modificació d'activitats
enzimátiques (30 )).

Schimke (53) va suggerir que el procés de degradado

no és un procés uniforme, sino que te lloc de manera esca-

lonada. Va demostrar que el primer pas;consisteix en la de-

gradado de la pro teína en pocs fragments, que son degra-

dats posteriorment per proteases no especifiques. Va sugge-

rir que les cál.lules contenien proteases especifiques que

inicien la degradado amb una proteolisi - molt limitada, ai-
xí explica les diferents vides mitges de les proteines.

Aqüestes proteínes semidegradades entrarien després en el



sistema catabblic general de la c&l.lula.k
Existeixen moltes proteases especifiques. Entre elles

cal destacar:

-Proteasa activable per calci: comentada anteriorment

a l'apartat 1.1.2.2.

-S 'lian descrit proteases especifiques per a diversos

enzims, entre ells la 5'-nucleotidasa i la glutamina sinte-

tasa de E. col!, la omitina transcarbamilasa de S. cerevi-

siae i la ribonucleasa i la glucosa-6-P-deshidrogenasa de

fetge de rata (54 ).
-Cas deis enzims del piridoxal: Katunuma i 001.(55)

van identificar un grup de proteases especifiques per aquells

enzims que trehallen amb piridoxal. Es van purificar de mus-

cul esquelktic, mucosa i múscul de l'intestí, i de fetge.

Les seves característiques principáis eren:

1- Eormalment presenten una activitat latent en

el teixit, degut a 1'existencia d'un inhibidor.
2- Especificitat relativa sobre els enzims del

piridoxal: omitin-aminotmasferasa, serina-deshidratasa,

cistationasa, & -aminolevulinat sintetasa, fosforilasa, etc

3- Actúen sobre les formes apoenzimátiaues, pe-

ro no sobre les holoenzimátiaues.

4- En general, actúen sobre els substrats sin-

tetics de la quimotripsina, pero no de la tripsina.

5- Son serin-proteases, de pH ^ptim entre 8,5-9.
6- La seva activitat respon a canvis en la die-

ta i segons. l'estat de 1'animal, perb no de la mateixa for-

ma segons els teixits.

Segons sembla, la conversió de la forma holo en apo es

el pas limitant de la degradado. S'ha demostrat que tots



els enzims son proteolitzats limitadament i que s'inactiven
amb aquest procés.

També s'han descrit uns altres dos grups de proteases

especifiques: les que hidrolitzen les formes apo de deshi-

drogenases FAD-dependents i les que hidrolitzen les formes

apo de les deshidrogenases NAD-dependents’(55).

1.2.3. PHOTEASES: CLASSIFICACIO.

Son aquells enzims que hidrolitzen enllaqos peptídics.
Es divideixen en (63):

1) Exopeptidases: Trenquen els enllaqos peptídics
deis extrems de la cadena. Sembla ésser que la seva funció

comenqa qusgj les endopeptidases han obert el camí. Alesho-

res, les exopeptidases actúen r&pidament fins aconseguir la

degradado total. Son tan actives que es molt difícil detec-

tar proteines parcialment proteolitzades en la cél.lula.
Entre elles esdroben les catepsines A i C (que

també es troben en leuc&cits) i les peptidases.

Normalment es nombren segons la seva especifici-

tat.

2) Endopeptidases: Trenquen enllaqos de 1'interior
de la cadena polipeptídica. Es classifiquen segons el meca-

nisme catalític en:

- Carboxil-proteases.
- Tiol-proteases.
- Serin-proteases.
- Metalo-proteases.



El nom de catepsina s'aplica a les proteases

tisulars (és a dir, amb l'excepcié de les digestives i de

la sang). Tradicinhlment, es referia a aquelles que tenien

un pH optim &cid, pero actualment s'aplica a totes les pro-

teínes tisuñars.

Carboxil-proteases:

Son aquelles que tenen un grup -COOH en el centre actiu.

Son inhibides per pepstatina i alguns compostos diazo com

el diazoacetil-norleucina en presencia de Cu^* .

La carboxil-proteasa mes ben caracteritzada és la ca-

tepsina D. Ha estat aillada de nombrosos teixits i parlarem

d'ella a l'apartat 1.2.4.5.

Tiol-proteases:

Son enzims dependents de reactius sulfidrils i inhibi-

bles per compostos protectors de grups -SH.

La principal tiol-proteasa de teixits d'animáis supe-

riors és la catepsina Bl, d'origen lisosomal. Una de les ca-

racterístiques d'aquest enzim és la seva Amplia especifici-

tat sobre diversos enzims, inactivant-los: la glucoquinasa,
la fructosa-diP-aldolasa, la piruvat quinasa i la tirosin-

aminotransierasa. Tambés és capag de degradar els protegli-

cans i el col.lkgen a pH kcid.

Serin-proteases:

Tenen en el centre actiu una serina. Son les més ben

caracteritzades des del punt de vista del mecanisme catalí-
tic.

Son inhibides per STI, el Limabean Trypsin Inhibitor



Inhibidor
Serin

Proteasa

Tiol Carboxil Metalo

Pepstatina

1 jAg/ml — — inhibida —

DTT fEDTA (2 mM) — activada — inhibida

. DIPP o PMSP 1 mM inhibida — — —

STI .o LTI 1 mg/ml inhibida — — —

1,10-fenantrolina

1 mM

— — — inhibida

4-cloromercuriben-

zoat 1 mil — inhibida — —

Diazo-Ac-nLeu-

metilester — Cu1-'4'

1 mM — inhibida inhibida

Taula I: CHITSRIS PEE A LA CLASSIEICACIO

D 'ENDOPEPTIDASES



i per compostos químics com el PMSF i el DIPF, en una reía-

ció estequiombtrica de 1:1 (64).
Unes de les principáis son l'elastasa i la catepsina

G, de les que parlarem mes endavant.

Metalo-proteases:

L'activitat d'aqüestes proteases es dependent de metal.,

divalents, generalment el Ca^4- o el Zn^+ . Son inhibides,

per tant, per agents quelatants com 1 'EDTA i la 1,10-fenan-

trolina.

La principal es la col.lagenasa, descrita mes endavant.

La classificació és un d'aquests grups es fa mitjancant

estudis d'inhibido. Els criteris mes generalment acceptats

es representen a la taUla I.

1.2.4. PROTEASES DE LEUCOCITS.

El paper deis leucocits polimorfonuclears (PMN) és la

reacció de defensa contra invasors degut a la seva capaci-

tat de captar i destruir gran quantitat de microorganismes.

Per a portar a terme aquesta funció contenen gran varietat

d'enzims bidrolítics directament responsables de la inacti-

vació i degradació de bacteris, etc. A mes, són lina de les

fonts mes riques en hidrolases Acides,

Pero, possiblement, són mes importants les proteases

neutres. Metchnikoff a l'any 1901 i Opie a l'any 1906 ja
van descriure que els leucbcits contenien proteases acti-

ves a pH neutre i alcalí.
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Van passar els anys i els estudis han portat a la iden-

tificació de 4 proteases principáis actives a pH neutre:
- Col.lagenasa (E.C. 3.4.24.7.): descrita per laza-

rus a l'any 1972 (65). Ha estat purificada.
- Gelatinasa: descrita per Sopata l'any 1974. No ha

estat purificada a homogeneítat (66).
- Elastasa (E.C. 3.4.21.11.): descrita per Janoff l'

any 1973. Ha estat purificada (67).
- Catepsina G, també anomenada "proteasa semblant a

la quimotripsina" (E.C. 3.4.21.20): descrita per Rindler-

Ludwig l'any 1975. Ha estat purificada (68).

Els leucbcits neutrbfils están implicats en vina gran

varietat de processos fisiolbgics, entre ells la inflamació,
la resistencia a'la infecció, 1'enfisema de pulmó i l'ar-
tritis reumática. Les proteases de leucocits neutrofils son

enzims capacos de digerir el col.lkgen, l'elastina pulmo-

nar i arterial, els proteoglicans deis cartílags, la mem-

hrana basal vascular i les parets deis bacteris. Aqüestes

propietats els fan responsables de gran part de les funcions

generáis deis leucbcits.

"In vivo", l'accio de les proteases és modificada pels

inhibidors existents en el plasma, perb fbra de la circula-

ció, com en les primeres etapes de la inflamació, s'expre-
ssarb. l'activitat proteolítica, ja que les proteases no es-

taran en contacte amb els inhibidors.

1.2.4.1. COL.LAGENASA.

Les col.lagenases són enzims que catalitzen la degra-
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dació del col.lb.gen no desnaturalitzat. Inclou diversos en-

zims que hidrolitzen diferents tipus d'enllagos peptídics.
La molécula de tropo col.lb,gen (unitat básica del col. Ib.-

gen) consisteix en tres cadenes (0(1, o( 2 i una b £^3),
de pes molecular 95000 D cada una. Formen una triple hblix

característica, estabilitzada per enllacos per pont d'bi-
drogen i enllacos covalents entre les cadenes. Les cadenes

tenen la peculiaritat d'ésser molt riques en prolina.

Segons el tipus de col.lagenasa, aquesta pot trencar
una sola cadena de la molécula del col.lb.gen i no modificar

1'estructura general, o be, trencar les tres cadenes i de^

gradar per tant tota la molécula.
Proteases com la tripsina poden atacar certes regions

del col.lb.gen que no tenen estructura de triple hblix, pe-

rb una veritable col.lagenasa be d'ésser capac de degradar

aqüestes regions belicoidals característiques.
Les col.lagenases son produides per diferents tipus de

cbl.lules, tant procariotes com eucariotes: els leucocits

son unes d'elles. Com s 'ha demostrat en cultius de diversos

teixits, moltes cbl.lules son capaces- de sintetitzar i set.

cretar col.lagenasa, pero normalment no 1'emmagatzemen en

quantitats apreciables. Els leucocits PMN son una excepció
notable. En aqüestes cbl.lules, s'ba localitzat a la fraccié
granular (69) i, com altres components deis grbnuls, es creu

que és sintetitzada i guardada durant la maduracié de les

cbl.lules.

Ja a l'any 1962, Gros i col. (70) van descriure l'exis-
tbncia d'una col.lagenasa tisular que catalitzava la degra-
dació del col.lb.gen "in vivo". Per la seva banda, la infil-
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traciá deis leucocits neutrofils en els lio es d'inflamado

estb. sovint associada amb la degradado de proteines estruc-

turáis en el teixit conectiu.

Hi ha dos mecanismes en els quals podría actuar la co-

l.lagenasa, així com els demás enzims del que parlarem des-

prás:
- Intracel.lular: el contingut deis grbnuls es des-

carregat per fusio dintre de les vacuoles fagocítiques i

així Is degradat el material que contenen.
- Extracel.lular: el contingut deis grbnuls pot Isser

exocitat sota la influencia de diferents estímuls (71). El

mecanisme per el qual els enzims son alliberats iiactivats

ás desconegut.

la col.lagenasa de FMN trenca selectivament les cade-

nes del col.lb.gen en dos fragments anomenatsJEC¿ i TC3.
Les seves característiques son: ás completament inhibí-

da per EDTA i EGTA, ja que el calci ás necessari per a la

unió de l'enzim amb el substrat. El Mg2+ no pot sustituir

el calci. Tambá ás inhibida per la 1,10-fenantrolina (un
altre agent quelant de metalls). No ás inhibida per DIPE i

estb. classificada com una metalo-proteasa (72 ). El seu pH

bptim ás de 8-9.
Un deis punts principáis per elucidar la funciá biolb-

gica era determinar la localitzaciá subcel.lular. Baggioli-

ni i Brétz (69) van demostrar que la col.lagenasa estb. lo-

calitzada quasi exclusivament en els grbnuls específics, se-

parada d'altres proteases, situaciá que pot proporcionar

■una forma de control selectiu de 1 'alliberament de diferents

enzims degradatius, si la velocitat de descarregament deis



diversos tipus de grbnuls es diferent.

Aquest fet ha estat descrit recentment per Oronsky (72):
la compartimentacio de la col.lagenasa en els grknuls espe-

cífics explica el perqué és alliherada per els neutrofils

a diferent velocitat que altres proteases neutres i Acides.

Els grbnuls específics descarreguen el seu material en les

vacuoles fagocítiques mes r&pidament que els azurbfils i,

sota condicions especiáis, el contingut deis grbnuls espe-

cífics pot ésser exócitat.

La col.lagenasa este, present en forma latent en els grk-
nuls i lá ctivació pot ésser proteolítica amb col.lagenasa

(auto catalítica) o através de l'accio d'altres proteases

com la tripsina, o be també pot ésser activada per agents

bloquejants de grups sulfidrils. Altres possibles activa-

dors de la col.lagenasa (72) son la plasmina (com que els

neutrbfils alliberen el factor activador del plasminogen,
és possible que hi hagi plasmina entona d'aqüestes cbl.lules)
i també s'han descrit activadors en el fluid sinovial ñor-

mal i reumbtic.

El pes molecular de la col.lagenasa disminueix en 25000

D quan s'activa de qualsevol de les maneres descrites. Aques-

ta disminucio tan notable i el fet de que sigui activada per

agents bloquejants de grups tiol, suggereix que en realitat

es tracta d'un inhibidor que s'allibera i no a'un proenzim,

perb aquest inhibidor no ha pogut ésser detectat. Es a dir,

el (s) mecanisme(s) d'activació encara resta obscur.

S'ha descrit també 1'existencia d'un inhibidor cito-

plasmAtic de la col.lagenasa, pero no escreu que sigui el

responsable de la lat^ncia de l'enzim. També .és inhibida per

el serum.



1.2.4.2. GELATINASA

A l.-'any 1974, Sopata i Dancewicz (73) van demostrar que

els leucbcits tenien, apart de la col.lagenasa, un altre

enzim col.lagenolític: la gelatinasa.

La gelatinasa es una altra metalo-proteasa, aillada de

leucbcits. Els seus substrats son la gelatina (es a dir, el

col.lb.gen desnaturalitzat i el fragment TC& del col.lb.gen

produit per la col.lagenasa. Aquests dos enzims participen,

dones, en la degradado del col.lb.gen.La principal fundó
de la col.lagenasa seria la divisió del col.lb.gen en els

dos fragments esmentats i la gelatinasa proseguida segura-

ment el treball iniciat per la col.lagenasa. La gelatina es

també degradada per proteases inespecífiques com la tripsi-

na, perb, ”in vivo”, la degradado del collbgen desnatura-
litzat o, mes probablement, deis seus fragments, es deu a

la gelatinasa, un enzim específic i actiu a pH fisiologic.

Es també un enzim de pH optm neutre: 7,8, i és inacti-

va per sota de pH=5. Es inhibida per EDTA, ja que 1'enzim
depen de la presencia d'ions divalents. També la inhibeixen

agents protectors de grup tiol, i el sbrum.
No presenta activitat sobre col.lb.gen natiu, caseína,

hemoglobina, elastina, histona o altres pbptids.
La localització subcel.lular de la gelatinasa és dife-

rent a la col.lagenasa: es descriu com a oertanyent a unes

partícules menys denses, les partícules G (72 ).
La gelatinasa existeix també en leucbcits en una. for-

ma latent. Es activada per reactius bloque3ants de grups tiol

i per certes proteases. S'han suggerit aleshores dos meca^

nismes d'activado:



a) Conversió d'un zimogen en 1'enzim, actiu: la gela-

tinasa pot Isser activada per tripsina, quimótripsina, i,
el qub és. més important, per elastasa, catepsina G de leu-

cocits, l'enzim semblant a la tripsina de leucbcits i un ac-

tivador específic present en el fluid sinovial. La disminu-

ció de pes molecular que sofreix l'enzim es de 20000 D.

b) Existencia d'un inhibidor qué, en el cas de que

sigui retirat, dona lloc a una activació no proteólítica
com a resultat de la dissociació enzim-inhibidor. Aquesta

dissociació seria produída per agents com el tiocianat so-

dic, la urea, el clorur mercurio i altres. La disminució del

pes molecular és també de 20000 D. Si es fa passar la gela-

tinasa latent en 8 M urea a través d'una columna de Sepha-

dex G-200, es produeix un increment considerable de l'ac-
tivitat (74).

Perb, com en el cas de la col.lagenasa, no s'ha acón-

seguit identificar aquest factor inhibitori, encara que les

dades més recehts suggereixen que els extractes de leucocits

contener, un inhibidor de la gelatinasa. Sembla, dones, més
verosímil pensar que la gelatinasa, i possiblement també
la col.lagenasa, existeix com un complexe enzim-inhibidor,
més que com un verdader zimbgen, encara que no es pot exclou

re la possibilitat de que sigui sintetitzada com un zimbgen
i que, després d'ésser activada, s'unéixi amb 1'inhibidor.

Queda, pero, saber com aquests dos enzims son produits,

emmagatzemats i alliberats per els leucocits.

La forma d'actuar de la col.lagenasa i la gelatinasa

és:
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Complexe col.lagenasa-inhibidor

Complexe gelatinasa-inhibidor

Activador

Col.lagenasa

ir i >

Col.ll.gen Fragments Pfeptids
(TCA, TC3)

Diverses endopeptidases

' -

Amino e.cids

i'

Gelatinasa

1.2.4.3. ELASTASA.

L'elastasa ha estat purificada a partir de leucocits
i de melsa.

L'elastasa de neutrofils es una proteína marcadament ba-

sica. Te, en aquests dos teixits de font humana, tres iso-
/

enzims majoritaris i tres minoritaris (75). Es interessant

destacar que l'anhlisi d'aminob.cids mostra diferencies sig-

nificatives entre l'elastasa de neutrbfils normáis i leu-

cernios (76), pero probablement no son importants, ja que



el comportament inmunologic de les dues fonnes és id^ntic.
Es -una glicoproteina i probablement els isoenzims es

diferencien en la part glucídica, o bé, en 1 'emmascarament
deis aminoácida &cids en forma de les amides corresponents

( 77).
Conté una única cadena polipeptídica i el pes molecu-

lar oscil.la entre 22000-36000. Les diferencies que exis-

teixen entre aqüestes determinacions es deuen a que tendeix

a autodegradar-se r^pidament.

Especificitat de substrat: (78)

Es bastant amplia: es capac d hidrolitzar elastina, co-

l.l&gen, proteoglicans, azocaseina, hemoglobina, fibrino-

gen, Listona, diversos factors de la coagulado i el fac-

tor C3 del complement.
Hidrolitza peí cantó carboxílic deis amino^cids Ala,

Gljr i Ser.

L'elastina és una proteina insoluble del teixit conec-

tiu .extremadament resistent a la degradado: no és hidrolit-

zable per tripsina o quimotripsina, sino només per les elas-

tases dé diferents teixits. Per a que tingui lloc la hidro-

lisi, l'enzim s'ha d'adsorbir sobre el seu substrat mitjan-

qant forcé eleetrost^tiques generades per la basicitat de

l'elastasa, concretament entre els grups positivament carre-

gats de l'elastasa i els grups carboxils de 1'elastina; al

mateix temps es creen forces hidrofbbiques entre els resi-

dus no polars de les dues proteines (77).
Degrada també les proteoglicans deis cartílags, concre-

tament sobre la part proteica de la molécula.
A diferencia de la col.lagenasa, presenta més activitat
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sobre el col.l&gen tipus II (de. cartílag) que sobre el co-

l.l&gen tipus I (de tendons), mentre que 1'especificitat de

la col.lagenasa es inversa. L'elastasa, perfc, no degrada les

cadenes o( del col.l&gen, simó les regions extrahelicoidals.

Aixb provoca 1'alliberament i solubilització d'aqüestes ca-

denes (Á , que son aleshores susceptibles a la degradació per

la col.lagenasa.

El seu pH óptim es 8,5, fent servir elastiná com a

substrat.

Sensibilitat a inhibidors:

Es completament inhibida per DIPE i PMSF. Aquest dos

inhibidors reaccionen estequiomfetricament amb la serina del

centre actiu de l'enzim. També es inhibida per 1'inhibidor
de tripsina de llavor de soja (STI) i el de llavor de lima

(LTI).
No és afectada per EDTA, pepstatina, o cloromercuri-

*

benzoat. Es, per tant, una serin-proteasa. Les clorometil-
cetones TPCK i TLCK no inhibeixen a .elastasa en un grau

apreciable, pero sí altres clorometilcetones com les deri-

vades :d'alanina.

Es inhibida per <^2-macr°£lobulina i antitripsina.
Tambe s ha descrit un inhibidor citoplasmatic. Es interesant

recalcar que és inhibida per el tiomalat d'or, compost que

s'acumula en els lisosomes i que es fa servir en terapéutica
per 1'artritis reumatoide.

Localització subcel.lular:

Es troba present únicament en els gránuls azurbfils

(79), concretament en la fracció menys densa d'aquests grli-
nuls. Es pot considerar, dones, com una hidrolasa lisosomal,



ja que els grbnuls azurofils poden considerar-se com a liso-

somes.

Presencia en altres espacies:
/

Es un enzim present en els PMN de totes les espacies
estudiades,

L'activitat es tres vegades mes alta en humans que en

bovins i també es diferencia en els isoenzims (75),En conills

també és un terg de lá humana, perb s'ha descrit una his-

tonasa que possiblement sigui l'elastasa.I,2.4.4. CATEPSINA G.

InmunoIbgicament s'ha identificat amb l'anomenat ”enzim

semblant a la quimó tripsina” ("chymotrypsin-like enzim”).
Es també una proteina molt básica, degut a un alt per-

centatge d'aminobdds bb.sics i amides. Sxisteixen a més di-

versos isoenzims, concretament tres.
El pes molecular oscil.la, segons el metode de calcul,

entre 20-30000 D. Consta d'una sola cadena polipeptídica.
Especificitat de'substrat:

Es capag díhidrolitzar hemoglobina, fibrinogen, caseína,

azocaselna, col.lagen, proteoglicans i alguns factors de la

coagulado. Sobre els proteoglicans del carti.lag ataca, com

l'elastasa, la part proteica de la molbcula.
Sobre el col.lagen a.taca els extrems de la cadena, poli-

peptídica i produeix múltiples productes, so.lubilitzant tam-
bé el col.lagen. Es també més actiu sobre el col.lagen tipus

II.

Altres substrats son la cadena B de la insulina i diver-

sos polipbptids sintbtics, tots ells substrats de la quimo-
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tripsina (73).
El seu pH optim es de 7,5-7,8 segons el substrat.

Sensibilitat a inhibidofrs;

És completament inhibida per DIPP i PMSE, encara que

reacciona amb el DIPF mes lentament que la quimotripsina. Tam-

bé es inhibida per STI i LTI.

No resulta inhibida per ECTA , pepstatina o 4-cloromer-
0

curibenzoat,Es, dones, una s e rin-oro t e asa.
0

Es inhibida per ti 2-macroglobulina, o(i-antitripsina i

antiquimotripsina. Es diferencia de la quimotripsina en que

no es inhibida per l'ovomucoide de gall dindi. ás l'únic en-

zim conegut que resulta inhibit per 1Vq-antiquimotripsina
(°o) i aquest fet confereix un signifieat fisiologic a aquest

inhibidor, fins ara ignorat.

Sis resultáis amb les clorometilcetones son contradic-

toris.
0

Es també inhibida per el tiomalat d'or.
Presencia en altres espacies?

Els leuebeits de cavall no tenen catepsina G., sino no-

mes elastasa. Existeix en aquest animal un potent inhibidor

citoplasmb,tic d 'aquest emzim (8l).
Els conills tampoc poseixen catepsina'JG.

1.2.4.5. CATEPSINA D-v

Está, ampliament descrit que els leucocits mononuclears

contenen només activitat proteasa b.cida, mentre que les pre>

paracions de PMN mostren activitat predominantment a pH neu

tre amb un petit pie a la zona kcida.
Ishikawa i col. (32 ) van separar les activitats neutra



i &cida deis PMN mitjancant intercanvi iónic i van demos-

trar que l'activitat proteasa &cida era deguda sobretot a

la denominada catepsina D.(E.C. 3.4.4.23).
L'alliberament de proteases en la inflamació juga un

important paper en la destrucció deis teixits. Les proteases

Acides catepsina D i catepsina B1 (E.C. 3.4.4.,-) juguen un

important paper en la degradado del cartílag de les articu-

lacions (83). Per exemple, s'ha identificat a la catepsina D

com un deis enzims presents en l'exudat de les genives infla-

mades, en concentracions proporcionáis a la gravetat de la

lesió (82).
La contribució deis diferents enzims en la inflamació

es encara desconeguda, encara que els PME contenen majoritá-
riament emzims actius a pH neutre capacos de degradar una

amplia varietat deis components del teixit. L'existencia de

proteases Acides ha estat moltes vegades ignorada i inclús
denegada, pero no es pot despreciar la seva contribució al

procés general.

La catepsina D es, dones, una proteasa hcl&a. intracel.lu-
lar present en els granula azurofils deis leucocits Pffl. Per-

tany al grup de les carboxil-proteases i la seva activitat

es de 3-10 vegades mes petita que 1'activitat proteasa neu-

tra. Malgrat aix&,-és un deis principáis emzims lisosomals
i es troba present en els teixits inflamats. Quan es allibe-

rada, la catepsina D es capac d'atacar els complexes protei-
na- polisaclirid de la matriu cartilaginosa (84 ).

Mostra un pH óptim de 3,6 fent servir hemoglobina com

a substrat, perb sobre proteoglieans es de 5. El pes molecu-
larés de 42000 D. Es una glicoproteína i consta d'una sola

cadena polipeptídica.
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0

Es fortament inhibida per pepstatina. El 90 ^ de l'ac-
tivitat proteasa &cida deis PKN es catepsina U. No s'han es-

crit inhibidors citoplasm&tics. La unió de la pepstatina a

la catepsina D ós un procés depenent del pH, encara que l'a-
finitat és sempre molt elevada. La pepstatina és un inhibi-

dor aillat de teixit de mamífers i per tant, seria possible

la seva activitat "in vivo”. Ara be, no s'han observat els

seus efectes en processos com la destrucció del cartílag,
be perqué la catepsina D no actúa en realitat en aquests pro-

cessos, o be perque la pepstatina és excretada molt rapida-

ment i penetra poc en els teixits ic&l.lules de l.'organisme

(63 ).

1.2.4.6. TROTEASES NEUTRES I INHEBIDORS CITOPLASMASICS.

Davies i col. (77) van indicar en els seus estudis so-

bre proteases neutres de PMN que la fracció postgranular con-

tenia un potent inhibidor d'aqüestes proteases. Va propossar,

perb, que com els PEN els obtenia d'exudats de teixits in-

flamats, era possible que 1'inhibidor hagués estat captat

per el plasma. Malgrat aixó, 1'existencia d'inhibidors cito-

plasm&tics va ésser confirmada més tard.

Kopitar i col. (05 ) van aillar dos inhibido.rs citoplas-
matics de les proteases neutres, assajats sobre 1'extracte
granular. Un d'aquests inhibidors era de pes molecular alt

(P‘.'ffi. 43000 ) i l'altre de pes molecular baix (P.m. 12000).
L'inhibidor de pes molecular gran representava el 80-90 £
de la capacitat inhibitoria del citoplasma.

Aquests inhibidors son termolábils i perden el 60 ^ de

la seva activitat quan s'escalfen durant 5 minuts a 602 C»



El pH óptim és de 6-8; a pH 5 retenen el 40 de 1 'activitat
i son inactius a pH 3. Cal teñir en compte acuestes dades

en tots aquells processos metabolics on pugui baver una dis-

minució del pH del microambient considerat. Els autors des-

criuen aquests inhibí do rs com a diferents de 1'p<q-antitrip-
sina.

Steven i col. (86) van continuar els estudia sobre els

inhibidors citoplasm&tics, confirmant els resultáis de Eopi-

tar i col. Van descriure que les c&l.lules contenien aproxi-

madament 3»3 vegades d'inhibidor en el citoplasma0mes del ne-

cessari per a neutralitzar tota la proteasa neutra' existent,

(mesurada sobre col.l&gen, perb no sobre la part helicoidal

de la molécula).
La inhibició era dependsai de la concentrado i era irre-

versible en temps curts, pero en temps superiors a les dues
hores desapareixia la inhibició. Els resultáis suggereixen

que 1'activitat proteasa neutra que ells aillen est& limita-
da a un paper intracel.lular, ja que necessita una concen-

tració de K +elevada. La funció de 1'inhibidonseria prote-

gir la dl.lula en el cas de que la proteasa escapes deis

grknuls. La iónica situació en que aquesta proteasa actuaría
, -h

extracel.lularment seria quan la concentracio de K extra-

cel.lular augmentes, el que pa.ssaria en el cas de la mort
de gran nombre de c&l.lules. Inclús en aquest cas seria inac-

tivada per 1'inhibidor durant 1,5-2 hores, durant les quals

el complexe enzim-inhibidor seria fagocitat per altres FMN,

impedint així la destrucció deis teixits.



1.2.4.7. DEGRADACIO DEL COL¿LASEN PER LES PROTEASES NEUTRES

DE LEUCOCITS ¿

El paper de la col.lagenasa i la gelatinasa en la de-

gradado no pot ésser encara descrit amb seguretat, ja que

el mecanisme d'activado es encara incert i poden ésser des-

truits per l'elastasa i catepsina G, encara que es desconeix

fins a quin grau.

Els lioes de trencament son diferents: els metalo-en-

zims ataquen a la regió helicoidal, mentre que les serin-

proteases degraden només els pbptids termináis no helicoidals.

La col.lagenasa es mes activa sobre el col.lagen soludlit-

zat que sobre el tisular, mentres que l'elastasa i la catep-

sina G ataquen les regions termináis del col.lagen allibev

rant-lo i també degraden proteoglicans (72 ).
'—-'Refcéntment, Uitto i 001.(73) van demostrar que un ex-

tráete de leucocits humans presenta activitat proteasa neutra
sobre el col.lagen de la membrana basal del cristal.lí de

bou. Aquest col.lagen és designat com el tipus IV, diferent

deis tipus I, II i III, mentre que aquesta nova col.lagena-
sa és activa sobre el tipus IV. Sis autors consideren que

és un enzim -diferent de la col.lagenasa ja descrita..

Les dades d'inhibido que presenten suggereixen la pre-

sbncia de dues proteases: una serin-proteasa i una (o més)
metalo-proteases.

1.2.4.8. PAPER FISIOLÓGIC DE L'ELASTASA I LA CATEPSINA G.

Sembla bastant probable que quasi tota 1'activitat pro-

teasa neutra deis leucocits PKN humans sigui deguda a l'elas-



tasa i la catepsina G.

Com ja hem dit,l'elastasa degrada l'elastina i entre

els dos enzims, son capaqos d'hidrolitzar els proteoglicans

i solubilitzar el col.lagen insoluble per fer-lo susceptible
a una degradado posterior per part de la col.lagenasa.

Les activitats "in vivo*’ d'aquests dos enzims en el to-

rrent circulatori venen regulades pels inhibidors del plasma

2“macro globulina i ¿X q-ant itripsina. S 'ha alllat elastasa
de pus en forma lliure i en forma de complexe amb aquests

inhibidors, perb no s'ha pogut aillar en la circulació pe-

riferica. Aixo es degut, a que 1'elastasa es immediatament

retirada de la circulació per unió a aquests dos inhibidors

i els complexes iXg-macroglobulina/elastasa són r^pidament
fagocitats per les cbl.lules del sistema reticle-endotelik.
L'elastasa deis complexes amb <Xx~anf:L'fc:rj-Psi!:ia ós transferí-
da a la c^-macroglobulina i posteriorment eliminada, l'eli-
minació de la catepsina G possiblement segueixi un proces

semblant.

Malgrat aixo, fora de la circulació, per exemple, en

els primers estadis de..la inflamado, els enzims serbn ac-

tius ja que no existirán aquests inhibidors. SI mateix suc-

ceir& quan els inhibidors plasm&tics estiguin en concentra-

cions anormalment baixes, com és el cas deis individus defi-
cients en íX>x*”an'ti'fc:ripsina*

Sis leucbcits neutrofils incubats "in vitro" amb com-

plexes inmunes antigen-anticos fagociten aquests complexes
i secreten al medi diversos enzims, entre ells 1'elastasa
(7q). Aquest alliberament és específic per enzims deis gr&-
nuls azurofils i no és acompanyat per la secreció d'enzims
citoplasmb.tics. Es creu que aquesta secreció és estimulada
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per un component quimiotáctic del complement alliberat du-

rant la interaccio antigen-anticos (8°). Quan s'infecta a

un animal un antigen i el complexe inmune precipita.-en les

parets deis vasos sanguinis, comenca la típica reacció in-

flamatoria amb migrado deis neutrbfils els quals fago citen

els complexes i té lloc una degradació de_la membrana basal

vascular que origina edema i hemorragia. L'elastasa no sem-

bla ésser essencial en aquest procés, per& la catepsina G

possiblement ho es.

