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INTRODUCCIO



1. OBJUECTIU DE LA TESI

Existeix en l'actualitat un gran nombre d'estudis sobre els anti-
gens especifics de grup sanguinij nogensmenys, la major part d'aquests
estan enfocats sota el punt de vista genétic i/o immunoldgic, existint
un gran buit pel que fa a les caracteristiques biofisiques, fet expli-
cable, en part, per la necessitat d'emprar, en molts casos, grans quan-
titats de substincia, en comparacid a quan es fa {is, per exemple, de
té&cniques immmnoldgiques.

Aquest buit encara és més palés quan es tracta de glicoprotefnes
antigéniques aillades a partir de la membrana de l'eritrocit.

Altrament, en molts d'aquests estudis s'aporten dades que presen-
ten una gran heterogenicitat, fet 1dgic atés que la metodologia emprada
en l'cbtencid de les glicoprotelnes ha estat molt diversa. Tot aixd fa
que la comparacid entre els resultats descrits en la bibliografia sigui,
a vegades, molt dificil, especialment quan en els processos d'extraccid
i/o purificacid s'ha fet s de detergents, o quan l'cbjecte a estudi no
és la molécula sencera sind un fragment de la mateixa, obtingut per rup-
tura quimica o enzimitica.

L'activitat de grup sanguini en els eritrocits, quan aquesta ha es-
"tat referida a substancies no lipidiques, s'ha assignat de forma concre-
ta a la glicoforina A, la glicoprotefna més gran present en la membrana,
i també a l'ancmenada banda 3, la principal protefna de 1l'eritrocit, pe-
rd que, en contraposicid amb la glicoforina A, te un contingut minso en
en glicids. En altres casos l'activitat de grup sanguini ha estat rela-
cionada amb glicoprotelnes sense concretar-ne si es referien a les abans
esmentades o es tractava d'altres molécules.

En base a aix8, 1l'cbjectiu de la tesi ha estat la caracteritzacid
fisicoquimica d'una molécula que quimicament tingui naturalesa glicopro-
tefnica, anant acompanyada aquesta d'activitat de grup sanguini A.



La caracteritzacié ha d'incidir, especialment, en la determinacid
dels pardmetres estructurals per les técniques a l'abast.

L'obtencid d'aquestes glicoproteines s'ha realitzat fent Gs dels
métodes que -a partir d'una revissid bibliogrdfica prévia- fornien uns
millors i més comparatius resultats. A hores d'ara aquests metodes han
esdevingut clissics per aquesta finalitat. Amb tot, la metodologia em-
prada ha estat eclécticament modificada en alguns aspectes per tal que
s'obtingués un major grau de puresa i homogenicitat de la mostra.

S'ha de remarcar que l'estudi ha tingut com a punt central una
substdncia glicoproteinica amb activitat de grup sanguini A, condicions
fixades previament a 1l'aillament, i a partir d'aqui, totes les proves i
determinacions realitzades han tingut Gnica i exclussivament un enfoca-
ment fisicoquimic, sense parar esment en altres aspectes, com els immu-
noldgics o d