Elastasa. i ca.tepsina G degraden "in vitro" diversos

factors sanguinis: com que els neutrofils degranulen en

presencia de certes endotoxines, s'ha suggerit que aqüestes

proteases son les responsables de la deficiencia de factors
de la coagulado que sovint segueix a un shock per endotoxi-

nes.

Els individus deficients en Cii-antitripsina son parti-

cularment susceptibles a partir enfisema pulmunar. Es pot

produir enfisema experimental tractant els animáis amb pro-

tea.ses com papaína o amb extractes de neutrbfils humans. la

severitat de 1'enfisema produit és directament proporcional

a la quantitat de proteasa.

Un deis canvis mes aparents en els pulmons enfisemato-

sos és la destruccio de l'elastina. L'origen de les protea-

ses que causen 1'enfisema "in vivo" és enacara incert. No

provenen de bacteris infectius, sino de les prbpies cbl.lu-
les de l'individu, possiblement deis leucocits que normalment
es troben en els capil.lars pulmonars i que s 'acumulen■en
major nombre en les infeccions alveolars i en individus fu-

madors.

En resum, l'elastasa i la catepsina G deis neutrbfils



participen en el combat contra les infeccions bacterianes,
la digestió deis complexes inmunes i en la iniciado de la

inflamado. Les primeres dues funciona es porten a terne

mitjangant una digestió intrafagosomal i la tercera per se-

creció extrac&l.lular deis enzims.(7g).

1.2.5. INHIBIDORS PROTEICS DE PROTEASESv

Hi ha dos grans grups d'inhibidors proteics de protea-

ses: (g0)
A) Macroglobulines: Son proteines d'alt pes molecular

presents en el plasma deis mamífers, sovint en formes múlti-

pies. La principal es l'^2”macr°£lobulina (P.m.=720000) amb
4. cadenes polipeptidiqo.es- iguals, que es dissocia en parelles

de cadenes per desnaturalització i a cadenes sencilles per

reducció de ponts -S-S-. L'cK2-macroglobulina es capaQ d'u-
nir*rse a proteases deis 4 tipus i es estrany trobar endopro-
teases que no fomin complexes amb ella,.

El mecanisme és el següent: la proteasa hidrolitza un

o mes enllagos de 1 ' ^2”macr°Sl°1ou-ina que provoquen un can-

vi conformacional en 1'inhibidor que fa que aquest "atrapi"

a la proteasa. Aquests enllacos hidrolitzats han d'ésser
molts diversos perque puguin ésser afectats per quasi totes
les proteases. Els complexes ¿^2-macrog3-0kulina-proteasa
son irreversibles; áixó vol dir que ”invivo” totes les pro-

teases circulants son eliminades a través d'aquest inhibidor.

B) Inhibidors per a troteases de diferents tipus;

Els inhibidors de carboxil, metalo i tiol-proteases

son el menys estudiats, encara que n'hi han molts de descrits.
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No hi ha una proposta definitiva peí mecanisme d'acció.
Inhibidors de serin-proteases: N'hi ha molts de descrits

i el mecanisme es hen conegut. A la superficie de cada mo-

l&cula d'inhibidor hi ha al menys un enllaq peptídic, el lloc

reactiu, que interacciona específicament amh el lloc actiu

de la proteasa. Els valors de Ecat i Km pels inhihidors son

molt mes petits que pels suhstrats normáis. Per aixo, la se-

va hidrólisi és extremadament lenta i el sistema és compor-

ta com un equilibri E +1 ^±EI, amb una constant d'equilibri
molt alta (10^-10-3 m-1) . Tots aquests estudis mostren que

el lloc reactiu de 1'inhibidor reacciona amb el lloc actiu

de la proteasa com si fos un súbstrat.

Com ja hem indicat, existeixen dues vies per a la de-*

gradado de proteines en cel.lules de mamífers: la via li-

sosomal, responsable segurament de la degradado no selec-

tiva, i la via no lisosomal, que degrada preferentment pro-

teines de vida curta i anormal.

La majoria de les evidencies per a aquesta hipótesi
dual prové d'experiments d'inhibido, els qua,ls demostren

que la degradado de proteines de vida mitja liarla es ge-
neralment mes sensible a la inhibido que la degradado de

proteines de vida curta.

Entre els molts agents que inhibeixen selectivament

la degradado lisosomal de proteínes de vida llarga, des-

taquen per la seva efectivitat l'amoníac i les bases d&bils.
Grinde i col. (47) van assajar nombroses amines, que

afecten la fundó lisosomal, i totes elles inhibeixen la de-

gradado en hepatócits en un 10-80c/í. Aquesta constancia in-

dica que s'havia arribat a una inhibido completa de la fun-



ció lisosomal. La degradado restant seria la no relaciona-

da amb els lisosomes.

La natura d'aquesta via no lisosomal es desconeguda,

pero possiblement es la suma de les activitats de totes les

proteases no lisosomals de la c&l.lula. La dificultat d'es-
tudiar aquesta via es la falta d'inhibidors específics. Els

principáis son:

- Leupeptina i antipaína: inhibeixen en un 80-85/S la

degradado lisosomal i en un 13f° la no lisosomal.
- Qu.imostatina: inhibeix en un 45/* la degradado ¿li-

so somal i en un 50?¿ la no lisosomal.

El mecanisme deis inhibidors citoplasmktics es descone-

gut. L'únic cas descrit en que s'ha arribat a 1'elucidado
del mecanisme es el d'una proteasa neutra i el-*seu inhibi-

dor, que s'ha localitzat en cfel.lules del tumor d'Ehrlich.
La proteasa es troba a la fracció granular, mentre que l'
inhibidor es citoplasm&tic.

Steven i col. (90) van demostrar* que es forma un coi%»

plexe proteasa-inhibidor. La proteasa iactivada pot ésser
activada, per dos mecanismes:

- Agents oxidants de grups tiol, com el mersalil.
- Tripsina o altres proteases.

Segons aquests autors la proteasa latent no es troba

en forma de zimógen, sino que el procés d'inhibido i ac-

tivació es el següent:
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PN HS-cisteina

proteasa neutra

activa

—S—Cis
PNĈSH
proteasa neutra

inactiva

PN
S

s
HS—I

inhibidor

activado de l'enzim

.s

p<¿
enzim actiu

.S-S-l
PN^kn^sh
complexe inactiu

proteasa-inhibidor

inersalil

R-Hg-OH

La tripsina activa a la proteasa destruint 1'inhibidor.
Possiblement, el cas de la col.lagenasa sigui el mateix,

encara que no estigui demostrad
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1.3. SEPARACIO SÜBCEL.LULAR,

1.3.1. ERACCIONAMENT SÜBCEL.LULAR MITJANCANT CENTRIFÜGACIO.

Si les partícules es diferencien en densitat o coefi-

cient de sedimentació es podran separar per centrifugado.
Cal recordar, pero, que pot haver entre dues c&l.lules o or-

gknuls del mateix tipus variacions considerables en densi-

tat i mida, de manera que la densitat o el coeficient de se-

dimentació d'un tipus de partícula son, en realitat, un pro-

mig.
El dissenjr de les condicions per a la separado de les

partícules un art que una ciencia i poden existir diferents

aproximacions valides. Es a dir, es poden intentar tres ti-

pus de separado per centrifugado (55):
a) Centrifugado zonal i diferencial: diferencies en la

mida de la partícula.
b) Centrifugado isopícnica: diferencies en la densi-

tat.

c) Us de gradients comlexes que aprofiten al mateix

temps les diferencies en densitat i mida.

Els valors de densitat o el coeficient de sedimentació

d'una partícula no es poden extrapolar d'un teixit a l'al-
tre i, a mes, com veurem mes endavant, la densitat aparent

d'una partícula dependr^. molt del medi en que es dugui a

terme la separado.

S'hauran tambe d'escollir els marcadors de cada tipus

d'orgknuls de la mostra. es a dir, aquells enzims que es tro-
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Toen únicament en un sol tipus d'org&nul de les c&l.lules d'

un teixit donat.

Si les partículeá son idfcntiques en coeficient de sedi-

mentació i densitat, no podran ésser separades directament

per centrifugació. En alguns casos, la solució del problema

pot Isser modificar la densitat o la mida d'algún deis com-

ponents.

1.3.1.1. CENTRIFUGACIO DIFERENCIAL*

Es basa en que les partícules es mouen a una velocitat

determinada per la seva forma i la seva mida sota la influ&n-
cia de la forca centrífuga.

El tub s'omple amb una suspensió homogknia de les par-

tícules i, durant la centrifugació, aqüestes es mouen cap al
fons del tub on sedimenten. Idealment, la centrifugació du—
ra fins que han sedimentat totes les partícules de mida mes

gran, de manera que s'obtó un pellet d'aqüestes partícules
i un sobrenedant lliure d'elles. Aquest sobrenedant es cen-

trifuga a velocitats más altes per obtenir les partícules
mes petites. Desgraciadament, els pellets que s'obtenen no

són homogenis i la puresa de.les preparacions així obtingu-

des dependr^. de les diferencies existents en les seves res-

pectives velocitats de sedimentació.
La separació aconseguida per aquest m&tode pot ésser

millorada mitjanqant el rentat deis pellets.

En realitat, per aquest m&tode s'arriba a la separació
de les 5 fraccions descrites per De Duve i col. a l'any 1955

en teixit hep&tic: nuclis, mitocbndries, lisos.omes, microso-

mes i citoplasma.
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1.3.1.2. CENTRIEUGACIO ZONAL.

Aquesta técnica va ésser propasada en primer lloc per

Brakke a l'any 1951. Es, en ess&ncia, molt senzilla: un pe-

tit volum de la suspensió a separar es diposita sobre un

gradient de densitat preformat molt suau, que serveix per

estabilitzar la sedimentado de les partícules. La seva mi-

ssió es anular l'efecte de conveeeió, de manera que, en cen-

trifugar, el front de sedimentado format per el moviment

de les móldenles sigui el mes estable possible.

Durant la centrifugació, les partícules es mouen amb

velocitats o^ue dependran , per una banda, de la seva forma .

i mida i, per l'altra, de la forca centrífuga. Al final, les

partícules es trobaran en una s&rie de bandes d'acord amb

la seva velocitat de sedimentado relativa. La distancia en-

tre la banda i el punt d'aplicado de la mostra ser& propor-

cional al coeficient de sedimentado del component que for-
ma la banda. Aixb’permet calcular els coeficients de sedi-

mentado amb gran precissió, ja que la interacció entre par-

tícules diferents es mínima.

La densitat de la part inferior del gradient lia d'lsser
mes petita que la densitat de les partícules mes lleugeres

de la mostra per a evitar el bandejament isopícnic de les

partícules menys denses i aconseguir que les bandes forma-
des esideguin nomós a la velocitat de sedimentado de les
diverses partícules.

1.3.1.3. CENTRIFUGACIÓ ISOPÍCNICA.

Les partícules subcel.lulars poden diferenciar-se tam-
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be en densitat, com ho va demostrar Harvey ja a l'any 1931.

Aquest investigador treballava amb c^l.lules senceres: si

una suspensió de c^l.lules vives és dipositada sobre una .

suspensió de densitat major que les e&l.lules i centrifuga-

da, les c&l.lules bandejen i-apareixen separades en diferents

capes. Aquesta separació no es letal per a les ckl.lules,
perb si s'augmentava la velocitat de sedimentació les cfel.lu-

les es trencaven i els nuclis s'associaven amb la fracció

mes densa.

La majoria de les primeres preparacions van ésser fe-

tes senzillament suspenent les partícules en un líquid de

densitat definida i centrifugant. Les partícules mes den-

ses que el medi sedimentaven, i les menys denses suraven.

Aquesta técnica era molt tediosa, especialment en el cas de

que es volguessin separar mes d'un tipus d'orglmuls.
Per aquesta rao, investigadors posteriors van desen-

volupar la técnica de centrifugació isopícnica: Meselson i

col. a l'any 1957 i Le Duve i col. a l'any 1959.

En aquest +apus de separació, una suspensió de les par-

tícules a separar es dipositada sobre un gradient de densi-

tat, o bó resuspeses en el medi que formará el gradient.
Lurant la centrifugació, les partícules descendiran o be-

ascendiran fins a trobar un líquid de la seva propia densi-

tat.

Com que es treballa en un medi líquid, la massa aparent
de la partícula ser& la diferencia entre la seva massa real

i la forcja ascensional que provoca el líquid que l'envolta.
Quan s.'arriba a l'equilibri, les partícules no tenen massa

i per tant, no es mouen, encara que augmentiiel temps de cen-

trifugació. D'aquesta manera, les partícules poden ésser
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sitats de cadascuna.

Aquesta técnica ha estat molt emprada en separacions

biolfcgiques. Malgrat la seva efectivitat, té un desavantat-

ge: les particul.es, en Isser exposades a altes concentracions

del medi de gradient, poden experimentar diversos danys i
donar lloc a l'aparicio de bandes extres corresponents a les

partícules no intactes.

La centrifugado isopícnica s'aplica normalment a dos

tipus de problemes: el fraccionament de c&l.lules i orgknuls,
i el de macromol^cules.

La forma d'un gradient per a un solut determinat depen
de la geometria de la centrífuga i de la forca centrífuga
aplicada, Segons aquests dos conceptes.es formen gradients
mes plans en rotors fixes que en basculants i, quan mes gran

és la forpa centrífuga, mes pendent és el gradient. En aquest

sentit, podem dir que quan mes alta és la velocitat de cen-

trifugacio, més fines son les bandes, més pendent és el gra-

dient i més gran és el risc de danyar els orgknuls degut a

l'increment de la pressié hidrost&tica.

1.3.1.4. DENSITAT DE LES PARTICULES EN UN MEDI DE GRADIENT.

El medi en el qual tingui lloc el fraccionament produí-
r& efectes, reversibles normalment, que afectaran tant a la

velocitat de sedimentado com a la densitat de les partícu-
les a separar.

El medi pot influir tant en la densitat com en la for-
ma i mida de la pertícula. Es difícil conMxer com influeix

en la forma, pero els estudis deis canvis en la densitat
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est£. mes a l'abast de 1'investigador.
En el cas de les partícules subcel.lulars complexes,

aqüestes es poden considerar com formades per tres compar-

timents: Un d'ells ser& el que agrupa tot el material solid

de la partícula, incluint les mol&cules d'aigua fermament

unides a ella. El segon compartiment representa l'krea de

la partícula que es permeable a l'aigua, pero no al material

de gradient, i que permetr& 1'entrada d'aigua fins a igua?-

lar la pressio osmótica externa. El tercer compartiment és
aquell permeable a l'aigua, perb també al medi de gradient

i per tant la seva densitat será igual a la del medi on es-

tigui resuspesa la partícula.
L'entrada del medi de gradient dins de la partícula

es traduir& com un increment de la seva densitat aparent.

Eeaufay i col. van establir una série d'equacions matem&ti-

ques destinades a predir les densitats deis org&nuls en so-

lucions de sacarosa de diversa densitat. Per tant, es de*» .

dueix que la densitat de la partícula canviar^ considerable-

ment segons la naturalesa i densitat del medi.

El tercer compartiment, és a dir, aquell que és pernea-

ble al medi, no té influencia en él comportament de la par-

tícula, ja que és com si aquesta estigués rodé jada de medi
de gradient. Una partícula en la qual el segon compartiment
no existís, es comportaria en una separacié isopícnica de

*

manera dependent només de la fraccié solida. Es él cas de

partícules totalment permeables.

De tota manera, els org&nuls més complexes no son total-
ment permeables i el seu comportament en un gradient de den-
sitat dependí de la seva permeabilitat al medi. Com a con-

sequéncia d'aquest fet, en medis diferents la mateixa par—



tícula es comportará de forma diferent segons si el medi és

capac de penetrar dintre d'ella o no. En general, un solut

de pes molecular baix serk capac déitravessar millor les

barreres cel.lulars que un de pes molecular alt, i incremen-

tarh en major proporció la densitat relativa de la partmbu-

la, la qual bandejar& aleshores a densitats mes altes. Es,

per exemple, el cas deis ribosomes, que, en gradients de sa-

carosa (P.m. = 342) bandegen aid=l,43» mentre que en Metri-

zamida (P.m. = 742) ho fan a d=l,26. Un altre cas 4s el nos-

tre: els gr&nuls depolimorfonuclears presenten en sacarosa

una d=l,20 i en gradients de Ludox una d=l,05.

En resum, la densitat aparent d'un org&nul dependr^ de

dos factors: la natura de l'org&nul, és a dir, la fracció
que representin el 1er i 2on compartiment, i de la natura

del medi de gradient.

1.3.1.5. ARTEFACTES.

En la centrifugació diferencial els danys a les partí-
cules son pocs, perqué una partícula movent-se a velocitat

uniforme, no sofreix cap forqa neta actuant darnunt d'ella,
per5 la situada en la centrifugació isopícnica és més pe-

rillosa. Una partícula no uniforme suspesa en un medi lí-
qui de la seva propia densitat mitja estk sotmesa a forces

considerables.

Els problemes més importants son:

-Danys causats per la sedimentació: és el cas d'una -

partícula en 1'interior d'un pellet. En el cas de la cen-

trifugació isopícnica no és d'interés,
-Danys causats per pressions bidrostátiques altes: de-
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gut a aquest fet, s'ha de teñir certa precaució en la Ínter-

pretació de resultats en separacions portades a terme sota

camps centrífugd molt alts.

-Danys causats per l'altaconcentració del medi de gra-

dient: la sacarosa foima solucions d'alta pressió osmótica

i penetra en les membranes biologio^ues, per la qual cosa pot

danyar les estructures mes orgsnitzades. „ El risc mes pe-*

tit correspon ais soluts d'alt pes molecular com el Ludox,

que no penetren en les membranes i exerceixen una pressió
osmótica molt baixa.

1.3.1.6. SOLUTS PEE A GEADIENTS DE DENSITAT.

El criteri per a un medi ideal es (Hartman 1974):
- Cobrir 1'interval de densitats adequat per a la C.

separació en qüestió.
- Formar solucions de baixa viscositat que no afee-

tin el normal comportsment deis components de la mostra.
- Posseir alguna propietat, com 1'índex de refracció,

que permeti seguir al llarg del gradient la seva concentra-

ció, i, per tant, la densitat.
- No danyar el material biologic.
- Esser fkcilment separable de les fraccions o be

no interferir en els assaigs a realitzar.

Els soluts existents es poden dividir en:

a) Sais de metalls alcalins:s'utilitzen nomes per a

separar macromolkcules com DNA, ENA, cromatina, ribosomes,

lipoproteines, etc.

b) Móldenles orglsniques hidrofíliques petites: La



sacarosa és el mes important d'aquest tipus de compostos,

ja que forma solucions de densitats molt &mplies, de poc

efecte sobre els enllagos intermoleculars i té un preu a

l'abast de tothom.

Els inconvenients mes grans, son, en primer lloc,

que normalment est& impurificada per material biol&gic i s'
ha de sotmetre a un tractament adequat i, en segon lloc,

que la sacarosa a altes concentracions inhibeix^certs en-

zims i pot danyar a estructures complexes com les mitocon-

dries.

c) Compostos orgknics d'alt pes molecular: Els mes

importants son el Eicoll, el glicógen, 1'albúmina, etc.

d) Altres tipus de soluts: Els gradients de ludox

serán discutits mes endavant, ja que han sigut els emprats

en a,quest treball. Un altre solut important és la Me triza-

mida, una molécula covalent que forma solucions de tonici-

tat baixa. S'ha fet servir per a separar materials tan di-

versos com ribonucleoproteines i c&l.lules hep&tiques, ja

que no és citotbxic.

1.3.1.7. EL LUDOX COM A MATERIAL PEE A GRADIENTS DE DENSITAT.

El Ludox és sálica col.loidal estabilitzada amb sodi.

Estracta d'una suspensió aquosa de partícules col.loidals

formades per la polimeritzacio de l'&cid monisilícic, obtin-

gut a partit de Si02 dissol en aigua.
La a l'any 1968, Pertoft i col. (57) van establir l'

aplicabilitat de les solucions de sálica en centrifugació
en gradients de densitat en una investigado sistemática
de les condicions adients per a la separado de c&l.lules,
virus i altres pattícules. Les aplicacions eren, per&, li-
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mitades pels efectes toxics de la sílica. Van ésser alesiio-

res descrita mbtodes per evitar aquest efectes afegint po-

límers (dextrb., polietilenglicol, polivinilpirrolidona) ,

que queden adsorbits sobre la superficie de les partícules
de sílica i enmascaren d'aquesta manera la seva toxicitat.

El Ludox recobrt per una capa de polivinilpirrolidona

(FVP) té moltes propietats que el fan adient per a les se-

paracions isopícniques de cbl.lules i partícules subcel.lu-

lars. L'us de Ludox-PVP té molts avantatges sobre l'us de

Ludox sol: és més estable, té osmolalitat més baixa i no

presenta toxicitat cap a les cbl.lules.
El Ludox-PVP presenta els següents avantatges sobre

altres materials formadors de gradients: (5o)
- Osmolalitat molt baixa: aixo fa possible trehallar

amb gra.dients isoosmbtics i completament ajustats a les con-

dicions fisiologiques, degut a que el Ludox no interfereix
amb les condicions del medi.

El Ludox es pot emprar dissolt en NaCl 0,9fi o bé en sa-

carosa 0,25 M, de manera que les solucic^.s obtingudes tin-

dran la densitat desitjada degut al Ludox, i 1'osmolalitat que

requeria sense que hi hagin interferbncies entre els compo-

nents del medi.

- Viscositat baixa; aixo permet l'ús de gradients fins

1,2 gr/ml. La viscositat és funcié de la froca ibnoca i és
més baixa en solucié salina 0,9íj que en aigua o sacarosa 0,25

M. Aixo fa que la formado del gradient sigui més rápida en

solucié salina que en sacarosa sota les mateixes condicions.
- No és toxic i permet la separado de cbl.lules sen-

se perdua de viabilitat.



- És impermeable a les membranes biol&giques, per la

qual cosa les partícules es comporten segons la seva prb-

pia densitat. A mes, es fkcilment eliminable de les fracción
- Formado espont&nia de gradients durant la centri-

fugació: al revés que mols altres materials, les solucions

de Ludox son mobils i formen gradients en temps de centri-

fugació curts, La mida de les partícules es prou gran per-^

qufe formi gradients a velocitats moderades. Aixó permet tam-

ba ba,rrejar directament la mostra amb el medi de gradient.

Es a dir, no és necessaria la preparado de gradients pre-

formats ja que el mateix solut es distribueix durant la cen-

trifugació per formar el gradient. Com que estracta d'un
col.loid polidispers, les partícules de sílica sedimenta-

ran a diferent velocitat i crearan un gradient de pendent

molt suau, de manera que l'an&lisi per microscopia electro-
nica d'un gradient mostra que el material del fons del tub
est& enriquit en les partícules mes grans. Els gradients de

Ludox son metaestables, és a.dir, canvien continuament du-

rant la centrifugació. La centrifugado prolongada condueix
a que la sílica sedimenti i formi un pellet dur al fons del

tub,

Els factors que afecten a la forma del gradient son:

- Quan el Ludox est& diluit amb NaCl 0,9/5 formará un

gradient més r&pidament que l'equivalent en sacarosa 0,25

M, degut a que la velocitat de sedimentació en solució
salina és més rápida ja que la viscositat és més baixa.

- Centrifugació i temps están relacionats de manera

que la forma del gradeint vé determinada per el producte

gxmin.
- La geometria del rotor i la mida del tub també te-



nen influencia, de manera que, a mesura que l'bngul format

peí tub i l'eix vertical del rotor es va fent mes petit, el

gradient es forma mes rapidament.
- La concentrado inicial de Ludox te un petit efec-

te sobre la forma del gradient, perb la seva influencia es

marcada en la densitat del gradient.

Actualment existeix en el mercat un producte anomenat

"Percoll" (Pharmacia), compost de partícules de sílica re-

cobertes amb PVP.

1.3.1.8. APLICACIONS DELS GHADIENTS DE DENSITAT.

Les aplicacions deis gradients de densitat son realment

innombrables i han abarcat tot tipus de material biologic.

Podem anomenar separacions de cei.lules vives, orgenuls ce-

l.lulars, components subcel.lulars de vegetáis i bacteris,

ribonucleoproteines, cromatina, b.cids nucleics, proteines,

lipoproteines, virus, etc.
Sis pioners deis estudis de fraccionament cel.lular

van ésser, sens dubte, C. de Duve i H. Beaufay. A la dbca-
da de 1950 van publicar nombrosos treballs, ja cl&ssics, so-

bre la localització subcel.lular d'enzims que fins alesho-*

res es consideraven associats a altres orgbmuls. Així, de .

Duve a l'any 1959 va demostrar Inexistencia deis lisosomes
com ungrup separat de partícules diferents a les mitocon-
dries i suggeria que enzims com l'urat oxidasa o la catala-
sa podien pertanj^er a una altra població de partícules, els

anomenats peroxisomes ( 59, 60).
Un altre treball a destacar treballant ja amb Ludox-

PVP (i no amb Percoll) es la purificado de lisosomes de cb-
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l.lules HeLa per Wolff i Pertoft (6l). Aquest treball és
un estudi sistem&tic de la separado aconseguida de lisoso-

mes i mitocbndries d'aqüestes cbl.lules en gradients de Lu^

dox-FVP en solucions de diferent densitat inicial i en di-

ferents tipus de rotors.

Existeixen també nombrosos estudis de subfraccionament

de diferents org&nuls per demostrar la seva heterogeneitat.
Entre ells, per la seva relacié amb els temes que toquem en

aquest treball, destaca el treball de Pertoft i col. (50)

que van estudiar les relacions metabbliques que existeixen

entre els lisosomes de fetge de rata, i van demostrar que

els lisosomes podien ésser dividits en una fraccio lleugera

(d=l,06 gr/ml) i una fraccio pesada (d=l,09 gr/ml).
Quasi com a curiositat per a destacar fins a on arri-

ben els estudis en aquest camp, val la pena senyalar un tre-

ba.ll de Leighton i col. (52) en qub es descriu un procedi-

ment per fraccionament subcel.lular que es portat a teme

en absencia de qualsevol diluent. L'homogenat de fetge de

rata és sotmés directament a ultracentrifugacio a 19000 rpm

durant 15 hores. Amb aquest procés, els components de l'ho-
mogenat gradualment s'estratifiquen i fcrrmen un gradient de

densitat continu. Els components queden alesbores en un am-

bient semblant al cel.lular i no son expostos a dilucions,

rentats i canvis osmbtics inherents al fraccionament en me-

dis artificiáis Els autors donen a aquest sistema el nom de

"gradient citoplasm&.ticn degut a qub és aquest el medi en

que té lloc la separacié. Els resultats son relativament po-

sitius: aconsegueixen una certa resolució analítica deis pies
pero les distribucions son &mplies i es solapen.



1.3.2. SUBERACCIONAMENT CEL.LULAR DE POLIMOHFOHÜCLEAES

1.3.2.1. GHMULS DE POLILIOREONUCLEAHS.

El subfraccionament de PIJE inclou 1'iiomogenització de

les cbl.lules. La centrifugació a 500-600xg dona lloc al se-

diment corresponent a nuclis i cbl.lules sense trencar. La

posterior centrifugació del sobrenedant a 27000xg sedimen-
ta grlmuls i mitocbndries.

Així, l'anomenada fracció granular conté en reálitat

raitocondries i gr&nuls. Les mitocondries son escases en re-

lacio ais grbnuls, pero importants en quant al seu metabo-

lisme,

Aquesta fracció estb, enriquida en hidrolases Acides,
fosfatasa b.cida, lisozima i peroxidasa. La presencia d'a-
quests enzims, juntament amb la latbncia que presenten, per-

meten identificar els grbnuls com similars ais lisosomes.

Sainton i Farquhar (91) van descriure dos tipus de grb.-
nuls en PM1T de conill, que procedeixen de diferents esta-

dis de diferenciació i s'originen en parts diferents de l'
aparell de Golgi:

- Azurbfils (o primaris): mes grans, mes densos, i
formats durant l'estadi promielocític.

- Específics (o secundaris) : formats durant l'esta-
di mielocític.

Wetzel, a l'any 1967.( 9Í), va descriure un tercer ti-

pus de grbnuls: els terciaris. Aauest autor localitzava la
fosfatasa b.cida en els grbnuls azurofils i la fosfatasa al-

calina en els específics, encara que per a altres autors,



la localització de la fosfatasa ó,cida és menys específica.
Proves histoquimiqu.es mostren que la composició enzi-

mítica deis grónuls en PM de conill és:
- Azurófils; fosfatasa kcida, 5 '-nucleotidasa, aril-

sulfatases, peroxidasa, ^-galactosidasa, ^S-glucuronidasa,
etc.

- Sspecífics: fosfatasa alcalina, altres autors des-

criuen també que contenen fosfatasa ácida, etc.

A l'any 1969, Baggiolini i col. (92)' van aíllar qua-
tre pohlacions de components subcel.lulars de PM de conill.

A) Grónuls azurófils: contenen del 50-90^ de diverses

proteases Acides, per la, qual cósa es poden qualificar com

a lisosomes. També contenen peroxida„sa, part de la lisozi-
na i alguns agents bactericides no identificaos.

B) Grónuls específics: contenen fosfatasa alcalina,

2/3 de la lisozima, lactoferrina i altres agents bacteri-

cides. No poden ésser considerats com a lisosomes, ja que

no posseeixen hidrolases Acides,

C) Granuls terciaris o partícules C: son menys densos.

Contenen hidrolases Acides i formen possiblement una segó-

na poblado de lisosomes.

D) Vesícules buides de baixa densitat: contenen la r-

nitrofenilfosfatasa óicida tiol-dependent, quó és l'activi-
tat fosfatasa ó.cida no associada ais lisosomes en PM. l'

origen citológic resta desconegut.

Bretz i Baggiolini van fer un estudi sobre la caracte-
ritza.cié bioquímica i morfológica deis grónuls s,zurófils i

específics de leucócits PM humans (93).
Aquests gr&nuls presenten característiques semblants



ais de conill, en quarxt a la formado i propietats citoquí-

miques, perb difereixen en forma, mida i densitat electrfc-

nica.

Els autors aconsegueixen el sufraccionament deis dos

tipus de gr&nuls per sedimentado zonal en un rotor de ti-

tani B-XIV. El rotor s'omplia i es buidava mentre girava, a

2000 rpm. La, sedimentado es portava a terme a diferents

velocitats de rotado durant 15 minuts (94) . .

L'altre sistema era per equilibra.ció isopícnica en gra-

dients de sacarosa en un rotor Beaufay. El rotor era omplert

i buidat mentre girava entre 2000 i 5000 rpm. L'equilibri
s'aconseguia centrifugad a 3C000 rpm durant 2 llores (95).

Aquests dos sistemes els hi permetien una bona resolu-

ció deis dos tipus de gr&nuls. A mes, caracteritzaven pan—

cialment dos fraccions mes: una subpoblació de lisosomes i

una fra,cció membranosa.

Aqüestes 4 fraccions eren:

- G-rknuls a-zurofils: son els mes grans i densos, la
seva velocitat de sedimentado és 3-4 vegades la deis gr£i-
nuls específics i la, seva densitat modal en sacarosa és 1,23

gr/ml.
Contenen tota la peroxidasa, gran part de les hidro-

*

lases lisosomals i la meitat de la liso zima present. Es a

dir, tenen una composició molt semblant ais granuls de PMN

de conill. En les dues espacies poden ésser consideráis com

una classe de lisosomes primaris que contenen agents micro-

bicides a més'idels enzims digestius característics.
Les micrografies electroniques de les fraccions mes

purés mostren que son partícules de forma oval, amb una úni-
ca membrana i una matriu uniforme. Entre les partícules in-



tactes s'observen restes de glicogen i material amorf, que

possiblement prové del contingut deis grbnuls.

Spitznagel i col. ( 96) descriuen que poden ésser
fraccionats en dues subpoblacions: una contindria majoritb.-
riament les hidrolases i fosfatasa &cida i l'altre seria mes

rica en peroxidasa, lisozima i una proteasa neutra no iden-

tificada.

- Grlnuls específics: son mes petits, menys densos

i aparentment de forma mes complexa que els azurofils. La

seva densitat modal en sacarosa és 1,19 gr/ml.
Contenen la meitat de la lisozima, perb cap altra

de les activitats prbpies deis grbnuls azurofils. A mes, sem-

bien desprovists de fosfatasa alcalina, al revés que els gr&-
nuls provinents de PMN de conill.

La resolucio de la fosfatasa alcalina i la lisozi-

ma és pr&cticament completa pels dos mltodes de separació

(centrifugació zonal i isopícnica). Aquest resultat no coin-

cideix amb certes conclusions propugnades perraltres autors,

a partir d'estudis bioquímics i citoquímics en els que la

fosfatasa alcalina es localitza en cistemes provinents de

1'aparell de Golgi (97).
Les micrografies electroniques de les fraccions

més purés mostren unes partícuñes rodones, elipsoidals o

allargades, amb membrana única i una matriu uniforme i menys

densa.

- Petits lisosomes; els autors els identifiquen

com les partícules C deis grbnuls de PldN de conill. Conte-

nen hidrolases Acides.

- Praccié de membrana: estb. caracteritzada per con-
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teñir la fosfatasa 6.cida tiol-dependent no lisosomal, com

en els PMN de conill, i la fosfatasa alcalina. Corresponen
a la fracció menys densa.

Les micrografies electr6niqu.es mostren gran nombre

de vesicales buides, de mida petita i forma generalment ro-

dona. Mostren també contaminació per mitocondries, el que

demostra que els PMN tenen densitat mes baixa que els gr6.-
nuls. Probablement, 1'origen d'aqüestes vesícules ves de di-

ferents compartiments membranosos de la cfcl.lula, pero es-

pecialment del plasmalema.

Avila i Convit ( 9-p ) van portar a terme una s6rie d'es-
tudis sota diferents condicions experimentáis per a, inten-

tar determinar les propietats físiques deis gr£nuls azur6-
fils i específics humans.

Tant els gr6nuls azur6fils com els específics presen-

ten la latlncia cs.racterística de 1'estructura deis lisoso-

mes ( SS ) . Sis gr6nuls de leuc6cits PMN humans i de conill
P

d'lndies son molt sensibles al Tritó X-100, ja que els en-

zims mostren la máxima activitat quan els org6nuls son trac-

tats amb un 0,01/í del detergent, mentre que els lisosomes
de fetge i medul.la 6ssia requereixen com a mínim úna con-

centració del 0,04 i 0,035^ de Tritó X-100 respectivement

per a obtenir una activació total. Tant els azur6fils com

els específics mostren un comportament semblant.

Els autors suggereixen per ais gr6nuls específics una

estructura similar a la deis lisosomes, perb amb algunes ca-

racterístiques propies. Al mateix temps, els dos tipus de

gr6nuls presenten un comportament semblant, la cual cosa in-
dica una similaritat química entre ells. Aquest fet pot do-



nar una explicacio bioquímica de la participado d'ambdos
tipus de grbnuls en el procés fagocític, en el qual tots

dos tendeixen a fusionar-se amb el fagosoma.

Sis granula azurbfils presenten gran semblanca amb els

lisosomes: son susceptobles al trencament per bsmosi i son

sensibles a tractaments que afecten la integritat de les li-

poproteines de la membrana (detergents, congelacié-desconge-
lacio).

Per la seva banda, els grbnuls específics també mostren

simila'ritats amb els lisosomes: son també activats per de-

tergents, congelacié-descongelacié i trencament mecbnic, pe-

ro es caracteritzen per el seu requériment d'un medi ionic

per a mantenir la integritat de la membrana. A més, son per-

meables a la sacarosa i son afectats per una pressié osmb-
tica a.lta, mentre que els grbnuñs azurbfils son impermea-

bles a la sacarosa i no son afectats per una pressié osmb-
tica elevada. Gal dir, perb, que els autors consideraven com

a marcador deis grbnuls específics a la fosfatasa alcalina,
enzim que altres autors consideren que no estb. present en

aquests tipus de grbnuls en PMIT humans.
Es creu que els grbnuls específics son, dones, estruc-

tures rodejades per una membrana impermeable ais substrat3.
En algunes condicions, es comporten de manera diferent ais

grbnuls azurbfils i aixb suggereix una composieié bioquí-
mica diferent. Aquests resultats potser son deguts al fet

de que els grbnuñs azurbfils provenen de la cara cóncava

de l'aparell de G-olgi i s'originen durant l'estadi de pro-

mielocit, mentre que els grbnuls específics s'originen més
tard, durant l^estadi de mielocit, a partir de la cara, con-

vexa de l'aparell de Golgi. La persistbncia deis dos tipus
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de grlmuls en els PIoN madurs, juntament amb la seva dotaéió
enzim&tica diferent, suggereix que tenen funcions indepen¿

dents ( 23 ).

La localització de la fosfatasa alcalina en PMN humans

es molt controvertida. En PMN de conill est& localitzada en

els grknuls específics, perfc en PIvUT humans, els resultats

son contradictoris:

- Com hem vist, Bretz i Baggiolini ( 93 ) postulen que

est& associada amb membranes, be en 1'interior o 1'exterior
de les vesícules que contenen també la fosfatsa ácida no li-

sosomal, Els PMIT de conill contenen també un petit pie de
fosfa.tasa alcalina extragranular (a més del corresponent ais

gr&nuls específics) , que podria identificar-se com la matei-

xa fraccio membranosa present-en els PMN humans. Segons aauests

autors, la fosfa,tasa alcalina de RUT humans no presenta la-
tbncia sota l'accio de diversos detergents.

- Aquests resultats es contradiuen amb els d'Avila, i

col. ( 9° ) que troben que la latkncia de la fosfatasa alca-

lina en P3M humans és quasi tan evident com la de les hidro-

lases Acides i per tant, es trobaria a. l'interior d'un or-

g&nul, siguin o no els gr&nuls específics i no associada a

estructures membranoses.

- Per últim, un recent treball de Smith i col. ( 99 )
localitza la fosfatasa alcalina en un org&nul nou de funcio

desconeguda: el fosfasoma.
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2.1. REACTIUS UTIIITZATS

Els reactius usats en aauest treball van ésser sumi-

nistrats per les següents firmes c omercials:

"Sigma Chemical Co"

AEEP, ATP, glicerol, PPO, DIT, EDTA, EGTA, BSA, PMSF,

G--1-P, G-6-P, UDPG, Micrococcus lysodeikticus, p-nitrofe-

nil- j^-D-glucurbnid, STI, dextrá.
"Merck"

Polivinilpirrolidona, Tris, sulfat ambnic, acetat

magnesio, sulfat cúpric, reactiu de Folin-Ciocalteau,

glicerofosfat sbdic, tartrat sbdic-pot&sic, &cid trido-

roac&tic, DCPIP, guaiacol.
•

"Cario Erba"

Succinat sodic

"WHatman"

DEAE-cel.lulo sa (DE-32)

Paper de filtre 31ST

"Pharmacia Fine Chemicals"

Sepharose 4B

"Dupont"

ludox HS-40



2.2. SEPARACIO DE LEUCÓCITS POLIMORFONUCLEARS

2.2.1. FONTS D'OBTENCIO DE LEUCÓCITS.

La sang humana es va obtenir de les sagnies portades a

terme en malalts poliglobulin&mics i generosament cedida per

1'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona.

La poliglobulinfemia és una malaltia caracteritzada per

l'augment del nombre d'eritrbcits en sang, fins arribar &dhuc
a valors de 6-10 10^ eritr6cits/mm3. En aquests malalts, els
leucocits son normáis. El tractament que s'efectúa a aquests

pacienta inclou sagnies de 1-1,5 1. en un mes, de manera que

cada vegada se'ls extreu 400-500 mi. Nosaltres vam aprofitar

aquesta sang, que es recollia sobre EDTA 200 mg/ml a pH 7,8
com anticoagulant, i que era traslladada al laboratori, on era

separada tot seguit.

La sang de porc la vam obtenir de l'Escorxador Municipal

de Barcelona. En el moment del sacrifici de 1'animal, es reco-

llia la sang que sortia per la jugular en ampolles de vidre

que contenien 15 mi d'EDTA de la mateixa concentrado que an-

teriorment. Era traslladada directament al laboratori on es

procedia a la separado de les fraccions leuc&citaries.
La sang de pacients leuc&mics s'obtenia de 1'Hospital de

la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. Es recollien uns 30 mi

de sang que era transportada en fred al laboratori. En els ca-

sos en qu& la velocitat de sedimentado no era prou elevada,

es procedia a realitzar una sedimentado sobre dextrá. Del so-

brenedant obtingut, es separaven els leucbcits totals.

Com a norma, mai es barrejaven les sangs de dues persones
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o de dos animáis, a fi d'evitar reaccions serolbgiques que

conduíssin a 1'agregado.

2.2.2. SEPARACIÓ DE LEUCOCITS POLIMOREONUCLEARS.

El primer pas de la separado es l'obtenció d'un plasma

ric en leuc&cits totals.

Aixo es feia deixant reposar la sang en provetes com més
estretes millor. Degut a les diferencies entre les c&l.lu-

les, els eritrbcits sedimenten al final del tub, els leucb-
cits en una fina capa sobre aquells i en la part superior

queda el plasma. Es recollia aleshores el plasma per succió
mitjangant una pipeta connectada a un "quitasato".

En els casos en que es requeria una sedimentado rápida,

s'afegia a la sang una solució de Dextrá (P.m. 250.000) ai1
5f° en NaCl 150 mM pH 7,4 en una proporció dextrá:sang de 1:6.
El dextrá és un polímer de D-glucosa sintetitzat per diver-

ses espacies de bacteris, especialment el Leuconostoc mesen-

teroides, en fer-lo créixer en un medi en sacarosa.

La fundó del dextrá es afavorir 1'aglomerado deis eri-

trbcits, amb la qual cosa augmenta la seva velocitat de se-

dimentació i l'obtenció d'un plasma ric en leucócits i reía-

tivament pobre en eritr&cits s'assoleix de forma més rápida.
El sobrenedant obtingut contenia prácticament tots els leu-

cócits i les plaquetes de la sang.

El sobrenedant obtingut es centrifugava a 170 x g durant

5 minuts en una centrifuga MSE-Mistral (900-1000 rpm). En
el sobrenedant d'aquesta centrifugado quedaven els limfá-
cits, que eren separats per a d'altres estudis que es duen
a terme en el laboratori. El sediment contenia els polimor-

fonuclears, contamináis encara per gran nombre d'eritrbcits.



Aquests s'eliminaven mitjanpant un rentat amb solució
salina hipotónica (NaCl 0,3$) en la qual es resuspenia el

sediment de PMN, de manera que els eritrócits es lisaven men

tre que les cól.lules blanques son mes resistente al tracta-

ment . El temps de contacte de les cól.lules amb la solució

hipotónica no devia excedir els 2-3 minuts. Si per causa del

procós de separado, era necessari que romanguós mes temps,

s'hi afegia igual volum de solució salina hipertónica (NaCl
1,5$), de manera que resultes una solució isotónica que no

perjudiques la viabilitat de les cól.lules. Els polimorfonu-

clears es recollien per centrifugado a 1000 rpm durant 5

minuts, amb la qual cosa els eritrócits lisats quedaven al

sobrenedant.

L'operado es repetia 3 & 4 vegades fina a eliminar la

contaminado procedent deis eritrócits.
Així s'obtenia un sediment de polimorfonuclears d'ele-

vada puresa i viabilitat.

Totes les operacions descrites fins ara es portaven a

terme a temperatura ambient.

En el cas de sang de pacients leucómics, es separaven

els leucócits totals, ja que, segons el tipus de leucemia,
la major part deis leucócits pertanyien al mateix grup de

cól.lules. La separado es feia a partir del sobrenedant mit

jancant 2 ó 3 centrifugacions a 1500 rpm durant 10 minuts i
rentats amb solució salina hipotónica.

2.2.3. OBTENCid DEL PELLET DE 27.000x g.

El sediment de polimorfonuclears obtingut a l'apartat
anterior es resuspenia en tampó Tris-HCl 50 mM pH 7,8 (10 m

:1 de tampó/litre de sang) i s'homogeneitzava mit jancant 10
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b 15 cops amb un homogeneítzador Potter-Elvejhem manejat e-

Ibctricament.

L 'homogeneítzat es centrifugava a 600 x g durant 10 mi-
nuts a 02C en una centrífuga MSE-Mistral (1700 rpm). El se-

diment contenia la fracció nucleada, membranes i cbl.lules
no trencades. El sobrenedant obtingut es centrifugava a 27000
x g durant 15 minuts en una centrífuga Sorvall (15.000 rpm)
a 42C.

Mitjan gant aquest procés s'obtenia el sediment de 27000
x gt que contenia la fracció granular i mitocondrial i que

era el punt de partida deis nostres estudis.

2.2.4. TÉCNIQUES HEMATOLOGIQÜES.

Els comptatges leucocitaris s'efectuaven de la següent
manera:

La mostra es diluía 1/20 amb líquid de Turck, el qual

trenca els eritrocits i tenyeix lleugerament de blau els leu-

cbcits. Si era necess&ria una dilució mes elevada, la mostra
es diluía prbviament amb NaCl 0,9$.

La mostra colore jada es col.locava per capilaritat en-

tre el portaobjectes i el cobreobjectes d'una cbmera de Neu-

bauer. Es comptaven aleshores les cbl.lules presents en els

16 quadres d'un deis quadrants en qub es dividida la cbmera.
Es sumaven i el resultat es multiplicava per 10 per a obte-

nir el nombre de cbl.lules /mm^, ja que les mides de cada

quadrant són lx lx 0,1 mm. Es multiplicava per les dilucions

fetes prbviament i s'obtenia, d'aquesta manera, el nombre de

leucbcits/mm3 de la mostra.
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2.3* METODES DE PURIFICACIO D'ENZIMS.

2.3.1. HJRIFICACIO DE LA GLICOGEN SINTASA.

La glicogen sintasa de múscul de conill ha estat puri-
ficada segons el m&tode de Smith i col.laboradors (ioc) » mo-
dificat per Takeda i col.

Extracció; Es sacrificaven 5 conills mitjanpant un cop

a la part posterior del cap i dessagnament per secció de la

yugular. El múscul procedent deis lloms i potes posteriors

deis conills s'extreia amb rapidesa i es col.locava segui-

dament en gel. Després de pesar-lo, s'addicionava per cada

quilo de múscul, 2 1. d'una solució composta de Tris-HCl 50

mM, EDTA 5 mM, EGTA 2 mi/!, PMSF 1 ai pH 7>8 i s'homogeneítza-
va en un triturador tipus Waring Blender durant 30 segona a

baixa velocitat i 60 segons a velocitat mitjana.

L'homogeneítzat es centrifugava durant 30 minuts a 9000

rpm en un rotor GSA d'una centrífuga Sorvall. El sobrenedant

procedent de la centrifugado es flitrava a través de llana

de vidre.

Precipitado amb etanol: El sobrenedant filtrat es baixa-

va -a la temperatura de 0-12C amb un bany de gel i sal, agi-
tant per tal de no arribar a la congelado. Tot seguit s'ad-
dicionava etanol del 96^ fins a teñir una cincentració final

del 30?S. Es vital un control extremat de la temperatura, de

manera que aquesta no superi els 42C durant 1'operado. En

aquest procés precipita el glicogen, juntament amb tots els
enzims associats amb ell, incloent la glicogen sintasa. Pos-
teriorment es centrifugava durant 10 minuts a 9000 rpm a -20
2 C.



Conversió a forma I: El precipitat que s'obté es resus-

p&n, utilitzant un homogeneitzador de vidre/tefló submergit
en gel, amb una solució de Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, EGTA

2 mM, PMSE 1 mM, Na2S04 2 mM, mercaptoetanol 50 mM pH 6,8
fins a un volum final entre 800-1000 mi.

Un cop homogeneítzat s'hi afegeix glicogen de fetge de
conill a una coneentració final de 0,25 mg/ml.

La suspensió és aleshores dialitzada durant 6 hores con-

tra 8 1. de 1'anterior solució, exceptuant el glicogen, amb

un canvi de tampó a les 3 hores.

Després d'aquest procós, s'ajusta el pH de la solució,
amb una solució de la mateixa composició que 1'anterior, a-

justada a pH 8,5. Es molt important no parar-se en aquest punt

Després d'aquesta operació, la glicogen sintasa ha d'ésser
al 100$ en forma I.

Seguidament es fa una incubació a 302C durant 45 minuts

i es centrifuga a 9000 rpm durant 20 minuts per retirar els

grumolis proteics formats.

Cromatografía en DEAE-cel.lulosa: L 'origen i preparado

del DEAE-cel.lulosa són molt crítics. El sobrenedant de l'úl-

tima centrifugado s'aplica a la columna (4,5 cm de di&metre
x 45 C0m d'alqaria), pr&viament equilibrada,a una velocitat
de 60 ml/hora. Posteriorment es renta amb uns 800 mi d'una
solució de Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, EGTA 2 mM, PMSE 1 mM,

Na2S04 2 mM, mercaptoetanol 50 mM pH 7,8 a la velocitat de
60 ml/hora. Es continua amb un rentat amb la mateixa solució
mes NaCl 0,12 M a la velocitat de 100-120 ml/kora fins que

tota l'activitat fosforilasa hagi estat eluida. El volum d'
aquest rentat es de 6 b 7 1.

S'elueix l'enzim amn la mateixa solució a la qual s'ha



afegit NaCl 0,25 M a la velocitat de 100-120 ml/hora. A la
solució eluída de la columna amb activitat glicogen sintasa

s'afegeix glicogen fins a una concentració final de 0,25 mg/
mi.

Precipitació amb etanol; Un cop freda, entre 0-12C, a

la fracció procedent de la columna de DEAE-cel.lulosa s'hi
addicionava etanol del 96$ fins a una concentració final del

15$, sense que la temperatura no pugi mai deis 22C. Després
de 10 minuts amb agitació, es centrifugava durant 30 minuts

a 9000 rpm a -102C.

El precipitat obtingut es resusp&n en una solució de Tris

HC1 50 mM, EDTA 5 mM, EGTA 2 mM, PMSE 1 mM, Na2S04 2 mM, mer-

captoetanol 50 mM pH 7,8 mtjangant un homogeneítzador de vi-

dre/tefló. Posteriorment es tomava a precipitar amb etanol

exactament igual que com s'ha explicat i es centrifugava a -20
2C a 9000 rpm durant 30 minuts.

Es resuspenia el precipitat amb 10-15 mi. de la mateixa
solució a pH 6,8 mes 25$ de glicerol a temperatura ambient.
Posteriorment es dialitzava a temperatura ambient contra 500

mi de la mateixa solució durant 1 hora.

Digestió amb amilasa: Aquest procós es fa amb c* -amila-

sa purificada de saliva humana (veure apartat 2.3.4.). La re-

lacio emprada és 1:1 en pes de proteína. La digestió es pro-

longa durant 1 dia i mig com a mínim, canviant el tampó a les
6 hores i, després, cada 12 hores.

A mesura que avanga el procés s'aprecia un canvi en la

viscositat de la suspensió, de manera que es veu un aclari-

ment progressiu. Al mateix temps apareix un precipitat, que

s'elimina un cop acabada la di&lisi mitjangant una centrifu-
gació a 2000 rpm durant 15-20 minuts.



Cromatografía en Sepharosa 4B: La suspensió que procedía
de la diálisi es concentrava fins a uns 3 mi. S'aplicava a una

columna de Sepharosa 4B (2,6 x 40 cm) que havia estat equili-

hrada amb una solució de Tris-HCl 50 mM, EDTA;5 mM, EGTA 2 mM,

PMSE 1 mM, Na2S04 2 mM, mercaptoetanol 50 mM pH 7,8 mes 25 Í°
de glicerol. S'eluia la mostra amb el mateix tampo a una velo-

citat de 12 ml/hora i es recollien fraccions de 3 mi.
Es mesurava I'activitat de les fraccions i el seu con.tin-

gut en proteina. S'agrupaven les fraccions de mes activitat i

es concentraven fins a uns 2 mi. Aquesta última part es feia
a temperatura ambient.

La solució enzimática obtinguda tenia una activitat de

11,5 U/ml.

2.3.2. HJHIEICACIO DE LA GLICOGEN EOSEORILASA.

El m&tode seguit per a preparar glicogen fosforilasa b

a partir de múscul de conill és una adaptació del mátode pro-

posat per Fischer i Krebs l'any 1958 (lOl).
Aquest mátode está dissenyat de manera que s'obtinguin

rendiments alts i que l'enzim es trobi en la forma b, 4s a dir,

en la forma dependent del nucleátid cAMP.

Extracció; El múscul procedent deis lloms i de les potes

posteriors de 4 conills s'extreia rápidament i es col.locava
en gel. Seguidament se li afegia 2 1. de solució Tris-HCl 50

mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, PMSE 0,5 mM, mercaptoetanol 50 mM

a pH 7,0.

S 'homogeneiítzava seguidament en un triturador tipus Wa-

ring Blender durant 30 segons a baixa velocitat i 1 minut a

velocitat mitjana. L 'homogeneítzat es centrifugava a 42C du-
rant 30 minuts a 9000 rpm en un rotor GS3 d'una centrífuga



Sorvall. El sobrenedant procedent de la centrifugado es fil-
trava a través de llana de vidre i s'obtenia aleshores l'ex-

tráete cru.

Els sediments obtinguts es maceraven amb aigua destil.la-

da en una relació 1:2 en pes/volum. La macerado es realitza-

va a temperatura ambient durant 45 minuts, remenant sovint per

a facilitar l'extracció de l'enzim. A continuació es tomava

a centrifugar la suspensió a 42C a 9000 rpm durant 30 minuts.

El sobrenedant obtingut, desprls d'éeser filtrat, era afegit

a 1'extracte cru obtinugut pr&viament.

Precipitado &cida: L'extracte cru en fred es portava fins

a pH 5,1 amb una solució d'&cid ac&tic 1 M. La solució així
tractada es deixava reposar uns 5 minuts en gel i es centri-

fugava a 8500 rpm durant 20 minuts en un rotor OSA d'una cen-

trífuga Sorvall. El sobmedant obtingut es filtrava a través
de paper i s'ajustava r&pidament fins a Ph 6,8 mitjancant l'
addició de bicarbonat pot&ssic solid.

Precipitado amb (NHa)? SO a: A la solució obtinguda peí

procediment anterior s'afegia una solució de 475 gr/l. de sul-
fat ambnic a pH 6,8 a raó de 700 mi. de solució per litre d'
extracte. La mésela es deixava refredar a 42C durant tota la

nit. El precipitat obtingut es recollia per centrifugació a

8500 rpm durant 20 minuts i es dissolia ens uns 100-120 mi. d'
una solució de Tris-HCl 50 mi pH 7,5 amb un canvi de tampó.

Tractament a pH elevat; Un cop dialitzada la solució i

comprovat que no conté sulfat, s'ajustava fins a pH 8,8 amb
una solució de Tris 2 M. Aquesta mésela s'incubava durant 1 h.

a 372C. Després es tomava a ajustar acuradament a pH 7,0 amb
ácid ac&tic 1 N, després d'haver refredat la solució amb gel.

Seguidament es centrifugava a 15000 rpm durant 15 minuts



per enretirar el lleuger precipitat que apareixia.

Cristal.lització i liofilització: Per a aconseguir la

cristal.lització de la glicogen fosforilasa b s'afegia a la

solució neutra i freda obtinguda a l'apartat anterior 1/1C0
volums d'una solució d'AMP 0,1 M i la mateixa quantitat d'a-
cetat magnesio 1 M, ambdues solucions a Ph. 7,0.

Seguidament es refredava la mésela a 02C i es deixava

reposar en fred per a aconseguir que cristal.litzós l'enzim.
Normalment al dia següent apareixien al fons del vas uns cris-

talls d'aspeóte lletós, els quals es recollien per centrifu-

gació a ose a 15000 rpm durant 15 minuts i es dissolien en

Tris-HCl 1 mM pH 7,0 a 302C. Es tomava a afegir AMP i ace-

tat magnesio de manera que quedessin a una concentració final

de 1 i 10 mM respectivament. La solució es refreda a 02C per

a aconseguir la segona cristal.lització.
La recristal.lització podia repetir-se diverses vegades

(normalment 3 2) 4). Desprós de separar el cristalls de la

última cristal.lització per centrifugació, es liofilitzaven

en un aparell Cryobloc, provist d'una bomba de buit Torrice-
lli.

Abans de la darrera cristal.litazció calia fer una me-

sura de proteina mesurant 1'absorbencia a 280 nm, ¿a que es

coneix el coeficient d'extinció molar de l'enzim.

Un cop liofilitzats, els cristalls es conservaven en tubs
ben tapats i amb dessecació a -302C. En aqüestes condicions
mantenien la seva activitat durant mesos.

Amb aquest m&tode vam obtenir 1800 mg. d'enzim liofilit-
zat a partir de 1600 g. de múscul.
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2.3.3. PÜRIFICACIO DE LA GL ICO GEN FOSFORILASA QUINASA.

La fosforiíasa quinasa de nníscul de conill ha estat pu-

rificada segons el mktode de Cohén (102) modificado de Bros-

trom ( 103)..

Extracció: El nníscul de dos eonills procedent exclusiva-

ment deis lloms i les potes del darrera s'extreia amh rapi-
desa i es dipositava seguidament en gel per fi d'evitar la

contracció nerviosa.

Després de pesar-lo, s'homogeneitzava amb 2,5 volums d'
una solució d'EDTA 4 mM a pH 7,0 en un triturador Waring Bien-

der durant 30 segons a baixa velocitat, 30 segons a mitjana

i 30 segons a alta.

L'homogene!tzat es centrifugava a 6500 rpm durant 45 mi-

nuts en el rotor GS 3 d'una centrífuga Sorvall i es decanta-

va el sobrenedant per llana de vidre, amb la qual cosa s'ob-
tenia 1'extracte cru.

Precipitació kcida: La solució anterior s'acidulava amb

kdd ac&tic 1 M fins a un cert grau d'enterboliment. Aquest
es controlava prenent mostres de la suspensió amb una pipe-

ta de 10 mi. i mirant la visibilitat deis números per la ca-

ra oposada de la pipeta. S'acidulava fins que els números no

eren visibles, cosa que ocorria entre pH 5,5-5,6.

S'esperava 5 minuts i es centrifugava a 6500 rpm durant

40 minuts en el rotor GS 3 de la centrífuga Sorvall. El se-

diment es resuspenia en 45 mi. (1/3) d'una solució de /3 - gli-
cerofosfat 100 mM, EDTA 4 mM, mercaptoetanol 30 mM pH 8,2
fent servir un homogeneítzador de mk. Després es diluía fins

120 mi. (2/3) amb -glicerofosfat 50 mM, EDTA 2 mM, mercap-

toetanol 30 mM pH 6,8.



Ultracentrifugació: L asuspensió anterior es centrifu-

gava a 78000 xg (35000 rpm en el rotor 40 d'una ultracentri-

fuga Spinco L2) durant 120 minuts, decantant-se després cu-

rosament el sobrenedant a través de llana de vidre.

Precipitado amb (KHa)pS0/i : Al sobrenedant de la ultra-

centrifugado anterior s'afegia lentament la meitat del seu

volum d'una solució de 475 gr/1. de sulfat ambnic a pH 7,0.

Una vagada afegit, es deixava reposar la suspensió 10 minuts

en bany de gel“i es centrifugava durant 10 minuts a 8500 rpm

en un rotor GSA d'una centrífuga Sorvall.

El preeipitat es resuspenia en un petit volum (2-4 mi.)
de ^ - glicerofosfat 50 mM, EDTA 2 mM, DTT 2 mM pH 6,8 i es
dialitzava durant 1 hora contra 100 volums de la solució an-

terior com a mínim i amb un canvi de tampó ais 30 minuts.

Un cop eliminat el sulfat per diálisi, es centrifugava

en una centrífuga Eppendorf (1500 rpm 2 minuts), obtenint-se
una solució enzim&tica concentrada apta per a ésser purifica-

da per filtrado en gel.

Filtrado en gel: El sobrbnedant de la centrifugado s'

aplicava a una columna de Sepharosa 4B (2,6 cm x 40 cm), equi-
librada.amb ^-glicerofosfat 50 mM, EDTA 2 mM, DTT 1 mM pH 6,8,
eluint-se a continuado amb aquest tampó a una velocitat de

12 ml/h. i recollint- se fraccions de 2 mi. Aqüestes fraccions
eren assajades per a determinar la seva activitat fosforila-
sa quinasa i fosforilasa.

Ies fraccionsvque contenien fosforilasa quinasa, perb no

presentaven activitat fosforilasa, es reunien i concentraven

per diálisi al buit. La solució concentrada es dialitzava to-

ta la nit enfront d'una solució de -glicerofosfat 50 mM, EDTA

2 mM, DTT 1 mM pH 6,8 mes 10 % de glicerol i es guardava con-



gelada a -30 2C.

S'obtenia ¿'aquesta manera una preparado ¿'aproximada-
ment 2 mg/ml.

2.3.4. PÜRIPICACIO D' c{-AMILASA SALIVAR HUMANA.

L'^-amilasa emprada en la purificado de la glicogen sin

tasa era purificada per un m&tode análeg al descrit per Bem-

feld a l'any 1955 (104).

Recolécció de saliva: La saliva es recollia en uns pots

que contenien un parell de gotes de n-octanol con antiescumant

La saliva obtinguda (uns 500 mi.) es centrifugava a 5000 rpm

durant 30 minuts per a clarificar-la. El sobrenedant de la cen

trifugació es flitrava a través de.llana de vidre i es conser-

vava a 42C.

A"partir d'aquest moment totes les operacions descrites
es portaven a terme a 4QC.

Primer fraccionament amb acetona: Al flitrat del pas an-

terior s'afegia acetona lentament fina a arribar a una con-

centrado final del 45$. L'addició es feia a una velocitat de

21 ml/min. El precipitat s'eliminava després de deixar repo-

sar la mésela durant 15 minuts, mitjancant una centrifugado

a 3000 rpm durant 15 minuts.

Es recollia el sobrenedant i se li afegia acetona fins

a una concentrado final del 75$. La velocitat d'addicié era

de 32 ml/min i el procés es feia amb agitado continua. Pos-

teriorment es deixava reposar la mésela durant 15 minuts. Es

tomava a centrifugar a 10000 rpm durant 15 minuts. El sobre-
nedant obtingut es recollia i es dissolia en uns 200 mi d'una
solucié d'acetat sodic 0,07 M.



Segon fraccionament amb acetona: Es repetia exactament

el procós anterior, excepte que les velocitats d'addició eren

de 12 mi/ min i de 16 ml/min, respectivament.

El precipitat obtingut finalment es dissólia en.uns 150

mi d'acetat sbdic 0,07 M.

Primera precipitació amb (NH/QpSOa; S'afegia a la solu-

ció anterior sulfat ambnic saturat i ajustat a pH 8,0. La con-

centració final havia d'ésser del 45,5$. S'agitava suaument

durant 30 minuts i es separava el precipitat per centrifuga-
ció a 20000 rpm durant 20 minuts. El precipitat obtingut es

dissólia en 50 mi d'una solució d'acetat sbdic 0,07 M.

Segona precipitació amb (NHa^SO^í La solució anterior
es portava fins a una concentració final del 40$ de sulfat

am&nic amb una solució saturada d'aquesta sal ajustada a pH

8,0. Es deixava agitant lentament durant 30 minuts i es cen-

trifugava a 20000 rpm durant 30 minuts. El precipitat es di-

ssolia en 20 mi d'acetat s&dic 0,2 M.

Tercera -precipitació amb acetona: La solució anterior s'

ajustava a pH 7,0 amb NaOH. Seguidament se li afegia acetona
fins a una concentració final del 75^ a una velocitat de 10,5

ml/min. El precipitat obtingut es recollia per centrifugació
a 20000 rpm durant 15 minuts i es dissólia en 50 mi. d'aigua
destil.lada. El propósit d'aquest pas era eliminar el sulfat,

el qual es queda en el sobrenedant.

Quarta precipitació amb acetona:- A la so lució anterior

s'hi afegia acetona fins a una concentració final del 75$ a

una velocitat de 10,5 ml/min. El precipitat es recollia per

centrifugació a 20000 rpm durant 15 minuts, i es dissólia en
*

uns 5 mi d'una solució d'acetat sódic 0,07 M a pH 8,4. Es molt
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important que el pH no sigui superior, ja que el pH final de

la solució ha d'estar entre 8,0-8,4.

Cristal.lització; La solució anterior es col.locava en

gel i es deixava cristal.litzar. Si aix& succeia, es recollien
els cristalls i es resuspenien en acetat sbdic 0,07 M. Es con-

servava congelada en fraccions a -302C.

La preparado obtinguda per nosaltres tenia una riquesa
de 1000 U/ml.

2.3.5. PÜRIPICAClÓ PARCIAL DE LA PROTEASA.

El sediment de 27000 xg obtingut a l'apartat 2.2.3 es re-

suspenia en un petit volum d 'una solució de Tris-HCl 50 mM pH

7,8 i es sotmetia a tul procés de congelació-descongelació tres

vegades.

Seguidament es tomava a centrifugar a 27000 xg durant

15 minuts i el sobrenedant era 1'extracte del qual partíem per

comengar la purificació. Els pellets d'aquesta centrifugació
es resuspenien en la mateixa solució de Tris-HCl 50 mM pH 7,8
i es conservaven congelats. Es podien tomar a aprofitat en

una posterior purificació, puix que encara conservaven part
de la seva activitat proteasa.

El procés de purificació al qual es sotmetia a la protea-
sa constava d'un pas de cromatografía d'afinitat a través d'
una columna de Sepharosa 4B acoblada amb 1'inhibidor de lia-

vor de soja de la tripsina (Soybean Trypsin Inhibitor, que

abreviarem com STI).
La columna media 1x15;cm i estava prfcviament equilibra-

da amb tampó Tris-HCl 50 mi/! pH 7,8. L'elució de 1'extracte de

polimorfonuclears dipositat a la columna es realitzava mitjan-

gant un fraccionament a diferents pH amb la qual cosa eluien



les proteines en. diferents pies:
Primerament es feia un rentat de la columna amb el mateix

tampó d'equilibrat i s'eluien totes aquelles proteines que no

tenien cap afinitat per 1'inhibidor de la tripsina. Normalment

aquesta fracció no tenia activitat proteasa.

En segon lloc, es feia passar una solució de citrat sb-

die 0,1 M a pH 6,0, que feia sortir un petit pie de proteina.
En altres purificacions aquest pas no es feia i es passava di-

rectament al següent.

Després es passava una solució á'acetat sbdic 0,1 M amb

NaCl 0,1 M i pH 4,0. Amb aquest tractament sortia un tercer

pie de proteina, que ja tenia activitat proteasa.

Per últim es feia passar per la columna una solució de

tampó acetat sodio 0,1 M pH 3,0, amb la qual cosa sortia un

altre pie de proteina, que contenia la major part d'activitat
proteasa.

La sortida deis pies de proteina de la columna de croma-

tografia es feia llegint 1'absorbencia a 280 nm de les frac-

cions eluides. L'activitat de la proteasa es seguia mesurant

la seva activitat sobre glicogen sintasa i sobre fosforilasa

quinasa. Els resultats mostraven que amdbues activitats eluien

juntes en aquest pas de purificació.
Abans de concentrar les fraccions que mostraven activi-

tat, es tomava a ajustar el pH de la solució fins a pH 7,8.

Acoblament de la Sepharosa 4B amb 1'inhibidor de soja per

la triosina1.

El primer pas era l'activació de la Sepharosa 4B amb BrCN:
es rentava be la Sepharosa 4B amb aigua i es col.locava en un

vas de precipitáis amb un agitador magnktic. Se li afegia un

volum igual d'aigua i es col.locava a 1,'interior del vas l'e-



lectrode del pHmetre. Seguidament s'afegia el BrCN finament

dividit. La reacció es mantenia a pH 11 amb NaOH i de manera

que la temperatura no superes els 202C mitjansant 1'aplicado
exterior de gel. La reacció durava aproximadament 10-15 mi-

nuts i, quan el pH es mantenia ja constant, s'afegia gran quan-

titat de gel d'aigua destil.lada en el vas i es rentava la Se-

pharosa amb abundant tampó fred.

S'afegia aleshores rkpidament igual volum de Soybean Tryp-

sin Inhibitor en tampó de NaHC03 0,1 M pH 9,5 (20 mg STI/ml
de Sepharosa). La mésela es^deixava a 42C en agitado suau i

continua durant 16-20 hores, Pinalment es rentava amb aigua

i posteriorment amb tampó.



2.4. DETERMINACIO D'ACTIVITATS ENZBTATIQUES.

2.4.1. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT GLICOGEN SINTASA.

L'activitat de l'enzim glicogen sintasa ha estat mesura-

da mitjancant la incorporació de radioactivitat al glicogen,

a partir de UDP-Cl4_giUC0Sa, seguint el m&tode descrit per

Tilomas i col.

La solució d'assaig conté UDP-Cl4-giucosa 6,6 mM, gli-

cogen 10 mg/ml, EDTA 5 mM, Na2SÜ4 10 mM i Tris-HCl 50 mM pH
7,8. La radioactivitat específica oscil.lava entre 100000 i

200000 cpm/yU mol UDPG. Amb aquesta solució s'assajava l'ac-
tivitat de la forma I, independent de glucosa-6-fosfat. El

Na2S04 és una conegut activador de la forma I de la glicogen

sintasa.

Per a la realització de l'assaig es seguia el següent es

quema operatiu: Sobre 40^41. de la mésela d'assaig descrita
s'hi afegien 20 y- 1. de la mostra a assajar i es deixavr 'in-
cubar a 302C durant 20 minuts, temps en el qual es transfor-

mava com h m&xim el 10$ del substrat. En aqüestes condicions

la reacció era linial.

Per aturar la reacció es prenien 50y¿l. de la mésela i
es dipositaven sobre un quadrat de 2x2 cm de paper de filtre

Whatman, tipus 31ET, que tot seguit era submergit en etanol
al 66fo fred. Aquest procés fa precipitar el glicogen, que que

da dipositat sobre el paper de filtre. Els restants compo-

nents, especialment 1'UDP-cl4_giu.cosa no incorporat al gli-

cogen, són elimináis mitjanpant tres rentats succesius en e-

tanol al 66fo durant 30,1100i 10 minuts. Els papers eren des-

prés submergits durant 3 & 4 minuts en acetona per facilitar



l'assecat. Aquest es feia mercas una estufa de but&. Un cop

seos, cada paper era introduit en un vial amb tolufe-PPO al

0 f5f° com liquid de centelleig i es mesurava la radioactivi-

tat incorporada en cada cas mitjancjant un comptador de cen-

telleig liquid, model Isocap/300 (Nuclear Chicago).
L'activitat glicogen sintasa es defineix com mols d'

UDPG incorporats al glicogen per minut i per mi., es a dir:

U/ml
40 . c

R . t

c = cpm de l'assaig.
R = radioactivitat específica de la mésela

d'assaig.
t = temps d'incubado.

L'activitat específica es defineix com JA mols d'UDPG in-
corporats per minut i mg.-de-proteína, és a dir:

A.E. =
40

R. t

P = proteína de la mostra en mg/ml.

2.4.2. DETERMINACIÓ. DE L 'ACTIVITAT POSPORIIASA b.

L'activitat de l'enzim glicogen fosforilasa era mesura-

da per la incorporado de Cl4-glucosa al glicogen a partir
de Cl4-giucosa-l-fosfat, segons el metode descrit per Gilboe
i col. (105).

La solució d'assaig conté: C^-4_giUcosa-l-fosfat 150 mM,

glicogen 20 mg/ml i tampó de maleat sódic 0,1 M a pH 6,5. La

radioactivitat específica de la mésela oscil.lava de 2500 a

3500 cpm/ jÁ mol de glucosa-l-P.
Per la realització de l'assaig es procedia de la manera

següent: A 40 U 1. de la mésela d'assaig s'hi afegien 20 u 1.



de la mostra. S'incubaven a 302C durant el temps necessari

perque es transformes com h m&xim el 10% del substrat pre-

sent a la mésela d'assaig (15 minuts en el nostre cas). Pa-

ssat el temps d'incubacíó, es treien 50 jJ 1. i es diposita-
ven sobre un paper de 2x2 cm Whatman tipus 31ET i es submer-

gia en etanol del 66fo fred. Els rentats, assecat i comptat-

ge deis papers es portaven a terme de manera idéntica a la

de l'assaig de glicogen sintasa.

L'activitat fosforilasa b es defineix com ju. mols de gln
cosa-l-fosfat incorporats al glicogen per minut i per mi.,

es a dir:

_ 40 . c
E . t

c = cpm de l'assaig.
R = radioactivitat específica de la mésela

d'assaig.
t = temps d'incubado.

L'activitat específica es defineix com Ja,mols de G-l-P
incorporats per minut i mg. de proteina, és a dir:

A.E
40 . c

R . t . P

P = proteína de la mostra en mg/ml.

2.4.3. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT FOSFORILASA QUINASA.

L'activitat de l'enzim fosforilasa quinasa va ésser me-

surada per dos m&todes:

a) M&tode descrit per Cohén (106):es basa en mesurar l'
increment d'activitat de l'enzim fosforilasa b degut a l'ac-
ció de la fosforilasa quinasa. La mésela d'assaig conté fos-



forilasa b 4,7 mg/ml diluida en -glicerofosfat 50 mM,

EDTA 2 mM pH 7,0 amb mercaptoetanol 5 mM, CaClg 0,37 mM,
.ATP 3 mM, MgCl2 10 mM i tampó Tris-HCl 53,3 mM a pH 6,8 o

8,6 segons l'assaig que s'efectúes.
Per a la realització de l'assaig es seguia el següent

esquema operatiu: sobre 75 1. de la mésela d'assaig des-
crita s'afegien 10 já 1. de la mostra a assajar i s'incubava
a 302c durant 15 minuts, temps durant el qual la reacció era

linial.

Acabat el temps d'incubado, es prenien 10 jA 1. de la
mésela i es dipositaven en 400'y¿ól. de maleat sódic 0,1 M -
albúmina bovina 0,1$ a pH 6,5 per diluir l'enzim.

La dilució esmentada s'assajava per activitat fosfori-

lasa en ausencia d'AMP tal com s'ha descrit en l'apartat 2.

4.2.

b) Mfetode descrit per Huang i col.(107): es basa en la
incorporado de p32 a l'enzim fosforilasa b per acció de la

fosforilasa quinasa. La mésela d'assaig conté: fosforilasa
b 6 mg/ml, Tris-HCl 56 mM, -glicerofosfat 56 mM pH 6,8,

CaCl2 0,28 mM, MgAc2 14 mM, ATP 4,2 mM i ( 1$ -P^^) ATP nece-
ssari per a obtenir 2x10 ^ cpm/tub.

L'assaig a pH 8,6 era idfentic, excepte en el que per-

toca al tampo, que en aquest cas era de Tris-HCl 56 mM pH 8,6.
Per a la realització de l'assaig es procedia de la se-

güent manera: 20 fX 1. de la mostra a assajar s'incubaven jun-
tament amb 50 jA 1. de la mésela d'assaig a 302C durant 15 mi-
nuts, període durant el qual la reacció era linial.

Acabat el temps d'incubado, es separava el ( ^ -P32)
ATP que no havia reaccionat de la proteina fosforilada mit-

jancant una cromatografía ascendent en paper ITLC, tipus SG.
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Aquest paper estava tallat en tires de 1,5x10 cm i s'hi di-

positaven a 1,5 cm de la base 10 já 1. de TOA al 20$ i, se-
guidament, alíquotes de 20 y¿l. de la mésela de reacció. Les
tires es col.locaven en un recipient que contenia una solu-

ció de KC1 0,2 M en TOA al 5$ com a líauid cromatogr&fic. El

TOA precipitava la proteina i el KOI facilitava la separació
del ( 'i -P^2) ATP lliure, que pujava amb el front.

Un cop desenvolupada la cromatografía ascendent, els pa-

pers s'assecaven sota una estufa de butó.. Seguidament es ta-

llava Tin tros de 2,5 cm de cada tira (1,5 cm per sobre i 1,0

cm per sota del punt d'aplicado de la mostra) i s'introduia
en un vial que contenia 10 mi de toluó-PPO al 0,5$ com a lí-
quid de centelleig. La radioactivitat era mesurada amb un

comptador de centelleig líquid, model Isocap/300 (Nuclear

Chicago).
Les unitats de fosforilasa quinasa es defineixen com

mols de fosforilasa b monómer convertides en.'fosforilasa a

monomer per minut.

L'activitat específica de la fosforilasa a, en ausencia

d'AI/IP, es va considerar com 54 U/mg prot,i el pes molecular
del monomer de glicogen fosforilasa com 90000. D'aquesta ma-

ñera es pot passar f&cilment d'unitats de fosforilasa a a

mols de monomer segons la fórmula:

tmols/min =
U

min
1

54 ü
1 mol

90 mg

U/min
4860 U/yxmol

essent: mols/min les unitats d'activitat fosforilasa qui-

nasa i U les unitats de fosforilasa a.

L'activitat específica de la fosforilasa b quinasa s'
obtenia segons la fórmula següent:
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A.E. =jÁ mol/min/mg p

P = concentrado en proteína de la mostra (mg/ml).

2.4.4. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT PROTEASA.

Es mesuren les variacions d'activitat glicogen sintasa

i fosforilasa b quinasa en presencia de la proteasa.

Determinació de l'activitat oroteasa sobre glicogen sin-

*fca,sst •

Es tracta de mesurar la disminució d'activitat de la

glicogen sintasa degut a l'acció de la proteasa. L'esquema
operatiu a seguir es el següent: 50 ju. 1. de glicogen sinta-
sa purificada forma I (1,5 mg proteína/ml; 25 U/mg) i diluí-
da convenientment amb Tris-HCl 50 ml*l EDTA 1 mM pH 7,8 mes

glicogen 5 mg/ml, s'incuben amb 50 1. de la mostra a assa-

jar a 302C. A temps discrets es treuen alíquotes de 20 1.

i es dipositen sobre 50 yi 1. de tampó Tris-HCl 50 mM EDTA 1
mM pH 7,8 mes glicogen 5 mg/ml mes STI 1 mg/ml per a aturar
la reacció. Posteriorment s'assaja 1 áctivitat glicogen sin-
tasa de cada punt afegint 30 jal, de la solució sobre 60 1.
del test glicogen sintasa I.

L'activitat proteasa es defineix com la disminució d'u-
nitats de glicogen sintasa per minut i per mi.

Una unitat de proteasa es, dones, la quantitat d^enzim
necessari per inactivar una unitat de glicogen sintasa en les

condicions descrites.

Determinació de l'activitat proteasa sobre fosforilasa

b quinasa.



Es mesura l'increment d'activitat de la fosforilasa b

quinasa degut a l'acció de la proteasa.

L'esquema operatiu a seguir és el següent: 10 jji 1. de
fosforilasa b quinasa purificada (1 mg/ml) s'incuben a 30 2C

amb 50 de la mostra a assajar, prfcviament diluida si és
necessari i 50 ^1. de tampó -glicerofosfat 50 mM, EDTA 2
mM, DTT 1 mM pH 6,8.

A temps determinats es treuen alíquotes de 10 j/ 1. i
es dipositen sobre 200 Jjl 1. de tampó -glicerofosfat 125 mi;
EDTA 2 mM,DTT 1 mM,BSA 1 mg/ml pH 6,8 mes STI 1 mg/ml. Poste-

riorment, aqüestes dilucions s'assajen per activitat fosfori-

lasa quinasa, tal com s'indica a l'apartat 2.4.3.
D'activitat proteasa es defineix com l'increment d'uni-

tats de fosforilasa b quinasa per minut i per mi.

Una unitat de proteasa és, dones, la quantitat d'enzim
necessari per incrementar en una unitat 1'activitat de la fos-

forilasa quinasa en aqüestes condicions.

2.4.5. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT FOSFATASA ACIDA.

Encara que la fosfatasa kcida és de distribució cel.lu-

lar bastant ubiqua, es troba en concentracions elevades en

els lisosomes. Per aquest fet i degut a la senzillesa de la

técnica i a la facilitat d'adquisició deis reactius necessa-

ris per a portar-la a terme, vam fer servir la determinado

d'aquesta activitat enzim&tica com a marcador lisosomal.

La fosfatasa &cida és un enzim d 'Amplia especificitat

sobre diversos substrats naturals i sint&tics. La técnica

més usual i la seguida per nosaltres fa servir com a substrat

el jo-nitrofenilfosfat que, per acció de 1'enzim, passa a jo-

nitrofenol, el qual, en medi alcalí, presenta un color groe



fecilment mesurable.

La reacció és la següent:

js-nitrofenilfosfat f H2O *■ ]D-nitrofenol +- fosfat

la quantitat de jD-nitrofenol alliberat es directament propor-

cional a l'activitat enzimática de la mostra.

Per l'assaig enzimktic vam fer servir el "kit” comercia-

litzat per la casa Boehringer,

L'esquema operatiu a seguir es el següent: El substrat

és una solució de jD-nitrofenilfosfat sfcdic 5,5 mM en tampó
citrat/NaOH 50 mM pH 4,8.

Es col.locava a cada tub 250 1. de substrat i es dei-

xava al bany a 302C durant 3 & 4 minuts a fi de que s'atem-

peres. S'afegia posteriorment 100 yxl. de la mostra a assa-
jar i es deixava incubar a 302C durant 30 minuts. La reacció
s'aturava afegint 2,5 mi. de NaOH 0,02 N amb la qual cosa el

n-nitrofenol format a la reacció virava d'incolor a groe.

Simult&niament s'assajava un blanc amb medi de gradient
en lloc de mostra, en el cas de que s'estigués assajant la

distribució enzimática a través del gradient.

La reacció es seguia colorim&tricament mesurant l'incre-
ment d'absorbencia a 405 nm enfront del blanc.

Es va definir una unitat de fosfatasa &cida com el nom-

bre de mmols de q-nitrofenol alliberats en 1 minut.

2.4.6. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT ¡3 -GLUCURONIDASA.

Aquest enzim, a diferencia de la fosfatasa e.cida, és
exclusivament lisosomal i el va escollir per aquesta raó".
Té un pH bptim ^cid i es pot assajar de diverses formes. E-
m^tode escollit per nosaltres fa servir jD-nitrofenil-/2 -D-



glucurbnid com a substrat, de manera que, sota l'acció de l'
enzim, s'allibera jD-nitrofenol en quantitat directament pro-

porcional a l'activitat enzimktica (108).E1 j)-nitrofenol es
mesura fotom&tricament.

La tlcnica operativa es la següent: En un tub es col.lo-

caven 100 1. del substrat £-nitrofenil-/í?-D-glucurJ)nid 40
mM, 150 já 1. de tampó acetat 100 mM pH 4,0, 50 1., d'aigua
destil.lada i 200 jt 1. de la mostra a assajar. Aquesta quan-
titat de mostra és l'adequada per a obtenir lina activitat en-

zimática mesurable i podia variar segons l'activitat que pre-

sentís. S'agitava vigorosament i s'incubava a 3090 durant 2

hores.

Per a^aturar la reacció s'afegien 2 mi. d'una solució
de glicina 0,2 M, SDS 0,2$ pH 11,7 i 500 ja 1. d'aigua desti-
l.lada. S'agitava vigorosament i es deixava reposar durant 10

minuts. La reacció es seguia per fotometris a 420 nm., lie-

gint enfront d'un blanc d'aigua destil.lada.

Per calcular les activitats es feia una corba de cali-

bracio amb £-nitrofenol. Es preparaven concentracions crei-
xents de o-nitrofenol des de 2,5 /¿g./ml. fins a 50 y^g./ml.
a les quals s'afegia 150 jA 1. de tampó acetat 100 mM pH 4,0,
aigua destil.lada, i, seguidament, 2 mi. d'una solució de gli-
cina-SDS i 500 jí 1. d'aigua destil.lada. S'agitava vigorosa-
ment, es deixava reposar durant 10 minuts i es llegia a 420

nm. S'obtenia d'aquesta manera una recta que permetia calcu-

lar el jo-nitrofenol alliberat per la mostra problema a par-

tir de la densitat óptica obtinguda.

L'activitat en unitats/l. es definia com el nombre de
nmols de jg-nitrofenol alliberats per minut i per mi. de mos-
tra:

nmols p-nitrofenol
t(min) . mi mostraU/1 =



2.4.7. DETEEMINAClÓ DE L'ACTIVITAT SUCCINAT DESHIDROGENABA.

La succinat deshidrogenasa actúa en la c&l.lula en la

reacció:
caoH
f

CH
*■ + fadh2

I
caou

COOH
i

ch2
I
c h,

I • ¿
COOH

+ FAD

&cid succínic &cid fumáric

Aquesta reacció pertany al cicle de Krebs i té lloc,

tant, -a la mitocóndria.
Hi han diversos m&todes per l'assaig d'aquesta activi-

tat, pero el que vam fer servir usa com a acceptor de protons

un compost d'origen sint&tic: el 2,6-diclorofenolindofenol

(DCPIP). La reacció és la següent:

succinat

COOH

DCPIP
o

ox * fumarat DCPIPred
OH

CH,
I ¿

COOH

El mfetode experimental és el següent:
El reactiu conté: K2HPO4 50 mM, ECN 1 mM, DCPIP 0,04 mM,

succinat sódic 20 mM a pH 7,6. L'assaig es realitzava segons

el següent esquema: 3 mi. del reactiu es col.locaven en un tüb
i es deixaven al bany a 302C durañt 3-4 minuts a-fi de que

s'atemperéssin. S'afegia 100 ^cl. de la mostra a assajar, s'
agitava r&pidament i es deixava incubant el temps necessari

per a que la reacció tingués lloc. En el nostre cas, les ac-



tivitats procedents del gradient eren baixes i vam allargar

el temps d'incubació fins a 24 llores, si era necessari.
Per a-aturar la reacció es submergien els tubs en gel i

répidament es procedia a la leetura espectrefotométrica a 600

nm. Com que el que es detecta es una pérdua d'intesitat del

color blau del reactiu, calia ajustar 1'espectrefotémetre a

A = 0,5 amb el reactiu original i mesurar els decreménts en

cada cas.

Cada cop que es feia la reacció, es feien blancs amb él

medi de gradient enlloc de mostra.

Es defineix una unitat de succinat deshidrogenasa com

el nombre de ji mols de succinat sédic oxidats en 1 minut, de
manera que:

U/ml Mmols de succinat oxidat
min . mi

com que la reacció és 1 mol de succinat: 1 mol de DCPIP, po-

dem dir que:

ü/ml Amols de DCPIP oxidat
min -. mi

essent l'extinció molar del DCPIP £ = 16100.

2.4.8. DETEEMINACIO DE L'ACTIVITAT GLUTAMAT DESHIDROGENASA.

Es va fer servir per a aquest assaig el "kit" de "Labo-

ratorios Knickerbocker S.A.E.", amb algunes modificacions en

la técnica operativa per a adaptar^lo a la mesura d'activi-
tats mes baixes que les normáis en sérum.

La glutamat deshidrogenasa catalitza la següent reacció:

Oj -cetoglutarat -+• NADH + NH4 ■t glutamat + NAD ■+■ H2O



la disnié de NADH en el medi és directament proporcional

a l'aci;at glutamat deshidrogenasa present.

Liig és el següent:
lacla de reactiu conté: NADH 0,27 mM, ADP 1 mM, cA -

cetoglut 7 mM, EDTA 3 mM i NH4CI en tampó de trietanola-
mina 4( pH 8,0.

Sgeix a 1 mi de reactiu, 50 jj. 1. de la mostra a assa-
jar i scuba a 302C durant 1 hora. S'atura la reaccié col.lo-

cant ejuhs en gel i es llegeix r^pidament 1 absorbencia a

340 nm, fa servir un blanc amb medi de gradient en lloc

de mos1.

2.4.9. EHMINACIO DE L'ACTIVITAT PEROXIDASA.

Lsaccié implica l'oxidacié del guaiacol (incolor) a

un comp colorejat, oxidació que té-lloc al produir-se la
descompcié del perbxid d'hidrogen per accié de la peroxi-
dasa:

H2°2
peroxidasa

+H2O —j- 0

Laeroxidisa és un enzim de cinética sigmoidea i no se-

gueix pi tant,La de tipus Michaelis-Menten. Degut a aquest
fet, l'saig éuna mica particular.

La escla e reaccio conté guaiacol 20 mM en tampé fos-

fats 0,HA pH 7. A 1 mi. d'aquest reactiu, s'afegeix 100 ja 1.
de la mo^ra a sajar, s'enrasa el colorímetre a A = 0,0 5

(A436 nm)} i es ixa atemperar la cubeta a 302C. Seguidament
s'afegeix 10 yu.‘d'H202 12,3 mM i comenqa la reaccié. Quan
A = 0,05 s'engegl cronometre i, quan arriba a A =' 0,15,
es para, essent temps emprat inversament proporcional a

l'activitat de lostra.
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En el cas deis gradients, només les fraccions mes riques

en peroxidasa es podien mesurar d'aquesta manera, ja que les

demés tardaven molt temps en arribar a A = 0,05. Com que el

que interessava era teñir activitats relatives i poder loca-

litzar l'activitat en el gradient, en alguns casos es va subs-

tituir aquest mfctode, massa llarg i lent, per una incubado

a 302C de 30 minuts, després de la qual es llegia 1'absorban-
cia a 436 nm, enfront d'un blanc que contenia medi de gradient

enlloc de mostra.

2.4.10. DETEHMINAClÓ DE LISOZIMA.

La lisozima es un enzim que contenen només certes c&l.lu-
les especialitzades en la fagocitosi, com son els leucocits

polimorfonuclears i els macréfags.
L'acció de la lisozima és trencar el component polisa-

c!.rid de les parets cel.lulars d'alguns bacteris, amb la qual

cosa, 'aqüestes moren per no teñir un soport meclnic que les

protegeixi. La lisozima hidrolitza específicament l'enllao -

glucosídic entre l'&cid N-acetilmur^mic i la N-acetilgluco-

samina.

L'assaig es basa en fer servir com a substrat una sus-

pensio de Micrococcus lysodeikticus, de manera que, a mida

que actúa la lisozima, disminueix 1'absorbencia mesurada a

450 nm ( 109, 110).
L'esquema operatiu a seguir és: A 1 mi. d'una suspensié

de Micrococcus lysodeikticus de 0,2 mg/ml s'afegeixen 100já. 1.
de la mostra a assajar i s'incuba a 302c durant 2 hores. La

reacció es para submergint els tubs en gel i llegint la dis-

minucio d'absorbencia a 450 nm.

La suspensié substrat es prepara süspenent 10 mg del mi-
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croorganisme en 5 mi. d'una solució de NaCl 0,9$ i enrasant

amb forta agitació fins a 50 mi. amb tampó fosfats 1/15 M a

pH 7,0.

Per poder assajar aquesta activitat enzim&tica, va ésser
necessari montar un gradient amb el doble de mostra de la que

normalment es posava (és a dir, 4x10$ cél.lules), si no, no

es detectava activitat.

2.4.11. DETEEMINACIO DE L'ACTIVITAT FOSEATASA ALCALINA.

La fosfatasa alcalina és un enzim d'Amplia especificitat

sobre substrats naturals i sintética, com la fosforilasa áci-

da, de la qual es diferencia en el seu pH óptim, que en aquest

cas és bltsic.

No té localització lisosomal, sino que se la descriu com

a associada a moltes membranes. La seva localització en po—

limorfonuclears ha estat especialment controvertida, sense

que els diferents autors es posin d'acord sobre aquest punt.

(apartat

■■Malgrat aquest fet, vam voler assajar aquesta activitat

en els nostres gradients.

L'esuqema operatiu és semblant al de la fosfatasa é.ci-

da, encara que variant el pH de la reacció. Fem servir com

a substrat jo-nitrofenilfosfat sodic, el qual és hidrolitzat
amb la qual cosa s'allibera n-nitrofenol, compost colorejat
a pH b&sic.

La técnica a seguir és la següent: A 250 de ja-ni-
trofenilfosfat sodic 5,5 mMien tampó de glicina 50 mM, MgCl2

0,5 mM pH 10,5, s'afegeixen 50 1. de la mostra a assajar.
S'incuba la reacció a 302C durant 30 minuts i s'atura la re-

acció afegint 2,5 mi. de NaOH 0,02 M a cada tub.
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Es llegeix 1'absorbencia a 405 nm enfront d'un blanc

que conté medi de gradient enlloc de mostra.

2.4.12. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT PROTEIN-QUINASA.

L'activitat protein-quinasa es va determinar en tots els

casos peí m^tode d'Huang , Robinson i col. Aquest mktode es

basa en la determinació de la transferencia del grup fosfat

terminal de l'ATP marcat amb p32 a les proteínes substrat

i la separado de la proteína fosforilada amb p32 de l'(K -

P32) ATP lliure mitjanqant precipitació &cida de les proteí-

nes i cromatografía en capa fina.

El medi de reacció contenia: -glicerofosfat sbdic 25

mM a pH 7,0, DTT 1 mM, EDTA 0,5 mM, EGTA 0,48 mM, acetat mag-

nhsic 8 mlil i (fl -p32)ATP 0,125 mM.
Per-a la determinació de l'activitat protein-quinasa

dependent d'AMP cíclic s'afegia AMP cíclic 0,02 mM.

La tbcnica operativa era: Alíquotes de 40 jil, de la
mésela de reacció es col.locaven en un bany a 302C. Un cop

atemperats se'ls afegia 10 ja 1. de la solució a assajar, s'
agitava energicament i s'incubaven durant un temps adequat

per a que la reacció fos linial (uns 10 minuts).
La reacció s'aturava afegint 10 ja 1. d'&cid acetic a ca-

da tub i agitant energicament.
La separado de l'( '¡f -p32)ATP de la proteína fosfori-

lada es feia mit jantjant cromatografía ascendent en capa fi-
na en paper ITLC, tal com s'ha indicat en l'apartat 2.4.3.

per a l'activitat fosforilasa quinasa.
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2.5. GRADIENTS DE DENSITAT.

2.5,1. DIALISI DEL LUDOX.

Per a aconseguir un bon recobriment de les partícules
de sílica del Ludox per part de la polivinilpirrolidona cal

emprar Ludox dialitzat a fi d'eliminar els ions sodi que es-

tabilitzen la solució i deixar lliures els polímers d'&cid

silicio, de c&rrega neta negativa. Aquest interacciona bé
amb la polivinilpirrolidona, de manera que aquesta pot en-

voltar les partícules de sílica.
La di&lisi es fa enfront de 20 volums d'aigua tridesti-

l.lada durant 6 Lores amb agitació continua i a temperatura

ambient, canviant l'aigua a cada hora. Com a consequbncia ,

es formen sovint agregats que queden adherits a les parets

del tub de di&lisi. En treure el Ludox del tub, cal no apro-

fitar aquests agregats, que podrien interferir en la forma-

ció del gradient.

Amb el temps, en les solucions de Ludox, es poden for-
mar petits cristalls de sílica que poden ésser f&cilment eli--

minats mitjancant filtració a través d'un paper de filtre.
El problema amb el aual ens vam trobar es que mostres de

Ludox provinents de diálisis diferents, mostraven densitats

diverses, degudes al diferent grau de dilució que havien so-

fert durant la di&lisi. Per aquesta raó, basar-se en el per-

centatge de Ludox en la preparació deis gradients va ésser
insuficient i a cada di&lisi es va imposar la necessitat de
fer un estudi del percentatge de Ludox equivalent a l'espe-
rat en cada cas. Aquest estudi es feia comparant els respec-

tius índexs de refracció i densitats.
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2.5.2. PREPARACIO DE GRADIENTS DE LUDOX-PVP-NaCl.

El medí estava compost de Ludox HS-40 dialitzat en la

proporció desitjada i PVP al 3,75/^ (p/v).
Per a preparar el medi, es barre java inicialment la PVP

amb el volum de ludox corresponent. S'agitava amb una vare-

ta de vidre fins que quedava una solució homog&nia i visco-

sa.

Després s'afegia la solució de NaCl al 0,9$ fins a com-

pletar el volum final i s'homogeneítzava la solució amb un

agitador magn&tic;

Aquesta solució té un pH de 9. Per últim, s'havia d'a-
justar el pH a pH=7,5±0,2, per a respectar les condicions

fisiológiques. Es feia servir HC1 1 N. En afegir l'&cid es

formaven petits grumolls (mes nombrosos quant mes alta és la

proporció de Ludox), que es dissolien r&pidament amb l'agi-
tació.

En els experiments fináis es van fer servir medis de

gradient de densitat inicial 1,025 g/ml. i ir= 1,3440, que

s'obtenien amb un 8$ de ludox HS-40 (p/v), d'índex de refrac-

ció 1,3545.

Per el fraccionament de la mostra es va procedir, igual

que en el- cas de gradients de Ludox-PVP-sacarosa, resuspenent

directament la mostra en el medi. Les condicions mes idónies

per a la separado van ésser 15000 rpm durant 75 minuts.

2.5.3. PREPARACIO DE GRADIENTS DE LUDOX-FVP-SACAROSA.

El medi es preparava a partir de Ludox HS-40 en la pro-

porció adequada i volums iguals de sacarosa 0,4S M i aigua

destil.lada. La preparado es feia barrejant els tres compo-
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nents en el següent ordre: Ludox, aigua destil.lada i FVP al

10$ en sacarosa 0,48 M. D'aquesta manera la sacarosa queda

isosmótica i la concentrado final de PVP es aproximadament

del 3,75$.
Se li afegia al medi EDTA (sal sódica) fins a una con-

centrad ó final del 0,1$, dones est& descrit que evita l'a-

gregació (veure apartat 3.5.9.).
El pH d'aquesta solució es 9-9,5. Es baixa per addició

de HC1 1 N fins a pH 7,5¿ 0,2. Es formen tambó petits grumolls

que desapareixen amb 1'agitado.
Per a la separado deis org&nuls, la mostra es resuspe-

nia directament en 9 mi. de medi de gradient. Les condicions

de centrifugado que van Isser escollides finalment van ósser
de 15000v-rpm durant 90 minuts, degut a que els gradients amb

sacarosa es formen mós lentament que aquells que contenen

NaCl.

2.5.4. METODE D'OBTENCIO DE ERACCIONS A PARTIR DE GRADIENTS

DE DENSITAT.

Essencialment, hi han tres maneres de fraccionar un gra-

dient. Els tres mfetodes per a fraccionar un gradient son (56):
a) Un líquid dens ós bombejat a la base del gradient a

través d'un tub capil.lar. El gradient és aleshores despla-

cat cap adalt i extret a través d'un capil.lar.

b) La base del tub pot ésser foradada i el gradient re-

cuperat per l'orifici. La velocitat de goteig pot ésser con-

trol.lada col.locant un tub capil.lar a la sortida de l'ori-
fici i una válvula adequada.

c) Un capil.lar és introduit fins el final del tub. Un
altre capil.lar és introduit a la part superior del.'.'tub i
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per ell es bombe ja aire que impulsa al gradient a sortir per

el tub llarg.

En el cas de gradients de Ludox, el m&tode de punció
basal no 4s adequat, ja que al fons del tub es forma un se-

diment sblid de sílica que impedirá la recollida normal de

gotes i interferiría en les mesures deis Índex de refraceió
de les fraccions.

Vam fer servir aleshores el m&tode d'injectar aire per

un capil.lar dins del tub del gradient de manera que no to-

qués la part superior del gradient, mitjancant una bomba pe-

ristkltica. Les fraccions es recollien mitjancant un altre

tub capil.lar que arribava fins el fons del tub, vigilant

que no toques el sediment de Ludox. El sistema es semblant a

un sifó. D'aquesta manera es recollien fraccions de 18 gotes

(aproximadament 300 JA 1.) en tubs Eppendorf.
Com s'explica a l'apartat 3.1.» s'afegia seguidament a

cada fracció 25 jk 1. d'una solució de Tritó 2-100 al 2$ (con-
centració final: 0,1$), s'agitava vigorosament i es deixava

reposar 15 minuts a temperatura ambient.

Posteriorment es precedía a la separació de la sílica
de cada fracció mitjanpant una centrifugació en una centrí-
fuga Beckman L2 a 35000 rpm (80000xg) durant 45 minuts.

Finalment les fraccions eren congelades i descongelades

tres cops per a facilitar el trencament deis orglmuls i la
sortida deis enzims atrapats en el seu interior (veure apar-

tat 3.1.).
Les fraccions es conservaven congelades fins els assaigs

corresponents.
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2.5.5. DETERMINACIO DE LA DENSITAT DE LES?FRACCIONS.

La densitat de cada fracció fou determinada mesurant l'

índex de refracció mitjancant un refractómetre d'Abbe (Cari
Zeiss), Aquest índex de refracció fou relacionat amb la den-

sitat mitjangant una corba patró.
S'ha de teñir en compte que les mesures de densitat es

varen fer per pesada. Les pesades en diferents balances o fent

servir pipetes autm&tiques diferents, donaven lloc a oscil.la-

cions en les mesures de densitat que podien arribar a ésser
importants.

'

Malgrat aquest fet, es va establir una correlació apro-

ximada entre l'index de refracció i la densitat en el cas de

Ludox-FVP-sacarosa i Ludox-PVP-NaCl.(taula II). Com es pot ob-
servar, els índex de refracció deis gradients de Ludox-NaCl

i

?ón mes baixos que els de densitat similar de Ludox-sacarosa.

2.5.6. MODIFICACIONS DELS ASSAIGS DE LES DIFERENTS ACTIVI-

TATS ENZBIATIQUES EN ASSAJAR-LES EN LES FRACCIONS

DEL GRADIENT.

En intentar assajar les fraccions del gradient, aviat

ens vam adonar que havíem de modificar els assaigs, degut

a que les activitatsíeren bastant baixes.

Les tres modificacions que vam portar a terme van ésser:
a) Afegir Tritó X-100 a les fraccions, abans de sepa-

rar la sílica. Se'ls hi va afegir 25 ji 1. d'una solució de
Tritó X-100 al 2$, de manera que la concentració final a la

fracció era del 0,1$.

b) Congelar i descongelar les fraccions tres vegades
abans de dur a terme els assaigs.



GRADIENTS DE LUDO X-FVP-S A CARO S A

f(gr/ml.) índex de refracció

1,020 1,3465

1,030 1,3480

1,040 1,3495

1,050 1,3505

1,060 1,3515

1,070 1,3540

1,080 1,3550

1,090 1,3560

C-RADIENTS DE LUDOX-FVP-NaCl

C (gr/ml.) índex de refracció

1,005 1,3390

1,010 1,3430

1,020 1,3435

1,025 1,3450

1,035 1,3445

1,040 1,3450

1,046 1,3460

1,050 1,3470

Taula II: Correlació entre índex de refracció

i densitat



1 O 8

c) Allargar, si era necessari, els temps d'incubado. .

Aixb va ésser necessari, especialment, en el cas de la suc-

cinat deshidrogenasa i de la proteasa.
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2.6. A1TRES METODES.

2.6.1. DETERMINACIO DE PROTEINA.

Ies determinacions de proteína es van fer seguint dos

metodes: el metode de Lowry (111) i 1'espectrefotom&tric.

a) Mbtode de Lowry: s'aplicava en el cas d'extractes
crus o fraccions parcialment purificades. L'esquema opera-

tiu a seguir es el següent: es preparaven dilucions de les

mostres i es portaven fins a un volum de 1,5 mi. amb aigua

destil.lada. Seguidament s'afegia a cada tub 25 ja 1. d'una
solució de deoxicolat sfcdic a l'lfo i es deixava reposar 10

minuts. S'afegia aleshores 500 ¡a 1. d'&cid tridoroac&tic
al 24$ i el precipitat de proteína que es forma es recollia

per centrifugado a 3000 rpm durant 30 minuts a 02C en una

centrífuga MSE-Mistral. Es decantava r^pidament el sobrene-

dant i el sediment es dissolia en 1 mi. de reactiu C (50 mi

de solució al 2$ de Na2C03 en NaOH 0,1 N mes 5 mi. de CUSO4.
5 H2O mes 5 mi. de tartrat sódic-pot&sic al 2fc). Es deixava

reposar durant 10 minuts i s'afegia a cada tub 100 ^ 1. de
reactiu E de Polin-Ciocalteau 1 N. Es deixava desenvolupar

el color durant 30 minuts i es llegia 1'absorbencia a 660

nm. Simulteniament es feia una corba patró amb seroalbúmina
bovina preparada a concentracions des de 0-500 já g./ml.

b) Espectrefotometric: s'aplicava en els casos d'enzims
purs deis quals es coneixia el coeficient d'extinció. D'aques-
ta manera es podia calcular re.pidament la concentrado en

proteína de preparacions de glicogen fosforilasa b (coeficient
d'extinció 13,4) mitjancant l'expressió següent:



mg/ml =

A28O x dilució
T73

2.6.2. PREPARACIO DE FOSFORILASA b LLIURE D'ffl?.

L'eliminado de l'AMP de les solucions de glicogen fos-

forilasa b destinades a mesurar activitat fosforilasa quina-

sa s'aconseguia mitjanqant un tractament amb carbó actiu.

La solució de l'enzim es preparava dissolent uns 50 mg

de cristalls liofilitzats de l'enzim en 1 mi. d'una solució

de -glicerofosfat 50 mM, EDTA 2 d a pH-7,0 amb mercapto-

etanol 50 mM. Es polveritzaven bl-els cristalls, es deixava

dissoldre a 302C durant 5 o 10 minuts i es centrifugava per

a eliminar la proteína desnaturalizada en una centrífuga
Eppendorf a 15000 rpm durant 2 minuts.

A la solució traasparent així obtinguda s'afegia Nori-

ta A (carbó actiu) en una proporció 1:1 en pes. Es deixava

aleshores incubant a 30 2 C durant 1 iiora com a mínim amb agi-

tació freqüent. La separació del carbó actiu es feia per cen-

trifugació a 12000 rpm durant 20 minutos en el rotor SM 24
d'una centrífuga refrigerada Sorvall. Normalment es necessi-
tava una segona centrifugació en una centrífuga Eppendorf

per a eliminar tot el carbó actiu.
Amb el sobrenedant obtingut, lliure de carbó actiu id'

AMP, s'examinava la relació d'absorbencia a 260/280 nm, que

testimoniava la validesa del tractament i que devia ósser
mes petita que 0,6.
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2.6.3. ELE OTROFORÍISI EN GEL.

Preparació deis gels:

Per a la preparació deis gels es va seguir la técnica
descrita per Shapiro i col. Sren gels formáis de poliaerila-
mida al 5$ (p/v), amb una relació acrilamida/bis-acrilamida
de 30:1 (p/p) i en presencia de SDS. Per a la seva obtencia.'

partíem de les següents solucions:

a) Acrilamida 22,2$ i bis-acrilamida 0,6$.
b) Tampó fosfats 0,2 M pH 7,2 amb SDS al 2%,

c) Solució extempor&nia de persulfat amonio a la concen-

tració de 15 mg/ml.
d) N,N,N',N'-tetrametiletil% diamida (TEMED).
Es mesclaven 4,5 mi. de la solució (a) amb 4,0 mi. de

la solució (b) i 10,5 mi. d'aigua destil.lada. Tot seguit

s'hi afegia 1,0 mi. de la solució (c) i 20 jX 1. de TEMED.
Els tubs que havien de contenir els gels eren de vidre

Pyrex de 5 mm de di&metre interior i de 10 cm de longitud,

completament nets i secs. Els tubs col.locats en posició ver-

tical s'omplien r&pidament amb la mésela esmentada abans de

que aquesta comencós a polimeritzar, fins a uns 2 cm de l'
extrem del tub. Sobre la superficie de la solució es diposi-

tava una capa d'aigua per tal d'evitar que 1'extrem del gel

adquirís forma cbneava per efecte del menisc. La gelifica-

ció es completava en unes dues hores.

Preparació i aplicació de les mostres:

Les mostres proteíques que s'aplicaven a cada gel eren

previament incubades durant 3 minuts a 1002C amb una solució
(¡Sample Buffer) que contenia tampó fosfats 0,01 M pH 7,2, SDS
a l'lfc (p/v), DTT 0,01 M, glicerol al 10$ i blau de bromofe-
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nol al 0,002$ (p/v). La relació en la dilució de les mostres

era de 20-40 gr de proteína en 200 ^l.de la solució,
L'electrofor&si es realitzava en un aparell apte per a

contenir simult&niament 12 gels (Medical Research Apparatus).
De 20-40 jx 1. de les mostres preparades eren diposita-

des acuradament sobre l'extrem superior del gel, formant una

capa que no s'havia de barre jar amb la solució que els cobria.

La solució dipositada a les cubetes que cobrien els electro-

des contenia tampó fosfat 0,1 M pH 7,2 amb SDS a l'l$.

S'aplicaven 8 mA per gel i el procés es perllongava fins

que el front assenyalat pér el colorant estiguós aproximada-

ment a 1 cm del final del gel.

Tinció i destinció de les mostres:

Un cop finalitzada 1'electrofor&si, cada gel era extret

del tub, se li marcava el front amb un fil de coure i- es sub-

mergia en el colorant adequat. Aquest estava compost per Blau

de Coomasie tipus R-250 500 mg/ml, metanol 25$ i &cid ac&tic
al 10$. El procés de tinció durava 2 hores com a mínim.

La solució decolorant estaba composta de metanol al 10$
i &cid acfetic al 14$.



3. RESULTAIS
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3.1. ESTUDI DE LA PATENCIA DE LA PEOTEASA.

El fet, aviat comprovat, que un procés de congelació-
descongelado de la fracció P27, de la qual s'aillava l'ac-
tivitat proteasa, incrementava el rendiment de la purifica-

ció, feia sospitar en gran manera 1'origen compartimentat

del nostre enzim.

Tant amb la perspectiva d'aquest estudi com peí fet mes

pr&ctic de millorar, sempre que fos possible, el rendiment

de les purificacions (no podem oblidar que les c&l.lules san-

guinies son de disponibilitat relativament limitada) vam em-

prendre un estudi sobre l'efecte d'un procés controlat de

congelació-descongelació i sobre l'ús del detergent TritÓ
X-100 en 1'alliberament de la nostra activitat enzim&tica a

partir deis orglnuls que la contenien.

Ambdós processos desintegren les membranes deis lisoso-

mes, permetent la sortida de les activitats enzimátiques a-

trapades en el seu interior, mentre que n-' afecten a altres

orgknuls cel.lulars.

Nombrosos detergents es poden fer servir amb aquesta fi-

nalitat, entre ells es Tritó X-100, la digitonina, el deoxi-

colat s&dic, l'Emasol 4130, etc. Tots ells actúen sobre els

lípids de les membranes, desorganitzant-los i destruint ai-

xí les estructures que formen. El Tritó X-100 és l'emprat
mes comunament, degut a la seva elevada efectivitat i a qu£
no inhibeix cap de les activitats enzim&.tiques involucrades
en el nostre estudi, contráriament a d'altres detergents.

El procediment que vam seguir per a portar a terne l'es-
tudi va ésser com s'explica a continuació:



114

S.'obtenién dues fraccions de P27, procedents del mateix
nombre de ckl.lules, tal com s'ha indicat en l'apartat corres-

ponent.

Un deis dos pellets es resuspenia amb cura en un volum

determinat V de tampó Tris-HCl 50 mM pH 7,8. L'altre pellet

es resuspenia en el mateix volum V de tampó Tris-HCl 50 mM

pH 7,8 mes Tritó X-100 al 0,lfo.
Les dues mostres es centrifugaven a 15000 rpm durant

15 minuts en una centrífuga Sorvall i els sobrenedants obtin-

guts es conservaven a 4QC per a un assaig posterior a realit-

zar el mateix dia; els vam anomenar T0 i S0, indicant la lie-

tra "T" la presencia de Tritó X-100 i la lletra "S", la se-

va abskncia. El subíndex indicava les tandes de congelació-
descongelació que havia sofert la mostra.

Els dos sediments obtinguts de la centrifugació abans

esmentada es van resuspendre en el mateix volum inicial V

de tampó Tris-HCl 50 mM pH 7,8 amb o sense Tritó X-100, se-

gons el cas. Cada una de les mostres es va congelar i descon-

gelar simult&niament i, posteriorment, es va centrifugar a

15000 rpm durant 1$ minuts. D'aquesta manera obteniem els

sobrenedants Tq i Sq.

Aquest procós de resuspensió amb el tampó corresponent,

seguit per un procós de congelació-descongelació i posterior

centrifugació es va repetir fins a obtenir 10 mostres "T" i

10 mostres "S”.

Aqüestes mostres es van assajar utilitzant glicogen

sintasa com a substrat per tal de mesurar l'activitat prote-

asa. La proteina es va mesurar per el m&tode de Lowry.

Els resultats es mostren a la taula 1. A la vista de

les dades obtingudes era ciar que l'ús del Tritó X-100 in-
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Taula 1 COMPARAClÓ ENTRE L'ACTIVITAT PROTEASA

PROCEDENT DEL SEDEIENT DE 27000xg AMD

O SENSE TRACTAEENT ALI3 TRITO- X-100.

"S" indica mostra preparada sense Trito X-100.

"T" indica mostra preparada amb Tritó X-100.

El subíndex indica cicles de congelació-desconge
lacio abans d'esser assajada la mostra.



Fracció mU/ml mü/mg .10"2

S0 7,37 1,89

S1 19,76 8,59

s2 4,05 3,24

s3 5,37 2,38

s4 7,15 4,77

s5 10,82 5,87

S6 12,63 6,01

s7 13,23 7,11

S8 11,37 8,20

Sq 12,86 . 9,52

Fracció mU/ml mU/mg .10"2

T0 51,1S 12,18

Ti 46,16 12,13

*2: 28,15 11,73

t3 10,39 4,95

T4 4,34 2,99

t5 2,32 2,11

t6 7,48 6,80

t7 5,57 6,55

Ts 3,80 4,01

t9 6,90 5,11
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crementava el rendiment de l'extracció de l'enzim en els tres

primers cicles de congelació-descongelació en quasi un 200fof
esgotant d'aquesta manera, en gran part, el contingut d'en-
zim deis orglnuls, ja que, en posteriors cicles, l'activitat
recuperada era molt mes baixa.

En absfencia del detergent, el rendiment de l'extracció
es molt mes baix. Es tambó mós regular al llarg del cicle de'
10 congelacions-descongelacions, observant-se progressivament

un increment en l'activitat recuperada a mesura que el pro-

cós avanpa, tal com s'indica a la figura 1.

La qüestió que se'ns presentava en aquest moment era

veure si 1'increment en el rendiment observat en afegir Tri-

tó Xr-100 era el mateix si es centrifugava desprós de cada ci-

ele de congelació-descongelació, o bó, si es prescindia d'
aquest pas i es congelava i descongelava directament tres

vegades la mostra, i posteriorment es centrifugava.
Vam operar com segueix:
a - El P27 corresponent a 1 1. de sang de porc es va re-

suspendre en 2,5 mi. de tampó Tris-HCl 50 mM pH 7,8 mós Tri-

tó X-100 al 0,1^. Es va congelar i descongelar, i posterior-

ment, centrifugar, a 15000 rpm durant 15 minuts. S'obtenia
així el sobrenédant S^.

El pellet obtingut es resuspenia en uns altres 2,5 mi.
del mateix tampó i es proseguia de la mateixa manera, obte-
nint al final un sobrenedant~S2.

El pellet obtingut es resuspenia en uns altres 2,5 mi
del mateix tampó i finalment s'obtenia el sobrenedant S^.-

Es reunien els tres sobrenedants Sq, S2 i S3 i la mos-
tra final la vam anomenar S.

b - El P27 córresponent a 1 1. de sang processada junt
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Figura 1 REPRESENTACIO GRAFICA DEIS RENDBÍENTS

EN ACTIVITAT PROTEASA 03TINGUTS AL

LLARG DE 9 CICLES DE CONGELAClÓ EN

PRESENCIA O ABSENCIA DE TRITO X-IOO.

El tractament utilitzat per a les dues mostres

va ésser paral.leí, excepte en que una d'elles va

ésser tractada amb Tritó X-100

Els símbols (*) indiquen tractament amb Tritó X-100.

Els símbols (a) indiquen manca de Tritó X-100.



act.proteasamU/mg-io-
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amb 1'anterior es va resuspendre en 7,5 mi. de tampó Tris -

HC1 50 mM pH 7,8 mes Tritó X-100 al 0,1$. La mostra es va

congelar i descongelsr tres vegades i seguidament es va cen-

trifugar a 15000 rpm durant 15 minuts.
S'obtenia d'aquesta manera la mostra anomenada S'.

Es van valorar aleshores S i S' sobre glicogen sinta-

sa i es va determinar la proteina de les dues mostres.

Pr&viament s'havia assajat el possible efecte del Tri-

tó X-100 sobre l'activitat i estabilitat de la glicogen sin-

tasa. Els resultats van demostrar que no era afectada en ab-

solut. Es van assajar, dones, les mostres S i S‘' del procés
anteriorment explicat i els resultats obtinguts van mostrar

unes variacions menyspreables quant al rendiment d'ambdós
processos
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3.2. ESTUDI D'UN INHIBIDOR CITOPLASMATIC DE L'ACTIVITAT

PROTEASICA PRESENT EN EL SOBRENEDANT DE 27000 xg

DE LEUCÓCITS POLIMORFONUCLEARS DE PORO I HUMANS.

3.2.1. CAS DELS POLIMORFONUCLEARS DE PORO.

Un litre de sang de poro va Isser processat com s'indi-
ca a l'apartat 2.2.2. i es va obtenir el P27 i l'S27» pro-
cedents de 1'última centrifugació a 27000xg durant 15 minuts.

Es va mesurar el volum de l'S27 i, un cop determinat,
es va resuspendre el P27 en el mateix volum de tampó Tris-
HC1 50 mM pH 7,8 per tal de teñir l'activitat proteásica en

una relació adequada respecte al sobrenedant. El sediment

resusp&s va ósser congelat i descongelat tres cops i poste-

riorment centrifugat a 27000xg durant 15 minuts.

50 jjí 1. del sobrenedant d'aquesta darrera centrifugació
es van assajar sobre 50 ja.1l. de glicogen sintasa en presan-
cia de 50 jt 1. de tampó Tris-HCl 50 mM pH 7,8, com a control
d'inactivació. Simultkniament es va assajar el possible po-

der inhibitori de l'S27 de la següent manera: a 50 já\. de
glicogen sintasa se 'ls va afegir 50 J^\. de 1'extracte liso-
somal i 50 J¿ 1. de l'S27.

Per tal d'intentar saber si aquest possible inhibidor

era de naturalesa termoestable o temol&bil, es va assajar

un cop bullit a 1002c durant 5 minuts segons el mateix es-

quema operatiu esmentat.

Simult&niament s'assajava l'S27 sobre glicogen sintasa
per a comprovar que era mancat de tot tipus d'activitat so-

bre la glicogen sintasa.

La figura 2 ens mostra que, mentre que en abs&ncia de
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Figura 2 ASCIO D'UN INHIBIDOR TERMOLABIL DE LA

PROTEASA PRESEN! EN EL SOBRENEDANT DE

LEUCOCITS POLÜIORPONUCLEARS DE PORO.

Les fraccions assajades P27 i S27 procedien de
la mateixa mostra de sang. Van ésser assajades amb

glicogen sintasa com a substrat.

Els símbols (o) indiquen activitat GS en pre-

s&ncia de P27. Sis símbols (a) indiquen activitat
GS en presencia de P27 i S27. Els símbols (a) indi-
quen activitat GS en presencia de P27 i d'S27 bu-'
Hit a 100 2 C durant 5 minuts.



t (min)
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sobrenedant de 27000xg, el P27 té una activitat prote&sica
normal, el fet de qu& l'S27 estigui present en la mésela de

reacció inhibeix parcialment la inactivacié de la glicogen

sintasa.

Aquest efecte inhibitori desapareix quasi totalment quan

el sobrenedant de 27000xg que conté 1'inhibidor es bull. A-

quest fet indica que aquest inhibidor és probablement de na-

turalesa proteica.

3.2.2. CAS DEIS POLIMORFONUCLEARS HUMANS.

L'estudi de 1'inhibidor en sang humana va presentar res-

pecte a la sang procedent de porc, dues característiques di-

ferencials a destacar.

En primer lloc, si la sang humana sofria una preparado

idéntica a la sang de porc, especialment peí que es refereix

ais volums de resuspensié de les c&l.Tules abans de la homo-

geneitzacié de les mateixes, i el volum de resuspensié del

P27» el sediment de procedencia humana mostrava més activi-
tat inhibidora de la glicogen sintasa que la mateixa fraccio

provinent del porc.

Potser degut a aquesta rao, en assajar l'S27» les c&l.lu-
les humanes com a font d'un possible inhibidor de 1'activi-
tat proteasa, 1'efecte inhibitori era molt menys marcat que

en el cas de c&l.lules de porc. Aixo es pot observar a la fi-

gura 3. També en aquest cas, com succeia en el porc, l'efec-
te inhibitori desapareix quan es bull l'S27*

Es a dir, podem concloure que la relacio inhibidor/pro-
teasa no és la mateixa en polimorfonuclears de porc i humans,

sino que en en el porc aquesta relacio és més elevada.

Encara que no son dades quantitatives, aquesta afirma-
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Figura 3 ACCIO D 'UN INHIBIDOR TERMOLABIL DE LA

PROTEASA PRESENT EN EL SOBRENEDANT' DE

LEUCOCITS POLBIORFONUCLEARS HUMANS.

Les fraccions assajades P27 i S27 procedien de
la mateixa mostra de sang. Van ésser assajades amb

GS com a substrat.

Els símbols (O) indiquen l'activitat GS en pre-

sfencia de P27. Els símbols (a) indiquen l'activitat
GS en presencia de P27 i £>27. Els símbols (a) indi-
quen l'activitat GS en presencia de P27 i d'S27 bu-
Hit a lOO^C durant 5 minuts.
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ció es despren del fet que els processos de separado i assaig

de les mostres han estat realitzats en idfcntiques condicions

en ambdós casos.
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3.3. ESTUDI DE LES ACTIVITATS POS?ATASA ACIDA, 0 -GLUCURO-

ÑIPASA, SUCCINAT DESHIDROGENASA I PROTEASA DE LES DI-

FERENTS PASES DE SEPARACIO DE LEUCftciTS POLIMORFONU-

CIEARS DEPORC.

Es van mesurar les activitats fosfatasa &cida, -

glucuronidasa,succinat deshidrogenasa i proteasa de les di-

ferents fases de la separado deis leucbcits Pffl. Aqüestes

fases es van numerar per a la seva identificado com s'ex-

plica a continuado:

1: Homogeneítzat de polimorfonuclears.

2: Sediment de la centrifugado a 600xg: és la frac-

ció nuclear.

3: Sobrenedant de la centrifugado a 600xg.

4: Sediment de la centrifugado a 27000xg: és la frac-

ció granular, que conté principalment els diferents-tipus
de gr&nuls i les mitoc&ndries.

5: Sobrenedant de la centrifugado a 27000xg: és la

fracció citoplasmktica.
Es van assajar simultkniáment les activitats d'aques-*

tes fraccions abáns i després d'haver estat congelades, per

poder comparar els dos tractaments en relació a les activi-

tats més importants que van constituir els marcadors enzi-
m&tics assajats al llarg del treball. Els m&todes d'assaig
van ésser tal com s' explica a l'apartat de M&todes.

Com es veu a la taula 2, les activitats fosfatasa &ci-
da i (3 -glucuronidasa són una mica més elevades en el cas
de les mostres congelades degut al fet que són enzims liso-
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Taula 2 TAULA D'ACTIVITATS FOSFATASA ACIDA, jZ -GLU-
CURONIDASA, SUCCUTAT DESHIDROGENASA I PRO-

TEASA DE LEUCOCITS POLIMORFONUCLEARS DE PORC.

Els assaigs de totes les fraccions es va fer

ral.lelament,

Les fraccions son:

1- Homogenat de polimorfonuclears.
2- Sediment de la centrifugació a 600xg.

3- Sobrenedant de la centrifugació a 600xg.

4- Sediment de la centrifugació a 27000xg.

5- sobrenedant de la centrifugació a 27000xg.

La lletra "C" indica que la mostra ha estat con-

gelada. La lletra "D" indica que no ha estat congelada.

La recuperació s'expressa com el percentatge d'
activitat recuperada respecte a la fracció precedent.
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somals i, per aquesta rao, presenten una lat&ncia elevada.

En canvi, la succinat deshidrogenasa, com a enzim mi-

tocondrial que és, no presenta lat&ncia, sino que, en les

mostres congelades, l'activitat és una mica mes baixa que

en les que no han estat sotmeses a aquest procés, degut al

fet que la congelació repercuteix desfavorablement en l'ac-
tivitat de 1'enzim.

En el cas de la proteasa, vam realitzar l'assaig en les

mostres sotmeses a congelació, ja que l'estudi fet sobre la

latemcia de 1'enzim aconsellava aquest pas pr^viament al'
assaig.

Vam calcular també el $ de rendiment, definit com el

porcentatge de recuperació aconseguit en una fase de la sepa-
*

ració. Es a dir, la fracció 1 dona lloe per centrifugació a

les fraccions 2 i 3, i,de la mateixa manera, la fracció 3

dona origen a les fraccions 4 i 5. Idealment, tota l'activi-
tat de la fracció original s'hauria de recuperar en les frac-

cions obtingudes a partir d'ella. Aixó és el que definim

com el 100$ de recuperació.
Aquesta dada ha estat calculada per a la fosfatasa &ci-

da i per a la -glucuronidasa i, per a ambdós enzims, és
molt bona. En el cas de la succinat deshidrogenasa no ha es-

tat calculada, car la mateixa técnica de l'assaig dona lloc
a oscil.lacions molt més grans que ocasionen errors en el

calcul del $ de recuperació.

Els resultáis van demostrar, com ja era d'esperar, que

per a tots els enzims estudiats, la major part de l'activi-
tat resta a la fracció 4, que correspon al P27, mentre que
la fracció 5, que correspon al citoplasma (S27), és molt po¬

bre en tots ells
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3.4. ACTIVACIÓ DE LA FOSEORILASA b QUINASA DE MUSCUL DE

CONILL PER ACCIÓ DE LA PROTEASA DE POLIMORFONUCLEARS

DE PORC, CARACTERITZACIO DE L'EFECTE.

3.4.1. ACCIÓ DE LA PROTEASA DE LEUCOCITS HUMANS SOBRE LA

POSEORILASA b QUINASA PURIFICADA DE.MtJSCÜL DE CONILL

L'activitat proteasa neutra present en el sediment de

27000xg de leucócits polimorfonuclears es va descobrir per

la seva capacitat d'inactivar a la glicogen sintasa. Perb,
quan es va provar la seva especificitat de substrat, es va

veure clarament que era també capaq d'activar la fosforila-

sa b quinasa de manera semblant a com ho feia la tripsina,

encara que precissa una concentracio de proteina mes eleva-

da.

Si bé aquesta activitat és perfectament detectable en

extractes lisosomals de polimorfonuclears, tots els assaigs

de caracteritzacio que es presenten en aquest treball han

estat portats a terme amb la proteasa semipurificada, és a

dir, després del pas de cromatografía d'afinitat a través
d'una columna de Sepharosa-SII (apartat 2,3.5.).

Les figures 4 i 5 i la taula 3 ens mostren les princi-

país característiques d'aquesta reacció, que son les següents:
- Esser una reacció extráordin&riament rápida: en 2

minuts ja ha arribat auasi al mkxim d'activació, essent la

relació entre les concentracions de proteina d'ambdós enzims

de P/PhK =1/5.
- Ésser visible tant en l'assaig de la fosforilasa

b quinasa practicat a pH 6,8 com a pH 8,6, és a dir, sobre
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Figura 4 ACCIO DE LA PRO TEASA DE POLBIORFONUCLEARS

HÜEANS SOBRE LA FOSEORILASA b QUINASA DE

MUSCÜL DE CONILL.

Els símbols (q) eorresponen al control d'activi-
tat fosforila,sa b quinasa en abskncia de proteasa.

Els símbols (ía) eorresponen a una relació en pro-

teína de proteasa/fosforilasa quinasa (P/PhK) de 1/2,5.
Els símbols (▼?) eorresponen a una relació P/PhZ

de 1/5.



t (min)
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Figura 5 EFEOTE DE LA PROTEASA SOBRE LA FOSFORI-

LASA b QUINASA A TEMPS D 'iNCÜBAClÓ LLARC-S.

L'assaig es va fer en presencia d'un tampó que

contenia EDTA i DTT per augmentar 1 'estabilitat de la

fosforilasa b quinasa.

Els símbols (O) corresponen al control de fosfo-

rilasa b quinasa en absbncia de proteasa.

Els símbols (a) corresponen a l'acció de la pro-

teasa fent servir una relació P/PhX de 1/9.
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Temps (minuts) P/?hE = 1/2,5 P/PhK =1/5

0 38 38

2 42 43

5 49 50

15 56 68

Taula 3 MODIFICACIO DE LA RELACIO D'aCTIVITAT FOSFO-

RILASA QUINASA MESURADA A pH 6,8/pH 8,6 PER
ACCIO DE LA PROTEASA.-

La relació d'activitat a pH 6,8/8,6 es calcularse-

gons 1'expressió següent:

cpm en l'assaig a pH 6,8

cpm en l'assaig a pH 8,6 X relació de dilucions

El temps indicat es el d'incubació de la proteasa
amb la fosforilasa quinasa.
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la forma activa i inactiva de l'enzim. Malgrat aquest fet,

l'activació ós mes visible a pH 6,8 (mes vegades d'activa-
ció), per la qual cosa va ésser l'assaig a pH 6,8 l'emprat
en posteriors estudis.

— Modificar la relació d'activitats a pH 6,8/pH 8,6,
segons s'observa a la taula 3.

- Mantenir-se durant períodes de temps relativament

llargs. Tal com es descriu a la figura 5, ais 60 minuts d'
incubació encara es mante una activació per sobre de l'acti-
vitat normal de la fosforilasa b quinasa. Segons sembla, a

partir de les dues hores, la proteolisi es mes Amplia i es

produeix aleshores una disminució de l'activitat. En tot cas,

la desaparició de l'estat activat de la fosforilasa b qui-

nasa es lent i s'allarga per espai de quasi 2 hores.

3.4.2. ESTUDI SOBRE L'EEECTE DE LA PROTEASA SOBRE LA POSEO-

RILASA b QUINASA A DIEERENTS CONCENTRACIONS DE PRO-

TEASA.

En el nostre intent de caracteritzar la proteasa de leu-

cocits polimorfonuclears, vam fer un estudi de l'activació
que sofria la fosforilasa b quinasa sota l'acció de diferents

concentracions de proteasa, en vistes de trobar una relació
de proteína proteasa/fosforilasa b quinasa que dones lloc
a una activació linial i que seria l'emprada per nosaltres

en posteriors estudis.

L'assaig es va fer normalment, segons la tbcnica des-
crita a Mbtodes, fent servir quantitats creixents de protea-

sa des de 1,1 j/,g. a 22 J¡¿g., que suposaven -una relació pro-
teasa/fosforilasa b quinasa (P/PhK) des de l/l a 1/20.
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Figura 6 ACTIVACIO DE LA EOSEORILASA QUINASA EN PEE-

SENCIA DE DIFERENTS CONCENTRACIONS DE PROTE-

ASA AL LLARG- DEL TEMPS.

L'activitat de la fosforilasa quinasa es va mesurar

a pH 6,8 i a pH 8,6.
Els símbols (o) corresponen a una relació P/PhK= l/20.
Els símbols (?) corresponen a P/PhE= 1/10.
Els símbols (V) corresponen a P/PhK= 1/5.
Els símbols (i) corresponen a P/PhE= 1/3.
Sis símbols (a) corresponen a P/PhK= 1/2,



ACT.PhK(cpm•10
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Figura 7
_ EEECTE DE DEFERENTS CONCENTRACIONS DE PRO TE-

ASA SOBRE i/ACTIVITAT FOSEOHIIASA QUINASA.

En la gráfica están representadles les activacions

aconseguides en 2 rainuts d'incubado de la fosforilasa

quinasa en presencia de proteasa.
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Els resultats mostrats a la figura 6, on es represen-

ten per a facilitar la comprensió de la gráfica nomós les

relacions P/PhK = 1/2, 1/3, 1/5, l/lO i 1/20, mostren que

l'activació de la fosforilasa b quinasa es dependent de 1

concentracions de proteasa a l'assaig. El mateix efecte es

pot veure a pH 8,6, encara que, com s'ha recalcat ja a l'

apartat 3.4.1., l'activació a aquest pH es menor.

La figura 7 representa l'activació enfront de la con-

centració de proteasa amb l'objectiu de determinar fins a

quin punt la reacció és linial. Els resultats demostren que

l'activació mantó la linialitat fins a una concentració de

7,3 ¡l g. de proteasa, es a dir, de manera que la relació
P/PhE en proteina sigui de l/20 a l/3. A concentracions mes

grans de proteasa, es perdia la linialitat.
A la vista d'aquests resultats, en els experiments pos-

teriors es va emprar una relació proteasa/fosforilasa b qui-
nasa de l/9 a 1/10.

3.4.3. EFECTE DE POSSIBLES INHIBIDORS DE LA PROTEASA.

Com s'ha remarcat a l'apartat 1.2.2., les endopeptida-

ses es classifiquen segons el seu mecansime catalític, se-,

gons el qual es divideixen en: serin-proteases, tiol-protea-

ses, carbbxil-proteases i metalo-proteases. Els criteris per

tal d'assignar a cada enzim la seva classificació correspo-

nent es basen sobretot en estudis d'inhibició, els quals

són, amb poques excepcions, específics per a cada tipus d'
endopeptidases.

Els criteris mes emprats comunament per a assignar a

cada proteasa la seva categoria es resumeixen a 1'esquema
En el nostre cas vam, per tant, assajar l'activitat pro-



1 44

teasa sobre fosforilasa b quinasa en presencia de diversos

inhibidors en un intent d'atorgar al nostre enzim un tipus

determinat de mecanisme catalític.

Aquest era un punt de gran importancia en la caracte-

rització de 1'enzim i decidir per tant si es un enzim des-

crit ja sota un altre nom o bé un enzim nou.

Els assaigs d'inhibició de proteases es porten a terme

fent una preincubació de la proteasa amb el possible inhibi-

dor durant 1 hora, pr^viament a l'assaig de l'activitat pro-

teasa.

Abans deis assaigs corresponents, vam fer un estudi pre-

vi de l'activitat de la proteasa després de la preincubació,
és a dir, si aquesta afectava d'alguna manera el nostre en-

zim. Vam comprovar que l'activitat prote&sica enfront de la

fosforilasa quinasa no es veia en absolut modificada per

una preincubació d'l hora a 302C en presencia de tampó -

glicerofosfat 125 mM Tris-HCl 125 mM a pH 6,8.
Els assaigs es van portar a terme segons el següent es-

quema operatiu: S'incubava la proteasa en presencia de l'ín-
hibidor a assajar durant 1 hora a 302C. Després d'aquest pas,

s'assajava la proteasa així tractada sobre fosforilasa b

quinasa, tal com s'indica a l'apartat corresponent. Es feia

paral.lelament un control d'estabilitat amb fosforilasa b

quinasa i un control positiu amb proteasa sense tractar amb

cap inhibidor, perb sotmesa a la preincubació.
El tampó de preincubació i el d'assaig sobre fosforila-

sa b quinasa no contenia EDTA ni DTT, per evitar possibles

interferancies. En assaigs posteriors a temps llargs d'incu-
bació es van incloure aquests dos compostos, ja que la fos-

forilasa b quinasa es mostra molt mes estable en la seva



INHIBIDOR ACTIVITAT PROTEASA

2 min 5 min 15 rain

Cap 100 100 100

PLISE 1 mM 0 0 0

STI 1 mg/ml 0 0 16

EDTA IramM 90 91 111

EGTA 1 mM 104 102 93

EDTA 2 mM DTT 2 mM 63 64 94

DTT 2 mM 98 97 95

Pepstatina 94 75 82

TPCK 5 mlfl 65 60 58

TLCK 5 mM 53 42 45

TICE 10 mM 40 38 37

c '
Taula 4 PERCENTATOES D INHIBICIO PROVOCAIS PER LA

PREINCUBACIO DE LA PROTEASA EN PRESENCIA

DE DIEERENTS INHIBIDORS.

L'assaig es porta a terme amb una preincubado de
la proteasa amb l'inliibidor a assajar i posterior assai
sobre la fosforilasa quinasa.

Les concentracions indicades son en la mésela d'a-

ssaig.

Els temps indicats son els d'incubado proteasa-
fosforilasa quinasa
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Pirrara 8 REPRESENTACIO GRAFICA DE l'aCCIO DE DIFERENTS

IEHIBIDORS SOBRE l'aCTIVITAT PROTEASA.

Gráfica A: ELsRsímbols (o) corresponen a un control

en presencia de proteasa. Els símbols (A) corresponen a

l'activitat en presencia de PMF 1 mffi. Els símbols (v) co-

rresponen al STI 1 mg/ml. ' ' ‘ * -

Gráfica B: Els símbols (O) corresponen a un control

en presencia de proteasa. Els símbols (4) indiquen TPCE

5 mil. Els símbols (4) corresponen a TLCIC 5 eM. Els sím-
bols (V) corresponen a TLCIC 10 mK.



2 5 15
t(min)
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presencia. Es va demostrar que ni l'EDTA ni el DTT influien

sobre l'activitat proteasa.

Els resultáis s'exposen a la figura 8 i a la taula 4:

- En elles s'observa que els unios inhibidors totals

son el PMSF i el Soybean Trypsin Ibhibitor (STI), que la in-

hibeixen en un 100$.
- DTT, un activador de tiol-proteases i inhibidor de

metalo-proteases, pr&cticament no inhibeix, tant sol, com

juntament amb EDTA.
- EDTA i EGTA van ésser assajats, ja que moltes pro-

teases son activables per calci i, molt especialment, la

descrita com a activadora de la fosforilasa b quinasa (13).
Els resultáis mostren que pr&cticament no son inhibidors.

Per a una discussió mes Amplia, veure l'apartat 3.4.5.
- Pepstatina, un inhibidor específic per a les car-

bixipeptidases, es va mostrar totalment inactiu.
- Pinalment, les dues clorocetones assajades, tosil-

fenil-clorometilcetona (TPCK) i tosil-lisil-clorometilceto-

na (TLCK), descrites__com a i-hibidors de certes serin-pro-

teases, es mostren parcialment actives, arribant a inhibi-
cions del 37$ en 15 minuts d'assaig en el cas concret de la

TLCK a concentrado 10 mM.

Podem, dones, concloure després d'aquest estudi, que

el nostre enzim és una proteasa pertanyent al grup de les

serin-proteases.

3.4.4. PROVA D 'INHIBICIO PER SOYBEAN TRYPSIN INHIBITOR.

Com s'ha observat en l'apartat corresponent ais inhi-

bidors, tant el PMSP a concentrado 1 mM com el Soybean Tryp-
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Figura 9 EEECTE DE L'INHIBIDOR DE LLAVOR DE SOJA DE

LA TRIPSINA SOBRE LA PROTEASA DURANT LA IN-

CUBACIO MB EOSEORILASA QUINASA.

La mésela d'assaig contenia: proteasa 10 g, fosfo-

rilasa quinasa 40 g i Soybean Trypsin Inhibitor 100 g.

Els símbols (O) corresponen al control fosforilasa

quinasa <on- - pre 31n cia--4o- p re4>e asa. Els símbols (#) corres-

ponen al control d'activitat proteasa. Els símbols (^) co-

rresponen a l'activitat proteasa en presencia de STI.



1 2 5 15

t (min)
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sin Inhibitor 1 mg/ml., afectaven profundament l'activitat
del nostre enzim. Pero aviat vam observar una sorprenent di-

fer^ncia entre arnbdés compostos.

L'assaig amb inhibidors ha estat fet, com ja s'ha in-

dicat, mitjanqant una preincubació durant la qual el possi-

ble inhibidor bloque ja el centre actiu de 1'enzim, impedint

després en el posterior assaig que el substrat, en el nostre

cas, la fosforilasa b quinasa, ocupi aquest lloc. D'aquesta
manera s'obtenien, tant amb un compost com amb l'altre, in-

bibicions de pr&cticament el 100$.
Pero també es varen assajar les accions d'aquests dos

inhibidors durant la propia incubacié proteasa-fosforilasa

b quinasa, i les resultats obtinguts van ésser totalment di-
ferents.

L'assaig es va portar a terme, en els dos casos, afe-

gint a la mésela de reacció que contenia els dos enzims, l'
inhibidor a assajar en concentracio final de: PMSP 1 mM-i

STI 2 mg/ml (que corresponia a 10 vegades la concentracio
en proteina de la proteasa).

El PMSP va mostrar en aquest assaig una absoluta falta

de poder inhibitori, ja que la proteasa mantenia activitats

proximes al 100$ en els 15 minuts de duracié de 1'assaig.
Per la seva banda, el STI es va mostrar com un bon in-

bibidor tal com s'observa a la figura 9.

Els percentatges d'inhibicié aconseguits per ambdos com-

postos en aquests assaigs es mostren a la taula segilent:
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Inhibidor Percentatge d'activitat proteasa
2 min 5 min 15 min

Cap 100 100 100

PMSF 1 mM 95 97 99

STI 2 mg/ml 18 20 49

Es dificil donar una explicado a aquest fet, i és po-

ssible que es degul a una qüestió de concentracions. Aquest

punt requerirla, en tot cas, un estudi mes &mpli que fes ser-

vir concentracions variables de i'inhibidor i del substrat

i calcules les corresponents.

3.4.5. ESTUDI SOBRE LA INFLUENCIA DEL CALCI EN L'ACTIVITAT

DE LA PROTEASA.''

El fet ja esmentat de que el calci es mostra com a ac-

tivador de certs enzims proteolítics i 1'existencia d'una
proteasa dependen! de calci amb activitat sobre la fosfori-

lasa b quinasa, ens va portar a estudiar aquest punt mal-

grat el fet de que ni l'EDTA ni l'EGTA semblaven afectar el

nostre enzim.

L'estudi es va fer sotmetent la nostra proteasa a con-

centracions variables d'EG-TA i, poste rio rment, a concentra-

cions variables de CaCl2. Aqüestes es van calcular sobre una
, 9 4*

concentrado basal de Ca 1 mM neutralitzada amb EGTA 1 mM,

per partir de concentracions iguals de calci en cada punt
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Efector

2 min

d'activitat

5 min

proteasa

15 min

EGTA 55 yUM loo 90 78

EGTA 100 ^M 106 88 72

EGTA 500 J\a¥í 100 102 90

EGTA 1 mM 112 104 93

EGTA 2 mM 98 110 98

EGTA 5 mM 112 111 105

Ca2+ 55

Ca2 4 100 yll
Ca2 -i- 500 jtfVL

90 85 84

87 82 70

76 71 72

Ca2 + 1 mM 96 72 65

Ca2+ 2 mM 96 78 60

Taula 5 PERCENTATGES D'ACTIVITAT PRO TEAS A EN PRESENCIA

DE DIVERSES CONCENTRACIONS DE CAICI O EGTA.

Les concentracions indicades son les existents a la

mésela d'assaig.
Les concentracions de Ca24" (CaC^) han estat calcula-

des sobre una concentrado basal de Ca24 neutralitzada amb

EGTA 1 mM.
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Figura 10 REFRESENTACIO GRAFICA DE L EFECTE DEL CALCI

I DE l'eGTA SE l'aCTIVITAT DE LA PROTEASA.

L'assaig es va portar a terme fent una preincubació
de la proteasa amb la concentrado corresponent de calci

o EGTA durant 1 hora a 30 2 c.

Els símbols (O) corresponen al control d'activitats

proteasa en abs&ncia de qualsevol efector.

Els símbols (v) corresponen a l'activitat en presan-
cia de EGTA 1 ml.í (concentrado existent a la mésela d'a-

ssaig).
Els símbols (a) corresponen a l'activitat en presbn-

cia de Ca^+ 2mM (concentrado neta a l'assaig).
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L'assaig de les diferents concentracions de calci i

EGTA es va fer, com en el cas deis inhibidors, amb una pre-

incubado de la proteasa amb 1 'EGTA i/o el Ca^+ durant 1

hora, prkviament a l'assaig de l'activitat prote&sica sobre

fosforilasa b quinasa.

Els resultáis es mostren a la figura 10 i, mes Amplia-

ment, a la taula 5.

Veiem, dones, que l'EGTA no té cap efecte sobre la pro-

teasa a concentracions netes a l'assaig d'aquest compost en-

tre 55 M i 5 mM. El Ca es va assajar tambe a concentra-

cions creixents compreses entre 55 ^M i 2 mM i va mostrar,
sorprenentment, un lleuger efecte inhibitori sobre l'activi-
tat proteasa, efecte que requerirla un estudi molt mes pro-

fund i que ja queia fora deis objectius del treball.

3.4.6. CORBA DE pH OPTIM.

Es va fer un estudi del pH optm de la proteasa fent ser-

vir com a substrat la fosforilasa b quinasa. La rao d'aquest
assaig era prosseguir en la caracterització de l'enzim. Amb

caseína com a substrat, havia mostrat un pH bptim molt Smpli,
de 7 a 8,5, aproximadament.

L'assaig es va dur a terme seguint el protocol usual

per a la mesura d'activitat. Els tampons en els quals es va

portar a terme la reacció van ésser en tots els casos de Tris

HC1 125 mM, -glicerofosfat 125 mM a pH 6,5; 6,8; 7,5; 8,0;

8,6 i 9,0.

No vam assajar en presencia de tampons ajustats a pH
mes petits de 6,5 o mes grans que 9,0, ja que la proteasa
havia demostrat clarament ésser del tipus neutre, assajada

sobre caseína.
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Picara 11 COBBA DE pH OPTIM DE LA PROTEASA.

Tots els assaigs es van fer emprant com a tampó una

solució composta de Tris-HCl 125 mM ^ -glicerofosfat 125
aK ajustada al pH corresponent.



act.PhK
(acpm/5min)
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En la figura 11 podem observar els resultats: la pro-

easa es mostra activa atots els pH assajats, amb el punt

de major activitat a pH 7,5. Aquest fet concorda amb el pH

bptim proposat.

3.4.7. ESTUDI DE L'ACCIO DE LA FROTEASA SOBRE LA POSPORILA-

SA b QUINASA MITJANCANT GELS DE POLIACRILAMIDA.

El fet de visualitzar mitjancant electrofor^si en gel

quin era l'efecte estructural de l'acció del nostre enzim

sobre les diverses subunitats de la fosforilasa quinasa era

de gran importancia per a completar l'estudi que estávem por-

tant a terme.

Es va fer paral.lelament el seguiment de 1'activitat
de la proteasa observant els canvis esdevinguts en l'estruc-
tura de 1'enzim en els gels, i els canvis esdevinguts en l'
activitat de 1'enzim.

L'assaig d'activitat es va fer normalment, fent servir

com a tampó en la incubació [i -glicerofosfat 50 mM, EDTA 2
mM, DTT 1 mM a pH 6,8, per tal d'afavorir 1'estabilitat de

la fosforilasa b quinasa durant la incubació.
La técnica descrita per a la preparació i realització

deis gels está descrita a l'apartat 2.6.3. A temps discrets
es treien alíquotes de la mésela d'assaig i es col.lo caven

en solució Sample Buffer a la qual s'hi havia afegit STI a

una concentració de 70 y^tg/ml., ós a dir, mes petita que la
normalment emprada, per tal de que apareguls en el gel com

una banda prima. Les mostres eren bullides immediatament a

1002C durant 3 minuts per evitar, en qualsevol cas, que la

proteasa seguís actuant un cop aturada la reacció.
Simultániament s'extreien alíquotes per a mesurar l'
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activitat fosforilasa b quinasa.

Els resultats es mostren a les figures 12 i 5 . La fo-

tografia mostra que la proteolisi:és immediata i que te lloc

exclusivament sobre les subunitats c( ± c* ' de la fosforila-

sa quinasa sense afectar les subunitats ^ i /. Aquest efec-
te es simult&ni a l'increment d'activitat de la fosforilasa

b quinasa.

A temps mes llargs'd'incubacié, és a dir, superiors a

2 llores, s'observa l'áparicié d'una banda intermitía entre

les subunitats jZ i í t que és testimoni de que la subunitat
també es degrada, encara que molt més lentament que la

Aquest fet és acompanyat per la davallada en l'activitat de
la fosforilasa b quinasa.
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3.5. FORMACIO DE GRADIENTS DE LUDOX-POLIVINILPIEROLIDONA.

Un deis objectius d'aquest treball era la determinado

de la localització subcel.lular de la proteasa aillada deis

leucocits polimorfonuclears. Ea tbcnica que vem posar a punt

per aconseguir-ho va ésser la de centrifugado en gradients

de densitat, i el solut escollit per a aquesta finalitat va

ésser el Ludox HS-40, envoltat de partícules de polivinilpi-

rrolidona (FVP).

Les característiques principáis d'aquesta tbcnica i

les propietats del Ludox-FVP com a medi de gradient han es-

tat ja descrites a l'apartat 1.3.

Prbviament a la separacié de les fraccions subcel.lu-

lars deis leucbcits, vam realitzar un estudi sobre les con-

dicions de centrifugació, que s'exposen tot seguit.

3.5.1. ESTUDI SOBRE LA INFLUENCIA DE LA FVP EN LA PREPARA-

CI<5 DEL MEDI DE GRADIENT.

Ja han estat descrits en aquest treball els avantat-

ges de l'ús de Ludox recobert amb FVP sobre les solucions

de Ludox sol. Entre elles, s'ha de destacar que el Ludox-

FVP és mes estable, especialment en solucions salines fi-

siolbgiques, té una osmolalitat mes baixa, probablement de-

gut a que disminueix la cbrrega de la superficie de les par-

tícules de sílica o bes a que queda enmascarada, i presen-

ta baixa toxicitat cap a les cbl.lules.

Vam estudiar l'efecte que produia la FVP sobre el pen-

dent del gradient, de manera que fos una comprovació de que
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el Ludox s'havia recobert be.

El medi va Isser preparat tal com s 'indica a 1'apartat
2.5.3.

A la figura 13 se'ns mostra l'efecte de la PVP en gra-

dients formats a 15000 rpm i diferents temps de centrifuga-
ció: 1 hora;•1 h 30 min.; 2 h.; 2 h 30 min. i 3 h. El pen-

dent del gradient es va mesurar seguint 1'índex de refracció
de les fraccions corresponents.

Com s'aprecia en els 5 casos, podem veure que l'efecte
de la PVP.es molt marcat í la seva presencia condueix al'
obtenció d'uns gradients de pendent mes suau i continuat,

degut a la mes baixa velocitat de sedimentació de les partí-
cules de sílica. Aquesta característica els fa mes adients

per a una bona separado ja que la resolució que s'obté es

mes fina.

A mesura que augmentem la velocitat de centrifugado i

el temps, els gradients adquireixen un pendent mes brusc.

En ei cas de velocitats de centrifugado molt elevades (per

exemple, 25000 rpm durant 3-h: assaig no representat), va

desapareixent l'efecte suavitzant de la PVP, ja que el gra-

dient es va fent menys sensible a la seva presencia. En

aquests casos, pr&cticament no se'ls pot donar el nom de gra-

dient i l'efecte de la PVP es quasi nul.

3.5.2. INFLUENCIA DEL TIPUS DE CENTRÍFUGA.

Degut a la complexitat deis assaigs enzim&tics a rea-,

litzar en les fraccions del gradient, no era convenient per

a nosaltres excedir d'un determinat volum de medi, facili-

tant així la determinado de les diverses activitats deis

enzims.
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igura 13 GRADIENTS DE LUDOX I LUDOX-PVP A 15000 RPM I
' DIEERENTS TEMPS DE CENTRIEUGACIO,

Gráfica A: 15000 rpm 1 hora.

C-r^fica B: 15000 rpm 1 hora 30 minuts.

Gráfica. C: 15000 rpm 2 hores.

Gráfica D: 15000 rpm 2 hores 30 minuts

Gráfica E: 15000 rpm 3 hores.

Els símbols (•) corresponen ais gradients de Ludox. Els

símbols (o) corresponen ais gradients de ludox-PVP.
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cia en l'ús d'una centrífuga en particular.

En el nostre cas, vem fer servir en tots els gradients

exposats en aquest treball 1'ultracentrífuga Be clonan L2 i

el rotor Ty 40, les característiques deis quals s'han des-

crit pr&viament.

3.5.3. EFECTE DE LA VELOCITAT I TEMPS DE CENTRIFUGACIO.

Amb la intenció de saber la importancia del temps i ia
velocitat de centrifugació a un percentatge de Ludox deter-

minat, vam corres simultkniament diversos gradients id&ntics,

parant la centrífuga a temps definits i deixant els altres

tubs correr mes temps.

En la figura 14-^veiem la importancia de la centrifuga-

ció. El medi de gradient conté un 10/S "Ludox, 3»75/¿ PVP en sa-

carosa 0,48 M, pH 7,5.
Vam comprovar que, a mesura que s'allargava el temps de

centrifugació, el pendent del gradient s'anava fent mes ac-

centuat, de forma que aquest efecte és mes visible a partir

de les 2 h 30 min de centrifugació. Es passa, dones, de pen-

dents pr&cticament horitzontals en 1 hora de centrifugació,
en els quals, en la part intermitía del gradient (fraccions
4-12) nomls disminueix 1'índex de refracció en 0,0035 uni-

tats, a pendents molt acusats en 3 hores de centrifugació,
en els quals l'índex de refracció disminueix en 0,0105 uni-

tats en les mateixes fraccions, es a dir, tres vegades mes.

En la figura 15 podem observar la gran diferencia que

existeix entre dos gradients correguts paral.lelament a 20000

rpm durant 2 h. i 3 h. En aquesta figura comprovem que, en

centrifugar, les partícules de Ludox comencen a formar el
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Figura 14 EFEOTE DEL TEEPS DE CENTRIFUGACIO EN LA PENDENT

D'UN GRADIENT DE LUDOX-PVP-SACAROSA.

El medi de gradient estava format per un 10fo de Ludox

(v/v), i 3,75^' de FVP en sacarosa 0,48/155 tal com s'explica
a mbtodes.

La centrifugado va Isser feta en una ultracentrifuga-

dora Be clonan L2 rotor Ty 40 a 15000 rpm.

Els símbols (V) (a) (a) (•) i (o) corresponen a temps

de centrifugado de 1 h, lh 30 min, 2 h, 2 h 30 min i 3 h

respectivament.
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Figura 15 ' EFÉCTE DEL TEMPS DE CENTHIFUGACIO EN LA PEIT-

DETTT D'UT-T GRADIENT DE LUDOX-F/P-S ACARO SA.

El medi de gradient es id^ntic al de la figura anterior.

Els símbols (•) corresponen a la centrifugado feta a

20000 rpm durant 2 h. Els símbols (O) corresponen a la cen-

trifugació feta a 20000 rpm durant 3 h.
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Amb aquesta idea, i tenint en compte el material dis-

ponible al laboratori, vam fer un estudi sobre els gradients

aconseguits variant el tub on es formava el gradient.
Les condicions de centrifugació van ésser les següents:
a) Ultracentrífüga Beckman L2, rotor Ty 40, angle for-

mat peí tub respecte l'eix vertical del rotor: 26°, tub de

policarbonat (ref. 339573) de mida 5/8 x 3 polzades.

Centrifugació a 15000 rpm durant 90 minuts (equiva-
lent a 15000xg al mig del tub). Volum emprat: 9 mi. de medi

de gradient Ludox-PVP-sacarosa.

b) Centrífuga Sorvall RC-5 refrigerada, rotor SM 24,

angle format peí tub respecte l'eix vertical del rotor: 28°,
tub de policarbonat (ref 223) de mida 13 x 106,3 mm amb a-

daptador (ref. 46)

Centrifugació a 15000 rpm durant 90 minuts (equi-
valent a 20000xg al mig del tub). Volum emprat: 9 mi. del

mateix medi de gradient.

Un cop realitzada la centrifugació, es va mesurar l'ín-
'dex de refracció de les diferents fraccions.

Els resultats van demostrar que les diferencies entre

els dos gradients eren molt petites (dades no representades)
sobretot peí que es refereix al pendent del gradient. Els ex-

trems del gradient són sempre mes variables degut al fet que

en el fraccionament del gradient es possible que es toqui
una mica el sediment de sílica que es diposita al final del
tub o a altres factors deguts a falles manuals en el frac-

cionament del gradient.
En aqüestes mateixes condicions, es van fer correr dos

gradients amb mostra. L'assaig de les activitats fosfatasa

kcida i succinat deshidrogenasa no van mostrar cap difer&n-
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gradient espontániament, i, a mesura que la centrifugado

s'allarga, la part superior del tub queda desprovista prác-
ticament de Ludox (ir molt baix), el qual s'acumula al fons

del tufa (ir molt elevat) i forma un coixí solid d'elevada
densitát (fraccions 1-3).

3.5.4. EEECTE DE LES DIFERENTS DENSITATS DE PARTIDA EN GRA-

DIENTS DE LUDOX-PVP-SACAROSA.

En l'estudi de la influencia de la densitát inicial del

medi de gradient va ésser variada únicament la concentrado

de Ludox, mantenint constant la de PVP i les condicions de

centrifugado.

L'efecte deis diferents percentatges de Ludox es pot

observar a la figura 16.
A la gráfica superior es veuen els efectes produits

fent la centrifugado a 15000 rpm durant 90 minuts. Podem
veure que, a concentracions de Ludox entre el 2 i el 10$,
les diferencies no son molt grans, pero l'efecte es veu,

com en el cas de la velocitat de centrifugado, en el pen-

dent del gradient, mes que en la densitát. Es a dir, s es-

curca la zona linial del gradient a mesura que augmentem
la concentrado inicial de ■ Ludox.

A mesara que extremem les condicions, aquests efectes
es fan mes exagerats. Així, en la gráfica inferior de la

figura 17, observem els diferents gradients obtinguts a 25000

rpm durant 3 llores a partir de solucions iniciáis que con-

tenien un 2,4$ i un 10,4$ de Ludox. Podem observar que el

sediment de sílica es froma al fons del tub i ocupa cuasi

la tercera part del tub, mentre que la part superior té una
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Figura 16 EFSCTE DE LA DENSITAT INICIAL DEL MEDI EN

GRADIENTS DE LUDOX-PVP-SACARO SA.

Gráfica A: Centrifugado a 15000 rpm durant 90 minuts.

Els símbols (A),(A),(o) i (•) corresponen respectivament a

uns percentatges de Ludox en el medi de partida de 2,4£; 4/=;

6^; 10,4£.

Gráfica, B: Centrifugado a 25000 rpm durant 3 Lores.

Els símbols (•) corresponen al medi amb un 2f4f¿ de Ludox.
Els símbols-(o) corresponen al medi amb un 10,4/í de Ludox.
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densitat inicial molt baixa.

3.5.5. EPECTE DE LA DENSITAT INICIAL EN GRADIENTS DE LUDOX-

PVP-NaCl.

Com en el cas deis gradients de Ludox-PVP-sacarosa, en

comentar l'estudi deis de Ludox-PVP-NaCl, es va imposar la

necessitat de veure com variava la forma del gradient en va-

riar el percentatge de Ludox existent en la mbstra de parti-

da.

Aquesta anl.lisi es va fer muntant gradients que conte-

nien el 4# Ludox (densitat inicial = 1,010 gr/cm3) , 6# (d=

1,017), 12# (d= 1,04), 14# (d=l,046) i 16# (d=l,050).
Els gradients els vam correr i fraccionar paral.lela-

ment. Els índex de refracció van ésser mesurats el mateix

dia i en les mateixes condicions.

Com veiem a la figura l7 les diferents densitats ini-

ciáis tenen una influencia bastant marcada en la forma del

gradient. A mesura que augmentem la densitat del medi ini-

cial, augmenta la densitat mitja del gradient. Aquest fet

es molt mes marcat que no pas en els gradients de Ludox-

PVP-sacarosa.

També la densitat inicial té un cert efecte sobre el

pendent del gradient, de forma que es mes fort en aquells

gradients que contenen un percentatge de Ludox mes elevat.

3.5.6, PROVA DE DISTORSIO DEL GRADIENT.

Quan vam comentar a aplicar mostra ais gradients, ens

vam plante jar la qüestió de si la quantitat de mostra que

pos&vem era adequada perqué la separació fós bona. El pro-
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Figura 17 EFECTS DE LA DENSITAT INICIAL DEL MEDI EN GRA-

DIENTS DE LUDOX-PVP-NaCl.

La centrifugado, va ésser feta a 15COO rpm durant 75

minuts.

Els símbols (▼), (7),(4),(A),(•) i (o) corresponen a

uns percentatges de Ludox del 46$í, 10c,ít 12$, 14$ i 16$,

respectivament.
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blema radica en qu& quantitats massa grans de mostra no es

poden emprar perqub ocasionen una distorsió molt forta de

la froma del gradient, de forma que, en una zona del gradient
on el tub control presenta pendent, el tub control pot no

presentar-ne.

L'altre problema que vam intentar resoldre era el de si

seria mes conveniente fer servir per a la separado subcel.lu-

lar el pellet de 27000xg (que anomen&vem P27), o bé el so-

brenedant prfcvi de 600xg (anomenat S6). L'avantatge d'utilit-
zar l'S6 com a mostra de partida peí subfraccionament radi-

cava en qu& no era necess&ria una resuspensió i s'evitaven

així, en gran part, els problemes generats en una deficient

resuspensió que donaria lloc a agregats, o be a una resus-

pensió exagerada que ocasionava una parcial destrucció deis

org&nuls.
L'avantatge d'utilitzar el P27 com a mostra de partida

radicava sobretot en el fet d'eliminar d'aquesta manera el

citoplasma cel.lular amb totes les activitats enzim&tiques
a ell associades, partint d'aquesta manera d'una mostra ini-

cial menys impurificada. A aquest avantatge general s'afe-
gia el particular d'haver escollit com un deis marcadors mi-

tocondrials la glutamat deshidrogenasa, que es troba cer-

tament a la mitocbndria, perb tambe al citoplasma, amb la

qual cosa deixava d'ésser un marcador adient si partíem de

l'S6 per a formar el gradient.

Amb aqüestes consideracions presents, vam montar tres

gradients en les mateixes condicions:
- El primer d'ells era el tub control i contenia 9 mi

de medi de gradient Ludox-PVP-sacarosa al 10,47» de Ludox.
- Al segon se li va aplicar com a mostra el P27 corres-
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ponent a 1/2 1. de sang, resuspenent-lo directament en el

medi de gradient mitjanqant un homogeneítzador Potter-Elve-

jhem. El volum total era de 9 mi.
- El tercer gradient es va formar tenint com a mostra

de partida l'S6. A cada tub s'hi van aplicar 8 mi. del me-

di de gradient mes 1 mi.od'S5, que corresponia a un volum

original de sang de 1/2 1., barrejant després el tub de ma-

ñera que quedes una mésela homogfenia.
Els tubs que contenien mostra es van muntar i mesurar

per duplicat.

La centrifugado va ésser feta a 15000 rpm durant 90

minuts.

La figura 18 ens mostra com, amb aquesta:-quantitat de

mostra, les diferencies entre el gradient original i el pro-

blema P27 son mínimes, de manera que el material de partida
no distorsiona el gradient en absolut.

La lleugera diferencia entre 1'original i el problema

amb S6 pot ésser deguda a que aquest últim estava format per

8 mi. de medi i 1 mi. de mostra, enlloc de 9 mi. de medi, la

qual cosa podia fer disminuir una mica la densitat inicial

del medi de gradient. En tot cas, no es perd en cap punt el

lleuger pendent tipie d'un gradient format en aqüestes con-

dicions.

Davant d'aquests resultats, vam escollir com a mostra

de partida el P27 i aquest ha estat el que hem fet servir
en tots els resultats exposats fins ara.

Necessit&vem, pero, una manera de controlar la quanti-
tat de mostra que pos&vem a cada gradient Aviat vam compro-

var que partir sempre del mateix volum de sang no era un bon

sistema, ja que la quantitat de cfel.lules pot variar d'una



Figura 18 PECVA DE DISTOHSIO DEL C-EADIENT EN PRESENCIA

DE LA MOSTEA.

Els gradients van ésser fets de Ludox (10,4/2 p/v)-PVP-
sacarosa a 15000 rpm durant 90 minuts.

Els símbols (o) corresponen al gradient control.

Els símbols (ú) corresponen al gradient amb el P27
com a mostra.

Sis símbols (A) corresponen al gradient amb el Sg
com a mostra.
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sang a una altra i, sobretot, la separado pot ésser mes o

menys perfecta en cada cas, donant lloc a una variado bas-

tant important en el rendiment de l'obtenció de leuc&cits.
Vam decidir, dones, fer un comptatge de le c&l.lules,

el P27 de les quals col.loc&vem en el gradient. El comptat-

ge s'efectuava un cop separats leucócits polimorfonuclears

i limfocits. Cada litre de sang donava lloc a 4,5-8 x 109
polimorfonuclears.

Aplicavem a cada gradient el P27 provinent de 2 x 1()9
cel.lules, que consider&vem un marge segur perqué mo es dis-

torsiones el gradient.

3.5.7. ESTUDI SOBRE L 'EPECTE DE RESUSPENDRE LA MOSTRA DIREC-

TAMENT EN EL MEDI DE GRADIENT 0 PREVIAMENT EN SACARO-

SA 0,25 M.

La bibliografia consultada diferia en la manrea d'apli-
car la mostra al gradient. Es* a dir, trob&vem casos en qu£
la resuspensió s'efectuava directament en el medi i, durant

la centrifugado, cada partícula migrava cap a dalt o cap

abaix cercant la zona la densitat de la qual coincidia amb

la seva prbpia densitat.

En altres casos, la resuspensió de la mostra es feia

en un petit volum de sacarosa 0,25 M, és a dir, isotonica,

i es dipositava acuradament sobre el gradient, sobre el qual

surava degut a la seva menor densitat. En aquests casos, la

introducció de les partícules en el medi era paral.lela i s'
aturava en el punt on coincidien la densitat del medi i de

la partícula.
Per tal d'intentar veure veure si aquest fet tenia al-

guna inciáncia en la distribució deis orgknuls cel.lulars,
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vam muntar dos gradients paral.lels:

a) E1:P27 corresponent a 2x10 9 cbl.lules va ésser re*-

suspes en 1 mi. de sacarosa 0,25 M i dipositat sobre 8 mi.

de medi de gradient Ludox-PVP-sacarosa al 10,4$ de Ludox.

b) El P27 corresponent a 2x10$ cbl.lules va ésser re-

suspbs en 9 mi. de medi de gradient.

Es van correr els gradients a 15000 rpm durant 90 mi-

nuts i es van assajar per activitat fosfatasa Idda i suc-

cinat deshidrogenasa. Els resultats que ens mostra la figu-
ra ig, demostren que el tipus de resuspensió no tb una in-

fluencia gran sobre la sepració, si bé en el cas en qub la

mostra ha estat resuspesa prbviament en sacarosa, ’el gradient
es una mica mes curt i a la part superior queda una banda

totalment buida a simple vista, que correspon a la sac-

que contenia la mostra de partida.

Aquest fet demostra que les partícules, tant mito con-

dries com grbnuls, han arribat en els dos casos a la seva

posició d'equilibri.

3.5.8. COMPARAClÓ DE LA SEPüRACltf DE LA SILICA DE LES FRAC-

CIONS DEL GRADIENT" MITJANCANT CENTRIFUGACIO 0 - PER

FILTRES MILLIPORE.

El Ludox és un material toxic per a les cbl.lules i els

orgbnuls. Un cop recobertes de sílica per la PVP, deixen d'
ésser tbxiques, perb el procés de recobriment manual no és
perfecte.

Nosaltres, davant el perill de qub el Ludox produís in-
terferbncies en-els assaigs enzimb.tics portats a terme en

les fraccions del gradient, vam optar per la separado de la
sílica abans d'assajar les diferents activitats.
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Pleura 19 EPECTE DE LA RESUSPENSIO DE LA MOSTEA DIRECTA-

MENT EN EL MEDI O PREVIAMENT EN SACAROSA 0,25 M.

Gráfica superior: Resuspensió de la mostra en 1 mi. de

sacarosa 0,25 M i dipositada sobre la part superior del gra-

dient.

Gráfica inferior: Resuspensió de la mostra directament

en el medi del gradient.

Els símbols (o) corresponen a 1'índex de refracció de

les fraccions. Els símbols (A) corresponen a l'activitat fos-

fatasa ácida. Els símbols (A) corresponen a l'activitat suc-

cinat desbidrogenasa.
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El mbtode mes emprat per separar el Ludox de les prepa-

racions de cbl.lules senceres es el rentat succesiu amb so-

lucions isotoniques i sedimentaeió de les cbl.lules a bai-

xa velocitat.

Per orgbnuls subcel.lulars, així com per a bacteris i

virus, que son massa peiits per a sedimentar a baixa velo-

citat, els materials biologics poden ésser separats de la

sílica per centrifugado a altes velocitats. La sílica sedi-
menta i la mostra queda sobre el pellet dur que queda en el

fons del tub.

L'altre mbtode és separar la sílica de les fraccions

mitjangant flitres Millipore amb ajuda d'una xeringa. D'a-
questa manera, les partícules de sílica travessen el filtre,
mentre que els orgbnuls subcel.lulars queden atrapats en el

filtre. Aquest mbtode té l'avantatge d'ésser més rbpid que

1 'anterior.

Per comparar ambdos sistemes, vam fer correr paral.le-

lament dos gradients de Ludox (10,4^)-PVP-sacarosa amb mos-

tra provinent de la mateixa sang. Després van ésser fraccio-

nats normalment i la sílica de cada fracció deparada per un

deis dos mbtodes explicáis seguidament:
- Centrifugació a 35000 ?;rpm (80000xg) durant 1 h. 30 m.

Més endavant, el temps va ésser escurcat a 45 minuts sense

que hi hagués cap disminucio en 1'efectivitat de la separa-,

cié. Es recollia el sobrenedant i es conservava en tubs Ep-

pendorf. A cada fraccio se l'hi afegia Trito X-100 fins a

una concentració final d'aproximadament 0,1 i=,
- Piltracio a través de filtres Millipore. Posterior-

ment els filtres van ésser rentats amb 500 yu.l.de tampo*'
Tris-HCl 50 mM pH 7,8 més Trito X-100 durant 30 minuts i
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les fraccions conservades en tutos Eppendorf.

Les fraccions d'amtodós gradients van esser congelades

i descongelades tres cops simult&niament.

Per comprovar les diferencies en el rendiment deis dos

m&todes, vam assajar activitat fosfatsa kcida per esser la

mes fkcilment detectatole i, per altra toanda, vam mesurar la

proteína de la fracció.
Els resultats es mostren a la figura 2& Otoservem que

els perfils d'activitat fosfatasa ácida deis dos gradients

son toastant semtolants, amto dos pies en els extrems del gra-

dient i.oscil.lacions mes petites en la part intermitja del

mateix. Clarament s'aprecia, pero, que les fraccions de les

quals s'ha separat la sílica per centrifugació, mostren en

tots els casos una activitat mes elevada (de 1 a 2 cops)
que en les fraccions tractades amto filtres Millipore.

El perfilde proteína continguda en els dos gradients

se'ns mostra a la figura 20. Tamtoó en aquest cas otoservem

que son toastant similars, perb el rendiment ototingut en la

separado mitjancant centrifugació es, en tots els casos,

unes 2,5 vegades mes alt que en al cas deis filtres.

Aquests resultats van portar a la conclusió de que amto
la separado de la sílica mitjanqant centrifugacióca altes
velocitats s'ototenen rendiments molt mes alts que mitjan-

cant filtres. En el nostre cas, aquest era un avantatge de

gran importancia, ja que havíem de detectar, al llarg del

tretoall, activitats enzimátiques de poca magnitud dintre ;

del metatoolisme cel.lular i que, per tant, son poc impor-

tants quantitativament.

. La separado de la sílica va esser, dones, portada a

terme en tots els casos mostrats en aquest tretoall, per cen-
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Figura 20 C0MPARACI0 DELS RENDIMENTS EN ACTIVITAT ENZI-

MATICA I EN PRO TEINA DEL PRO OES DE SEPARACIÓ

DE LA SÍLICA DE LES FRACCIONS MITJAN9ANT CEN-
TRIFTJGACIO O PER PILTRES MILLIPCRE.

Gráfica superior: Perfil de proteina d'un gradient de

Ludox-PVP-sacarosa. Els símbols (A) corresponen a la separa,-

ció de la sílica per centrifugado a 35000 - rpm 90 minuts.

Els símbols (a) corresponen a la sepa,ració de la, síli-
ca per filtres Killipore.

Gráfica inferior: Perfil d'activitat fosfataba &,cida

d'un gradient de Ludox-PVP-sacarosa. Els símbols emprats te-
nenala mateixa significado que a la gráfica superior.
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trifugació en una ultracentrífuga Beckman L2 o L5--65B a

35000 rpm durant 45 minuts.

3.5.9» PROBLEMA DE LA FORMACIO D'AGREGAIS: EEECTE DE L'EDTA
I L'HOMOGENEÍTZACIÓ.

Tant en el cas deis gradients de Ludox-PVP-sacarosa,
com en els de Ludox-FVP-NaCl (encara que menys en aquest

cas), se'na, va presentar el problema de la formado d'agre-
gats durant la centrifugado isopícnica de la mostra. Aquests

agregats es mostraven dispersos per tot el tub on s'havia
format el gradient, perí> especialment en les zones superior

i inferior, que eren aquelles en qu& bandejaven els org&nuls,
com es veur& mes endavant.

En resuspendre la mostra en el medi de gradient o be

pr&viament en sacarosa 0~>25" M-,—la resuspensió semblava per-

fecta a simple vista, ja que no s'observava cap mena de gru-

molí, sino que es veia com una suspensió totalemnt homog&nia.
Malgrat aquest fet, un cop portada a terme la centrifugado,
s'observaven aquests agregats que, encara que no interferien
de manera notoria en la separado, segons es desprenia deis

corresponents assaigs enzim&tics, sempre impedia que el gra-

dient fos considerat com a perfecte.
Estava descrit ( 61) que en la separado de lisosomes

i mitocondries de c&l.lules HeLa, mitjangant gradients de

Ludox-PVP-sacaros, es feia servir EDTA (sal sbdica) a una

concentrado final del 0,1$ per evitar 1'agregado de les

partícules. Nosáltres vam incloure EDTA ja en els primers

experiments. Malgrat aquest fet, es formkven grumolls i
vam intentar descobrir si 1 'efecteide l'EDTA era beneficios
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o no.

Les c&l.lules HeLa son c&l.lules provinents de teixits

cancerosos i el seu comportament no tenia per qu& ésser i-

dfcntic al mostrat pels org&nuls provinents de leucócits. A

aquest fet s'afegia el que, en casos d'altres tipus de frac-

cionaments subcel.lulars, s'hi afegien cations divalents per

evitar la formació d'agregats.
Així dones, per intentar resoldre aqueste qüestió vam

fer tres gradients paraleléis:

a) El primer medi contenia 0,1 $ EDTA.

b) Sense EDTA, es a dir, tan sois Ludox-PVP-sacarosa.

c) Afegir 0,1 mffi acetat magnesio en lloc d'EDTA.
La resuspensió de la mostra es va fer en tots tres ca-

sos de manera idéntica, mitjangant tres cops en un homoge-
neitzador de vidre/tefló Potter-Elvejheim, mentre es mente-
nia submergit en gel.

El gradient es va formar a 15000 rpm durant 90 minuts.

El resultat d'aquest experiment va ésser negatiu, ja

que no s'apreciava cap diferencia a nivell visual entre les
tres gradients.En tots ells, s'observaven uns petits agregats
a les zones on bandegen les partícules subcel.lulars.

Aleshores vam posar la nostra atenció en la resuspen-

sio de la mostra en el medi de gradient.

El fet de fer la resuspensió directament en el medi o

en sacarosa 0,25 M (veure apartat 3.5.7.) no semblava teñir

cap efecte en aquest sentit. Ara bé, el fet de com es porta-

va a terme la resuspensió sí que influia en 1'aspeóte del

gradient.

Una millor resuspensió de la mostra s'aconseguia augmen-
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tant el nombre de cops efectuats amb 1'homo gene itzador Po-

tter-Elvejheim. Perb aajuest fet també implicava un dany mes

gran ais org&nuls subcel.lulars, com s'apreciava en les dis-

tribucions enzimátiques. Aixó s'observava especialmeht en el

pie superior de fosfatasa &cida ( veure apartat 3.&.1), el

qual es feia mes intens si la resuspensio de la mostra era

mes brusca.

la interpretado que vam fer del doble pie de fosfata-

sa kcida va ésser la següent: la major part de l'activitat
queda a la part inferior del tub, degut a que es troba lo-

calitzada majoritariament en els gr&nuls de diferent classe

que es troben en els leuebeits. Els pies de fosfatasa &cida

que acompanya les mitocbndries en la part superior del gra-

dient és degut en part a que és una activitat molt abundant

a la cél.lula i relativament ubíqua en la seva distribucié,
pero també al percentatge d'activitat que s'escapa en tren-

/

car»se. una certa part deis gr&nuls, Es aquesta la que aug-

menta si la resuspensio de la mostra es fa de manera massa

brusca.

Vam haver, dones, d'arribar a un equilibri entre aquests
dos fets, de manera que 1'estructura deis gr^nuls s'afectés
el menys possible, pero que, al mateix temps, la resuspensio
de la'mostra fos com més perfecta millor.

Finalment, vam establir les condicions de resuspensio
de la mostra en 7-8 cops d'homogeneitzador vidre/teflo fets
manualment i amb molta cura, sense brusquedats i mantenint

tot el temps 1'homogeneItzador amb la mostra submergit en

ge1.
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3.6. FRACCIONAMENT SUBCEL.LULAR MITJANCANT C-RADIENTS DE

DENSITAT.-

3.6.1. EFECIE DE LA DENSITAT EN EL BANDEJAMEN! DE GRANULS

I MITO CONDRIES EN GRADIENTS DE LUDOX-FVP-SACAROSA.

En l'intent de separar la fracció granular i la mito-

condrial de leucfccits polimorfonuclears, vam provar diferents

densitats del medi inicial per tal de poder escollir la mes

idonia per a portar a terme la separado.

Cada un deis medis es va fer variant la concentrado

o percentatge de Ludox inicial, pero smse variar cap de j.

les altres condicions que influeixen en la forma del gradient.

Es van provar diverses concentracions de Ludox, con-

cretament 2,4$, 4$, 6$, 8$, 10,4$ i 20$ de Ludox. Ja l'as-
pecte exterior que oferien va permetre eliminar els de den-
sitat mes baixa, els quals mostraven tota la mostra sedimen-

tada al fons del tufa, i el dé densitat mes elevada, el qual
forma un sediment de Ludox al fons del tub molt gros.

Es van prendre com a marcadors per a seguir els gra-

dients la fosfatasa &cida per a la fracció lisosomal i la

succinat deshidrogenasa per a la mitocondrial. Ambdós mar-

cadors son f&cilment detectables, d'assaig barat i per al

qual dispos&vem deis reactius necessaris sense limitació
en el nostre laboratori.

La confecció deis gradients i l'assaig de les activitats
deis marcadors es van fer tal com s'indica a Métodes.

Els resultats obtinguts en els gradients de 4,6,8 i

10,4$ de Ludox es mostren a la figura 21. Veiem aquí que,
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Figura 21 EEECTE DE LA DENSITAT INICIAL EN EL BANDE-

JAMENT DE GRANULE I MITO CONGRIES EN GRA-

DIENTS DE LUDOX-PVP-SACAROSA.

La centrifugado es va fer paral.lelament a. 15000

rpm durant 90 minuts. Els percentatges de Ludox en el me-

di van indicáis a la gráfica.
Els símbols (A) corresponen a activitat fosfatasa

&cida. Els símbols (A) corresponen a activitat succinat

desiiidrogenasa.
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a mida que aumenta la densitat inicial del medi, es produeix

un corriment de la banda del suecinat desbidrogenasa des de

lapart inferior del tub a la part superior. El pie de fosfa-

tasa Ocida, que es troba inicialment molt limitat al fons

del tub es va fent mes ampie a mesura que augmentem la den-

sitat, pero sense desplagar-se de la seva posicié.
La separado que s'observa de les dues fraccions cel.lu-

lars es completa i satisfactoria.El pie de fosfatasa Ocida

que es solapa amb el de suecinat deshidrogenasa es, com ja

s'ha indicat a l'apartat 3.5.9., degut a que es tracta d'
un enzim relativament ubicu i a que una certa proporcié deis

orgOnuls es trenca i deixa lliure part del seu contingut.

Com que la fosfatasa Ocida és un nzim molt abundant, aques-

ta activitat fúgida és fOcilment detectable.

3.6.2. COMPARACIO DEIS GRADIENTS DE LUDOX-PVP-SACAROSA I DE

LUDOX-PVP-NaCl.

Un cop esta'blertes les condicions de formado de gra-

dients en medis de Ludox-PVP-sacarosa, no estávem del tot

satisfets deis resultats aconseguits. La presencia de gru-

molls repartits peí gradient i la impossibilitat de fer en-

trar la mostra en el vertader gradient ens va portar a in-

tentar fer la prova amb gradients de Ludox-PVP-NaCl,

Encara que el volum de les partícules de sílica solva-

tades és més petit en presencia de NaCl 0,15 M (0,9/S) que

en sacarosa 0,25 M, la velocitat de sedimentado de les par-

tícules és més rapida degut a la baixa viscositat del Ludox
en solucié salina. Així, un medi de Ludox-PVP-NaCl forma

gradient fins i tot de 2 a 3 vegades més rapid que l'equi-



valent de Ludox-PVP-sacarosa (5?),
Per tal de poder fer una comparació válida, vam muntar

dos gradients en paral.leí i amb el mateix percentatge de

ludox, un de Ludox-PVP-sacarosa i un de Ludox-PVP-NaCl, se-

gons la metodología descrita a Mátodes. Es van fer correr

a 15000rpm durant 75 minuts.

L'aspecte exterior era bastant diferent:
- Encara que en els dos casos hi bavia agregats, en els

gradients de Ludox-PVP-NaCl eren mes petits i poc visibles.
- Ais gradients de Ludox-PVP-sacarosa s'observaven,

com sempre, les dues bandes superior i inferior del gradient

peró absolutament cap en la part mitjana del gradient. En

els gradients de Ludox-PVP-NaCl s'observaven les dues ban-

des majoritáries, perb tambe nombroses bandes molt fines que

disminuien en nombre i visibilitat a mesura que ens aproxi-

mávem a la^meitat del tub, i que testimoniaven una penetra-

ció millor de la mostra en el medi de gradient i una ma-

jor diversitat en la densitat deis orgánuls, com es d'es-
perar en una mostra.

Per aqüestes dues raons, els gradients compostos de
Ludox-PVP-NaCl van ésser considerats com mes apropiats per

a aconseguir una bona separació subcel.lular i amb ells es

va portar a terme la major part del treball aquí exposat.

Les raons per les quals un medi a base de Ludox-sa-

carosa semblava ésser menys adient per al material bioló-
gic podrien ésser una viscositat massa elevada per al

comportament normal de les partícules, i que, en gradients

de Ludox-NaCl es més petita.
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3.6.3. ESTUDI DE L'EFECTE DE LA SACAROSA I MEDI DE GRADIENT

SOBRE LA GLICOGER SINTASA I SOBRE LA PROTEASA

Pr&viament a l'assaig de l'activitat proteAsica del

gradient, es va fer un estudi sobre el possible efecte del

medi de gradient sobre l'activitat de la mateixa proteasa

o be sobre la glicogen sintasa, fent-la mes resistent a l'a-
tac de la proteasa.

El sediment de 27000xg corresponent a 250 mi. de sang

va ésser resuspesa en 8 mi. de medi de Ludox-PVP-sacarosa.

Es va separar una alíquota de 500**1. a la qual es va afe-

gir 25 "1. de Trixtó X-100 al i es va congelar i descon-

gelar 3 cops.

Paral.lelament, el sediment de 27000xg de 250 mi. de

sang va ésser resuspesa en 8 mi. de tampó Tris-HCl 50 mM pH

7,8 .0,1^ Trixtó X-100. Es va separar-una alíquota de 500

mi. i es va congelar i descongelar 3 cops.

El control de glicogen sintasa també es va fer per du-

plicat en presencia de tampó o de medi de gradient.
Els resultats van demostrar que la glicogen sintasa es

tan: estable en un medi com a l'altre. Quant a la proteasa,

malgrat ésser una mica menys activa en presencia del medi,

presenta una activitat perfectamente mesurable.

El mateix es va fer amb medi Ludox-PVP-NaCl i els re-

sultats no van mostrar cap alteració en l'activitat deis dos

emzims.

3.6.4. EFECTE DEL PERCENTETGE DE LUDOX EN EL BANDEJAMENT DE

GRANULS I MITO CONDRIES EN GRADIENTS DE LUDOX-PVP-NaCl.

Per a fer aquest estudi, es van seguir els mateixos .criteris
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Figura 22 EF3CTE DE LA DENSITAT INICIAL DEL MEDI EN

EL BANDEJAMENT DE GRANULS I MITOCONDRIES

EN CRADIENTS DE LUDON-F/P-NaCl.

La centrifugado es va fer a 15000 rpm durant 75

minuts. Els perceniatges de Ludox en el medi van indi-

cats a cada gráfica.
Els símbols (A) corresponen a activitat fosfatasa

licida. Els símbols U) corresponen a activita.t siiccina/t

deshidrogenasa.
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que a l'apartat 3.6.1., de manera que es van muntar paral.le-

lament diversos gradients de diferentes densitats iniciáis.

Les densitats i percentatges de Ludox oscilaven del 4

al 16/í de Ludox. La centrifugado es va fer a 15000rpm du-
rant 75minuts. Vam escollir també com a marcadors la fosfa-

tasa ácida (fracció granular) i la succinat desiiidrogenasa

(fraccié mitocondrial).
La figura 22 ens mostra clarament el corriment de les

bandes cap a la part superior del gradient (a la dreta de la

figura) a mesura que s'augmenta la densitat del medi.

Hi havia en tots els casos dos pies de fosfatasa ácida

(veure apartat 3.5.9.), deis quals, el que tenia importancia

per a nosaltres es el de 1'esquerra.
SI pie de succinat deshidrogenasa está localitsat en

els gradients de densitat inferior al fons del tub, junta-

ment amb el de fosfatasa ácida, pero s'aconsegueix que migri

a la part superior del gradient, mentre que la major part de

la fosfatasa ácida resta en la part inferior del tub. A den-

sitats encara mes elevades, també el pie de fosfatasa ácida
comenca a migrar cap a la part superior del gradient.

D'acord amb la bibliografía (33) els gránuls de poli-

morfonuclears representen una fraccié de densitat més eleva-

da que les mitocondries, mentre que a la majoria de la resta

d'especies cel.lulars, és lá inversa, essent els lisosomes

(ja no gránuls) més lleugers que les mitocondries.

3.6.5. DISTRIBUClÓ DELS ORGANULS SUBCEL.LULARS DE LEUCOCITS

POLIMORPONUCLEARS DE PORO EN GRADIENTS DE LUDOX-PVP-

NaCl AL 8% LUDOX.
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Un cop determinat un percentatge de Ludox que va semblar

adequat per ais nostres propbsits, vam portar a terme l'a-

ssaig deis enzlms marcadors corresponents, per tal d'obtenir
la distribucio subcel.lular completa.

El gradient escollit va Isser del 8$ de Ludox (densi-
tat inicial:1,025 gr/cm^) en vistes ais resultats de l'apar-
tat.3.6.4., ja que el pie corresponent a les mitocondries

estava ben separat del pie majoritari de fosfatasa b.cida,
i aquest estava ben ubicat al fons del tub, sense sofrir un

gran desplacament cap a la part superior.

Com que un gradient, per rao del seu volurn, no perme-

tria mes de 3 M assaigs degut al petit volum de les frac-

cions, es van ebrrer diversos gradients paral.lament.

Quan es feien gradients nous en dies diferents per assa-

jar altres activitats, sempre s'assajaven també alguns deis

enzims marcadors ja localitzats per a establir un control

que permetés relacionar sense dubtes tots els resultats.

Els marcadors escollits van Isser:

- Mitocondries: succinat deshidrogenasa i glutamat

deshidrogenasa.
- Grbnuls específics: peroxidasa i jb-glucuronidasa.

Gran part de la fosfatasa b.cida es troba també en aquests

tipus de grbnuls.
- Grbnuls azurofils: lisozima. Aquest enzim, com es

descriu a l'apartat 1.2.3., es reparteix entre els dos ti-

pus de grbnuls, el pie de lisozima que no va acompanyat de

les diverses activitats fosfatases és el corresponent a

granuls azurbfils.
- Fosfatasa alcalina: sovint es presenta associat a
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membranes en general. En polimorfonuclears, s'ha descrit
una localització molt similar a la de la fosfatasa Icida.

- Vam assajar també l'activitat enziml/tica problema,
la proteasa, tant sobre glicogen sintasa com sobre fosfori-

lasa quinasa.

També es va assajar l'activitat protein-quinasa,depen-
dent i independent d'AMP cíclic sobre caseína i histona com

a substrats.

Tots els assaigs enzim&tics es descriuen a Mltodes.

La figura 23 ens mostra els resultats fináis:
- S'aconsegueix una separado molt bona de mitoclndries

i grlnuls. Les primeres es localitzen a la part superior del

gradient i els segons a la part inferior.
- Hi ha una bona concordancia en la localització deis

marcadors d'una mateixa espide subcel.lular. Així, els pies

de succinat deshidrogenasa i glutamat deshidrogenasa son

plenament coincidents. Els diversos marcadors deis grlnuls
també esvsolapen molt bé.

- No sembla que s 'aconsegueixi la separado entre dife-

rents tipus de grlnuls. Les activitats típiques deis gr&-
nuls azurbfils i específics es solapen. Els grknuls especí-
fies (lisozima) tenen una densitat més petita que els azu^

rlfils (peroxidasa i lisozima). Per tant els grlnuls azur!-
flis venen senyalats per els dos pies solapats d'aquest dos

enzims, mentre que els específics, corresponen al' segon

pie de lisozima sense cap altre marcador. Els perfils deis
dos enzims presenten un petit pie a la part menys densa del

gradient, a més del pie principal més dens. Els resultats
mostren que aquest segon pie és més important en el cas de

la liso zima, pero és difícil dir si correspon ais grlnuls
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Figura 23 SUBERACCIONAMENT CEL.LULAS DE LEUCOCIES

POLBIORFOMJCLEARS DE PORO MTJAUCAIIT GRA-

DIENTS DE LUDOX-PVP-NaCl.

Sis gradients estaven formáis per Ludox (8c/c v/v)-
PVP-NaCl. La, centrifugació va ésser feta a 15000 rpm

durant 75 minuts.

El fraccionament del gradient i tractament de les

fraccions estk especificat a l'apartat de Mbtodes, ai*-

x£ com els diversos assaigs realitzats.
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específics, i aleshores hauriem aconseguit. la separado deis

dos tipus de gr&nuls, o bé és un petit reste d'activitat es-

capada deis org&nuls, com es el cas del petit pie de la pe-

roxidasa.

- L'activitat proteasa, tant sobre la glicogen sintasa

eom sobre la fosforilasa b quinasa, es solapa amb el pie co-

rresponent a la fracció granular sense poder determinar amb

seguretat en quin tipus de gr&nuls es localitza.
- Hi ha activitat protein-quinasa tant a la fracció g

granular com a la mitocondrial, encara que, en aquesta úl-.

tima, la relació histona/caseína es mes baixa que en els

granuls.

En la figura es mostra només el perfil d'activitat
protein-quinasa sobre caseína en presencia d'AMP cíclic.
El perfil sobre caseína (-AKPc) i histona ( 1 AMPc) també
va ésser determinat i els resultats eren tots similars,

excepte en la diferencia entre la relació histona/caseína
feta anteriorment.



DISCUSSIO



Aquest treball és un aprofondiment de l'estudi d'una

proteasa neutra aíllada de leucocits PLUT de poro i humans,

Com ja hem comentat, es tracta d'una proteasa neutra,

que va ésser identificada en els estudis portats a, teme per

tal de descubrir la rao de perqué, en els homogenats de PMN

humans, no tenia lloc la transformado de la forma D de la

glicogen sintasa a la forma I.

Sis primers assaigs que es van portar a teme ankven
encaminats a millorar el rendiment que s'obtenía en les pu-

rificacions de la proteasa. Es partia, per a obtenir-la, de

1'extracte liso somal obtingut a partir del P27» que correspón
a la fracció granular. Per a millorar el rendiment es va assa-

jar 1'eficacia de dos m&todes: la congelació-descongelació i

l'ús de detergents com el Tritó X-100.

Ja s'havia observat previament a l'inici d'aquest tre-

ball que els sediments de Pgy utilitzats en una puruficació
podien tomar a resuspendre 's i congelar-se i 1'extracte ob-

tingut d'aquests pellets usats, tomava a mostrar activitat

proteasa. Aquesta carecterística respon al concepte de la-
tkncia d'un enzim.
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La lat&ncia es una característica deis lisosomes, com

he descrit &mpliament en la bibliografía. Es tracta de la

propietat deis enzims lisosomals d'augmentar la seva acti-

vitat desprós de tractaments, com la congelació-descongela-
ció, o l'ús de detergents, que destrueixen les membranes deis

lisosomes perque desorganitzen els fosfolípids que les com-

posen. Es creu que els lisosomes resulten afectats degut a

la seva estructura senzilla, com un sac d'enzims, mentre que

altres org^nuls mes complexes com les mitocóndries, no son

tan f&cilemnt desorganitzats.

Aquest fet ja suggeria que el nostre enzim podia ésser
d'origen lisosomal: la seva localització subcel.lular ser£.
descrita mes tard.

Vam aprofitar aleshores aquesta característica per de-

terminar quin era el tractament concret adequat per aconse-

guir la ma.jor activitat proteasa possible a ps,rtir del sedi-

ment de 27000 xg deis PM. Un estudi sistem&tic del n^ de ei-

cíes de congelació-descongelació que calia fer i de la con-

centrado de Tritó X-100 que es faria servir, van fixar aquest

tractament en 3 taules de congelació-descongelació en presan-
cia d'un tampó que contenia Tritó X-100 en una concentració
del 0,1 fe.

El primer objectiu del treball era la caracterització
parcial de l'acció de la proteasa sobre la fosforilasa b qui-

nasa. L'acció de la proteasa sobre la fosforilasa b quinasa

produia una activado de 1'enzim, al contrari que l'acció so-
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bre la glicogen sintasa, la qual es traduia com una p&rdua
d'activitat.

Aquesta caracterització cómprenla l'estudi de com pro-

cedia la reacció al llarg del temps i sota diverses concen-

tracions de proteasa, l'efecte de possibles inhibidors, el

possible paper del calci, la determinado del pH optim i
l'acció proteolítica del nostre enzim sobre 1'estructura i

les subunitats de la fosforilasa b quinasa.

L'efecte de la proteasa sobre 1'activitat de la fos-

forilasa b quinasa va mostrar bastantes analogies amb l'ac-
tivació de fosforilasa b quinasa, per tripsina descrita ja

fa anys.

La tripsina s'ha utilitzat en estudis per determinar

1'estructura de la fosforilasa b quinasa i la importancia
de les diverses subunitats del enzim. La nostra proteasa

provoca un efécte semblant, com haviem observat en experi-

ments previs en els quals haviem sotmós a la fosforilasa b

quinasa a l'acció de la tripsina. L'activado que aconsegueix

es extraordináriament rápida, com en el cas de la tripsina.
Es diferencia d'aquest ■ enzim en aul es necess&ria una con-

centrado de proteina molt mes gran, en que 1'activado

aconseguida es mes petita i en el model de degradado en

gels.

L'acció de la proteasa sobre 1'estructura de la fosfo-

rilasa b quinasa es caracteritza per una rápida desapari-

ció de les subunitats i o< ,' donant lloc a l'aparició d'
una nova banda intermitía entre ^i íT. Aquest aspeóte es
identic a l'acció de la tripsina. Ara be, en aquest cas, la

subunitat A tambó desapareix en 15 minuts d'incubado, enea-
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ra que mes lentament que la $, i dona lloc a 2 noves ban-

des i a un engrossiment de la banda intermitía.

En el cas de la proteasa, el model de proteolisi roma-

nia invariable durant mes de 90 minuts d 'incubado, es a

dir, 1'estructura que s'observava en els gels constava de

la subunitat , la i una banda intermitía entre les dues.

Aquesta situado era acompanyada per una lenta desaparició
de 1'activado a partir deis 15 minuts i que s'allargava
fins a les 2 hores, temps en que arribava ais nivells ñor-

mals d'activitat. No s'observava en els gels cap variado

en les bandes, pero podia tractar-se d'un canvi no visible

a simple vista.

Aquesta acció específica sobre la subunitat és molt

similar a l'efecte de la quimotripsina sobre la fosforila-

sa quinasa (comunicado personal de l'autor). Es a dir, la

proteasa sembla comportar-se de manera semblant a la quimo-

tripsina, mes be que a la tripsina.

Perb, en un posterior assaig, vam voler extremar les
condicions de la incubado, per tractar de demostrar que

era realment una proteblisi limitada a les subunitats i

oL .' Temps d'incubado superiors a les dues llores mostraven.

una degradado lenta i parcial de la subunitat ^ . Aquest
fet podria Isser interpretat de dues formes:

- la proteasa era capac de degradar a la fosfori-

lasa b quinasa extensament, encara que l'atac a la subuni-
tat p era molt menys espectacular que l'atac a la subuni-
tat o( .

- la preparado de proteasa que vam utilitzar a

1'assaig estava parcialment purificada i, per tant, podia
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contenir alguna altra serin-proteasa (l'unic pas de purifi-

cació havia estat la cromatografía d'afinitat en Sepharosa-

S5I,- en la qual podien quedar igualment retingudes altres

serin-proteases). Aquesta(es) proteasa(es) present en peti-

tes concentracions en la mostra, podia actuar sobre l'es-
tructura de la fosforilasa b quinasa, si el temps d'incuba-
ció era prou llarg.

Aquesta desaparició de jh va s.companyada per la p&rdua
definitiva d'activitat fosforilasa b quinasa per sota deis

nivells normáis.

Per resoldre aquest punt, caldria disposar de la pro-

teasa purificada al m&xim.

La classificació de les proteases es fa segons crite-
ris d'inhibido específics per a cada tipus.

El nombre d'inhibidors específics per a diverses pro-

teases i grups de proteases es molt gran, tsnt de compostos

químics com aillats de la naturalesa. En aquest cas, vam

fer servir nomes els mes característics de cada grup de pro-

teases i els resultats van ésser fora de tot dubte: ni la

pepstatina (inhibidor de carboxil-proteases) ni el DTT (in-
hibidor de les metalo-proteases i activador de les tiol-pro-

teases) tenien cap efecte sobre l'activitat de la fosfori-

lasa quinasa, mentre que el PMSE i l'STI provicaven un 100^
d'inhibido.

Aquest estudi amb inhibidors va demostrar que real-

ment es tractava d'un enzim pertsnyent al grup de les serin-

proteases. Aquest era ja un punt bastant ciar, ja que tenia
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afinitat per una columna de Sepharosa-STI, 1'inhibidor espe-

cífic de les serin-proteases.

Una caracterització mes Amplia de 1'enzim-inclouria l'
estudi de l'efecte d'altres inhibidors, especialment per .

comparar-la amb altres proteases de leucbcits ja descrites,
com l'elastasa i la catepsina G, i tambe amb la tripsina i

la quimotripsina.

El pH bptim. de la proteasa sobre fosforilasa b quinasa

va resultar ésser 7,5. Aquesta dada concorda amb el pH bp-
tim descrit feht servir caseína i histona com a substrats.

la corba de pH bptm sobre la glicogen sintasa no ha estat

definitivament determinada, pero es tráete clarament d'una
proteasa neutra, ja que el pH del tampó d'assaig de l'acti-
vitat sobre glicogen sintasa és de 7,8.

Aquest pH és l'esperat, ja que la majoria de serin-
proteases presenten pH optim compresos en.tre 7 i 9.

Un altre punt estudiat en aquest" treball ha estat l'
efecte de l'io Ca^**" i l'EGTA sobre l'activitat de la pro-£

S 2.S3. •

Les proteases, i el procls proteolític en general, re-

lacionades amb el nivell de calci intracel.lular están d'

actualitat, ja que s'hsn descrit sistemes, com el deis en-

zims que participen en la degra-dació deis fosfolípids, que

son dependents de calci.
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Per ali?ra banda, existeix una proteasa activable per

calci que te un efecte activador de la fosforilasa b quina-

sa. Aquesta proteasa presenta una aetivitat óptima en pre-*

sbncia de 1 mM de Ca2f i, per tant, es questiona el relleu

fisiolbgic d'aquest fenomen, ja que la concentració de Ca^
del múscul en contracció es de 10”^ M.

la nostra proteasa, per&, no va resultar afectada per

la presencia de calci en concentracions des de 55 ^AM fins
a 2 mM, ni per EGTA en concentracions des de 55 JaM. fins a
5 mM. Sembla, per tant, que no es tracta del mateix enzim

descrit anteriorment.

La manera com seria regulada 1'aetivitat de la nostra

proteasa no es coneguda.

Podem resumir els resultáis obtinguts en el primer ob-

jectiu del nostre treball de la següent manera:

Hem caracteritzat parcialment l'acció d'una proteasa

neutra de leuebeits polimorfonuclears sobre la fosforila-
sa quinasa de múscul esquel&tic de conill. Es tracta d'una

proteasa amb capacitat d'activar a la fosforilasa b quina-

sa al doble de la seva aetivitat normal, que modifica la re-

lacio d'activitats a. pH 6,8/pH 8,6 i que es semblant a la

quimotripsina en la seva acció sobre 1'estructura de l'en-
zim. Es una proteasa neutra pertanyent al grup de les se-

rin-proteases, i no afectada per la presencia del calci.
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Hi ha diversos punts a discutir encara en aquest aspee-

te:

1) Localització de la proteasa en diversos teixits: la

seva presencia és mes evident en polimorfonuclears humans,

pero també es troba en leucocits polimorfonuclears de porc,

Dades preliminars indiquen que també est& present en limfb-
cits humans i de porc, igualment que en els diversos esta-

dis de desenvolupament de mieloblasts i limfoblsts que es

troben en els diferents tipus de leuc^mies. Referent a aixo,

hem d'indicar que en la leucemia mieloide crónica tampoc hi

havia transformacio de la forma D a la I, com en el cas deis

polimorfonuclears humans normáis, mentre que en els altres

tipus de leuc&mies sí que es detectava conversié.
No ha estat estudiada la seva presencia en altres tei-

xits.

2) S'ha de teñir en compte que l'enzim está parcialment

purificat i que podria tractar-se en realitat de dues pro-*

teases, de manera que una d'elles fos específica per a la

glicogen sintasa i l'altra per a la fosforilasa b quinasa.

Dades preliminars en pasos posteriors de purificacié enea-*

ra en estudo semblen indicar que es' tracta del mateix enzim

i així ho considerarem en aquesta discussio,

3) No podem descantar la possibilitat de qu& es tracti

el'un. enzim ja descrit sota un altre nom i amb unes altres

propietats. Entre aquests possibles candidats es troba l'e-
lastasa. No s'ha descrit, pero, que l'elastasa tingui ac-

tivitat sobre cap proteina enzimktica, exceptuant alguns
factors de la coagulado i del complement.
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4) Activitat sobre altres enzims. Dades obtingudes en

el laboratori indiquen que no es capag de modificar l'aeti-
vitat d'altres enzims relacionáis amb el metabolisme del

glicogen, com la fosforilasa a i b i la protein-quinasa in-

dependent d'AMPc, ni tampoc d'altres enzims, com la l&ctic

deshidrogenasa.

SI segon objectiu d'aquest treba.ll va Isser la determi-

nació de la localització subcel.lular de la proteasa, enea-

ra que, com ja hem dit, certes dades suggerien que tenia una

localització lisosomal. Aquest es l'orgbnuñ on es d'esperar
trobar una proteasa, perb el fet es que s'han descrit nom-

broses proteases de localització no lisosomal: mitocondria,

citoplasma, nueli, etc. En el nostre cas, en la fracció
corresponent al sediemnt de 27000xg s'iii troben grbnuls i

lisosomes, per tant, calia separar aqüestes dues fraccions.

Aquest objectiu es va portar a terme mitjancant gra-

dients de densitat en Ludox-W?.- Aquest solut reúneix un g

gran nombre d'avantatges sobre els demés medis de separació

subcel.lular, entre els quals destaquen la manca de toxi-

citat, l'estabilitat de les solucions i el fet de formar

gradients espontbniament, amb la qual cosa la manufactura

deis gradients es simplifica molt.

Han estat descrits nombrosos exemples de separació d'
orgbnuls en gradients de Ludox-FVP en diferents tipus de

cbl.lules. Per altra banda-,, s 'ha descrit la .composició sub-

cel.lular deis leuebeits polimorfonuclears mitjaneant cen-

trifuga.ció en gradients de sacarosa. No coneixem, pero'j cap
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cas que utilitzi el Ludox-FVP com a medi per fraccionar po-

limorfonuclears.

Malgrat els exemples de separado existents en la bi-

bliografia, existeixen moltes diferencies de mida i densi-r

tat entre els orgltnuls d'un teixit o un altre. També s'ob-
serven grans diferencies en la densitat aparent que presen-

ta unmateix orgenul col.locat en un medi de gradient o un

altre. Degut a a,questes consideracions, va ésser necessari,

abans d'intentar fraccionar els polimorfonuclears, fer pri-

merament un estudi de les condicions de centrifugado i des-

prés veure com variava la distribució deis enzims marcadors
al llarg del gradient en variar les condicions de formado.

El Ludox-FV? pot fer-se servir resuspes en sacarosa

0,25 M o bé en NaCl 0,9/í>. Hi ha nombro sos exemples de la ■

utilitzacio deis dos tipus de medi. Nosaltres vam comenpar

fent servir la solucio de ludox-F/P-sacarosa, de la que dis-

posavem de mes dades bibliogr&fiques.

Els primers experiments sobre la influencia de les con-

dicions de centrifugado en la forma del gradient van ésser
portades, dones, a terme amb aquest medi. Es va assajar sis-
tem&.ticament la influencia de la velocitat i temps de cen-?

trifugacio, densitat inicial de la mostra i tipus de centri-

fuga.

S'intentava obtenir un gradient de pendent suau, de tí-
pica forma de "S" amb una zona intermitía on les diferencies
de densitat fossin petites, de manera que orglinuls de den-
sitats semblant es col.loque'ssin en bandes separades. El

pendent no devia ésser massa pía., dones aleshores una matei-
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tampoc massa fort, dones aixo suposava que dues densitats

bastant diferents es trabarien juntes en el gradient i di-

ferents orgbnuls bandejarien junts.

Un cop determinades les condicions de centrifugació
tebricament bones, es va intentar fraccionar la mostra. Els

resultáis fent servir Ludox-PVP-sacarosa no van ésser del

tot satifaetbris, dones es formaven nombrosos agregats i la

mostra apareixia, comprimida en dues bandes massa compactes

per a ésser reáls.

Es van asss-jar aleshores els gradients a base de Ludox-

FVP-NaCl. Les condicions de centrifugació es van variar lleu-

gerament, dones aquests gradients es formen mes rb/pidament

que en presencia de sacarosa.

No es van repetir aquells assaigs que s'havien dut a

terme amb Ludox-PVP-sacarosa i havien donat resultáis nega-

tius o be prou satisfactoris (velocitat i temps de contri-

fugació, efecte de resuspendre la mostra directament en el

medi o no, etc). Pero el que es va tomar a estudiar va

ésser la influencia de la densitat inicial del medi, ja que

era el factor que tenia més importancia en la posterior dis-

tribució deis orgbnuls, Aquest factor és el que determina

la densitat en la zona mitja i els extrems del gradient i,

per tant, el lloc on bandejarb. cada tipus d'orgbnul d'acerrd
amb la. seva propia densitat, que ha de coincidir amb la del
medi que l'envolta.

Es curios senyalar que, segons els resultáis obtinguts
en aquest treba.ll,la influbncia de la densitat inicial del
medi és diferent segons el tipus de gradient. Així, en el
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cas de Ludox-P/P-sacarosa, l'efecte es mes evident sobre el

pendent que sobre la densitat del gradient, mentre que amb

Ludox-PVP-NaCl, l'efecte es mes important sobre la densitat

obtinguda i, en canvi, el pendent es similar en tots els ca-

sos.

Els gradients de Ludox-PVP-NaCl van resultar ésser mes

satisfactoris que els de Ludox-PVP-sacarosa, ja que la mos-

tra apareixia mes ben distribuida i s'observaven menys agre-

gats. Vam escollir, dones, aquests per a portar a terme l'
objectiu previst de la localització subcel.lular de la pro-

teasa.

Prbviament a aquests últims experiments, es van fer pro-

ves en ambdós tipus de gradients, sobre l'efecte de la den-

sitat inicial del medi en la .distribució a través del gra-

dient de les activitats fosfatasa &cida i succinat deshidro-

genasa, marcadores de lisosomes i mitocbndries, respectiva-
ment. En tots dos casos, es va observar que inicialment, les
dues activitats bandejaven juntes en el fons del tub del gra-

dient i, a mida que anava augmentant la densitat, el pie de
succinat desbidrogenasa anava desplaeant-se cap a la, part

superior del gradient, menys densa. Aquest fet estava d'acord
amb la bibliografía, que descriu que, en leucocis PMN, les

mitocondries son menys denses que els grbnuls (orgbnuls sem-

blants ais lisosomes), mentre que en la majoria deis altres

teixits, les mitocbndries son mes denses que els lisosomes.

Un fet que primerament ens va sorprendre va ésser que,

en subfraccionament de leuebeits en gradients de sacarosa,

les densitats aparents deis grbnuls oscil.laven entre 1,18-
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1,22 gr/ml, mentre que les densitats que nosaltres obteniem
eren molt mes baixes, de l'ordre de 1,04-1,08 gr/ml. l'ex-
plicació d'aquest fet és senzilla: la densitat aparent d'
un orgbnul depen del medi en el qual es trobi resuspbs. La

sacarosa, una molécula petita, pot penetrar dintre de l'es-
tructura de l'orgbnul, augmentant aleshores la seva densi¿

tat, mentre que el Ludox, compost de partícules de sílica
recobrtes amb PVP, es incapac de travessar leí membranes,

per la qual cosa la densitat aparent amb la qual es compor-

ta 4s molt mes baixa que en el cas de gradients de sacarosa.

Per a definir la distribució deis diferents orgbnuls
dins del gradient, s'han d'escollir marcadors enzim&tics

adequats. Es tracta d'enzims, la localització deis quals

estb. ben definidas, i que están presents únicament en un sol

tipus d'orgbnul, de manera que el lloc on es localitzi

aquesta activitat correspondí a les fraccions on ha bande-

jat l'orgbnul corresponent.

El fraccionament aconseguit per nosaltres és satisfac-

tori en quant aconsegueix l'objectiu proposat de separació
entre gínuls i mitocbndries, peí no és prou bb en quant
al subfraccionament deis grbnuls en els seus dos subtipus

existents: azurofils i específics. Els resultats en aquest
cas no son tan bons, Els grbnuls específics venen determi-

nats peí pie de liso sima que no conté peroxidasa, mentre

que aquell pie on coincideixen ambdues activitats indica

la localització deis grbnuls a,surbfils.
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ín la distribució s'observen dos pies, un mes important

que l'altre, de lisozima, i aquesta situació és mes evident

que en el cas de la peroxiaasa. Aquest segon pie de lisozi-

ma pot representar el pie corresponent ais gr&nuls especí-
fies, perí>, mes probablement, es tracta d'un reste d'acti-
vitat procedent d'org&nuls destruits,

Els resultats han indicat que es tracta d'una protea-

sa present en la fracció granular , de manera que podem des-

cartar la possibilitat d'una localització mitocondrial.

En quant al tipus de gr&nul en el qual es troba loca-

litzada la proteasa, no podem donar un resultat concret. Ara

be, les dades de que disposem inclinen a pensar que pot es-

tar present en els gr^nuls azur&fils, en primer lloc perqué
el punt mes alt d'activitat proteasa es troba limitat a les

zones mes denses del gradient, i en segon lloc perqué les

dues serin-proteases neutres descrites de PNN, elastasa i

catepsina G, están localitzades en aquest tipus de grknuls.

No es pot-descartar, pero, que estrobi en gr&nu^s es-

pecífics.

la principal objecció que presenta la localització de

la proteasa en els gr&nuls azurbfils és el pH &ptim neutre

que presenta. Els gr&nuls azurbfils s'assimilen ais lisoso-

mes d'altres cbl.lules i deuen teñir un pH entre 5-6. No

es coneix el pH intem deis grlmuls específics.

El fet de troban una proteasa neutra en un lisosoma

ja ha estat descrit altres vegades i l'exemple mes proper

que tenim és el cas de 1'elastasa i la catepsina, G. Apart

d'aquesta. considera,ció, s'ha descrit en altres teixits dife-
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rents ais PI'ST, 1'existencia de gr£tnuls similars ais liso-
/

somes, que contenen només proteases neutres. Es possible

que també existeixin en els leucbcits.

En qusnt a les diferents funcions en qu& aquesta pro-

teasa podria participar, podrien Isser, de manera totalment

especulativa, les següents:

1) Degradado extracel.lular: seria similar al cas

de l'elastasa i consistiría en que fos alliberada al medi

extracel.lular. Com que en aquest no es troba glicogen ni

els enzims a ells associats, l'accié sobre aquests enzims

seria pura casualitat.

2) Degradado intragranular: apart del procés cito-

plasm^tic, el glicogen •también de grada intralisosomalment.

3'ha localitzat aquest polisac&rid en 1'interior de grlnuls
i lisosomes per microscopía electrónica.

Aquesta degradado lisosomal ha d'Isser bastant

rapida i quantitativament important, com ho proven les ma-

lalties d'acumulado intrali so somal del glicogen. El gr&nul
ha de disposar deis enzims necessaris per a degradar total-

ment el glicogen, incluint les zones ramificades. La glico^

genosi tipus II, una de les maJLalties mes greus d'e.quest
grup d'enzimopaties, Is deguda al déficit en d (1,4)gluco-
sidasa ^.cida, que va sepe,rant': els residus dce glucosa, units

per enlísteos oC(l,4).
El glicogen oue es degra,da en el lisosoma corres-

pon a a.quell que s'a,cumula en quantitats excesives o desor-
dena,dament i no es, per tant, útil per a la c&l.lula. Els
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factors que regulen el ritme de degradado son desconeguts,

perb es tracta d'un procés d'autoffegia.
Dins la efe1.lula, el glicogen estfe. associat ais enzims

*

del seu metabolisme, especialment la glicogen sintasa. Es

possible aleshóres, que aquests enzims es trobin també en

el lisosoma, de manera que aquest sigui el seu -eamí de de-

gradado, en el qual podria intervenir la nostra proteasa.

3) Degradado citoplasmfetica: encara que la proteasa

estigui localitzada en els grfenuls, podria actuar en l'ex-
terior d'aquests orgfenuls.

Aquest procés podria estar relacionat amb la mort ce^

l.lular, que acabaria amb la desaparicio deis components

cel.lulars per alliberament deis enzims hidrolítics que con-

tenen els grfemuls. L'aparicio de la proteasa amb les seves

dues activitats, implicarla una activado de la degradado

del glicogen i una inhibido de la síntesi, amb la qual

cosa l.'objectiu final de degradado del polisa.cfe.rid s'acón-
seguirá més rfepidament.

També es possible que 1'actuado de la proteasa esti^

gui relacionada amb la fisiología nozmal de la efe1.lula.
Si la nostra proteasa. té un paper regulador és molt proba-

ble que estigui relacionat amb els nivells d'enzim en la efe-
l.lula i no amb la regulado de la seva activitat, ja que

la proteolisi és un mecanisme irreversible i tant la glico-

gen sintasa, com la fosforilasa b quinasa disposen de sis-

temes de regulado per modificado covalent molt més vfelids.
La proteasa podria jugar un paper semblant al grup de

proteases especifiques, per ais enzims del piridoxa.1 descri-
tes per Katunuma. Encara que no es coneixen els mecanismes
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d'activado d'aqüestes proteases, sembla que constitueixen

el primer pas de la degradado d'aqüestes proteines. Com ja

s'ka explicat, la degradado tindria lloc en vkries etapes:
la primera consistida en una proteolisi limitada per part

d'aqüestes proteases especifiques* i la segona, en que les

proteínes transfórmales d'aquesta manera entrarien després
en el procés de degradado general de proteínes de la cbl.lu-

la. Mentre que aquesta degradado inespecífica no seria re-

gulable, el primer pas, que correspom a les proteases espe-

cífiques, sí que podria Isser regulable i variar segons les

necessitats de la cbl.lula en cada moment.

Un altre punt a destacar és que la proteasa es activa

sobre la forma I de la glicogen sintasa (forma defosforila-

da), pero pr&cticament no presenta activitat sobre la forma
D (forma 'fosforilada). Aixb suggereix que el grau de fos-

forilació podria influir en la velocitat de degradado de

la glicogen sintasa per part de la proteasa. Tindriem ales-

hores un sistema de regulado de la proteolisi mes complexe.

En aquest sentit, son de gran importancia els inhibi-

dors citoplasm&tics que s'iian descrit per a la majoria de
les proteades intracel.lulars, sigui quina, sigui la seva lo-

calització. L'existencia d'aquests inhibidors pot indicar

dues coses:

a) Existeixen per evitar qualsevol.accident que

provoqui la presencia en el citoplasma de proteases, amb

el conseqüent perill per a la integritat cel.lular. Aquest
fet podria ésser provocat per algún s^^cc!s que alteres la

compartimentació de la cei.lula.
Aixb suposa que, excepte en ca,sos anormals o
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patolbgics, no hi lia contacte entre el contingut deis grk-
nuls i el citoplasma i que els inhibidors son senzillament

una mesura de seguretat que, si les condicions son normáis,

no es trobaran mai en situació d'haver'd'actuar.

b) L'altra possibilitat es que, en alguns casos, hi

hagi realment un trasves d'enzims granulars cap al citoplas-

ma. SI paper deis inhibidors en aquesta situació seria molt

mes important que en la situació comentada anteriorment.
Ss tractaria de qufe els inhibidors regulessin, segons el seu

nivell, l'activitat d;'uns enzims proteolítics que, per la

seva banda, regularien el nivell d'altres proteines cel.lu-

lars, enzim&tiques o no. En una situació com aquesta, impor-

tarien dues coses: el nivell de proteasa existent en el ci-

toplasma i el nivell d'inhibidor. De l'equilib-ri deis dos

factors dependris l'activitat final i el qu& la proteasa

pugués manifestar la seva activitat.

Aquesta hipótesi dona, gran importancia a l'estu-
di deis inhibidors, principaJLment en dos aspectes: com se-

ria la seva regulado i quina seria, la seva especificitat.

L'estudi deis inhibidors est& encara molt retrasat, perb
es pot assegurar que el seu nivell ha d'estar finament regu-

lat per mecanismes fins ara désconeguts. Per altra banda,
un estudi mes profund deis inhibidors permetr^. saber fins
a quin punt arriba la seva especificitat.

Si réalment s'arribes a poder dir que els in^

hibidors són específics per a cada proteasa., seria, un punt

molt important per a pensar que estarien im.plica.ts en una

regulado molt mes complexe que la protecció de la. c&l.lu-
la davant d'una s£rie d'activitats proteolítiques incontro-
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Per acabar aquesta discussié, exposarem quines serien

les perspectives de treball a cñrt termini en aquest camp;

Segons el que ha estat exposat, hi han certs punts que cer-

quen una respota valida per a completar la nostra informado

- Presencia de la proteasa en altres teixits: es

a dir, veure si existeix en ells i el perqué no actúa de la

mateixa manera que ho fa en leucbcits.
- Activitat de la proteasa sobre la glicogen sin-

tasa i la fosforilasa b quinasa d'altres teixits, amb un in-

teres especial en els corresponents ais leucocits PMN.
- Aclarir el fet de si es tracta o no d'una proteb-

lisi límit: per aixo és necessari poder disposar d'una pro-

tea,sa totaiment purificada,.
- Aclarir el fet de si es tracta d'una sola pro-

teasa amb activitat sobre els dos enzims, o si son dues pro-

teases diferents.

- Compadrar les seves propietats amb les d'altres
enzims ja descrits. Aquests estudis es fan en base a l'es-
pecificitat de substrat, especialment fent servir pbptids
sintbtics, i a estudis amb inhibidors específics.

- Profunditza,r en l'estudi de 1'inhibidor cito»

plasmktic. Una rao de perqub 1'activitat proteasa no és
detectable en altres teixits pot ésser que 1'inhibidor exis-
teixi en una proporcio mes gran.
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1-Ha estat identificada una proteasa neutra de leucocits

polimorfonuclears humana i de porc amb capacitat per activar

a la glicogen fosforilasa b quinasa de múscul esquelbtic de

cohill.

,2-El rendiment de l'obtencio de proteasa va ésser millo-

rat en un 200^- tractant el sediment de 27000xg amb Trité X-

100 al 0,lfí i sotmetent-lo a tres cicles consecutius de con-

gelacio-des congelado.3-L'activitat de la proteasa de polimorfonuelears sobre

la fosforilasa b quina.sa es semblant a 1'activado d'a'quest
enzim produida per la tripsina o la quimotripsina en alguns

aspectes.4-L'activado de la fosforilasa b quinasa produida per

la proteasa es caracteritza per ésser una reaccio extraor-

dinb.riament rápida, de manera que en dos minuts d'incubado
s'arriba al mkxim d'activacio (proteasa/fosforilasa b qui-

nasa=l/5 en proteina).

5-L'activado de la fosforilasa b quinasa es produeix

tant sobre la forma activa. (pH 6,8) com sobre la forma, inac-

tiva (pH 8,6), encara que és mes visible a pH 6,8.
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La proteasa modifica el percentatge d'activitat a

pH 6,8/pH 8,6 de manera que incrementa des d'un 38/2 fins
a un 68$ en 15 minuts d'incubació.6-La proteasa es activa a concentracions de proteasa/
fosforilasa b quinasa mes grans que l/20. La reacció d'ac-
tivació mantl la linialitat en dos minuts d'incubació fent

servir una relació des de 1/3 fins a;,1/20.7-L'assaig en presencia de diversos inhibidors especí-
fies per els diversos tipus de protestes, va mostrar un

100$ d'inhibició en presencia de PI.ISP 1 mi,! i STI 1 mg/ml.
Inhibidors com les clorometilcetones TPCK i TICE produien

un 42$ i un 55$ d'inhibició, respectivament, en concentra-»

ció 5 mi!. Els demós inhibidors assajats es van mostrar in-

actius.
*

Per tant, l'enzim es classifica clarament dins del

grup de les serin-proteases.8-La proteasa de leucócits polimorfonuclears es va mos

trar com a independent de calci a concentracions entre 55

yi^M i 2 mM, a diferencia de l'anomenat í?factor activant
de la quinasa” que es bptimament actiu en presencia de 1

mM de Ca^ + .

9-La proteasa va'presentar, sobre fosforilasa b quina-

sa, un pH iptim d'activitat de 7,5.
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1 0~S1 seguiment de la reaccio de proteblisi mi-fcjancant

gels de poliacrilamida*al 57=-SDS van mostrar que s'afecta-
va inicialment la¿;.subunitat rt. i també la c\' de la fosfo-
rilasa b quinasa. Aquest model proteolític romania inalte-

rabie durant dues hores d'incubado.

1'activado de la fosfo rilasa b quinasa és paral, le-

la a la desaparició de la subunitat

1 1-E1 medi de gradient compost de ludox-F/P-PaCl va de-

mostrar ésser mes adient per a la separado d'orgbnuls ci-

toplasmatics que el compost de Ludox-WP-sacarosa.

12-1 es condicions bptimes de concentrado del medí de g

gradient per separar mitocbndries i gr&nuls van ésser:
Ludox (8v' v/v)-F/P (3,75?= p/v) en NaCl 0,9?' ajustat a pH 7,5.

1 3-Les condicions de centrifugado que es van fixar van

ésser de 15000 rpm durant 75 minuts (T= 42C) en el rotor

Ty 40 d'una centrífuga Spinco 12.

1 4-ia quantitat de mostra idonia per a un gradient de V=

9 mi, es va fixar com el sediment de 27000xg corresponent

a 2x109 cbl.lules polimorfonuclears, quantitat que no dis-

•torsionava el gradient.

1 5-E1 mbtode escollit per a separar la sílica de les frac-

cions va ésser la centrifugado a 35000 rpm durant 45 minuta
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1 6-Hn canvi en la densitat inicial del medi de gradieñt

(percentatge de Ludox), mantenint constants les condicions

de separació, ocasionava un desplacament de les activitats

enzimktiqu.es a través del gradieñt.

1 7-S 'aconsegueix en gradients de Ludox-PVP-FaCl una bo-

na separació de grknuls i mitocbndries, com ho evidencien

els perfils deis seus enzims maracdors: succinat deshidro-

genasa i glutamat deshidrogenase, per la mitocondria, i fos-
fatasa kcida, ^ -glucuronidasa, peroxidasa i lisozima pels
diferents tipus de gránuls. Sis marcadors d'una mateixa
fracció cel.lular coincidien en la seva localització en el

gradieñt.

1 8-31 mbtode emprat no arriba a discriminar* cla,rament

•els grknuls azurofils i específics, com ho evidencien els

perfils deis seus mareadors: lisozima-peroxidasa pels azu-

rofils i lisozima pels específics.19-L 'activitat proteasa apareix associada a la fracció
granular, tant assajada sobre fosforilasa b quinasa com

sobre glicogen sintasa.20-En el citoplasma es troba un inhibidor de 1'activitat
proteasa, de na,turalesa termolkbil.
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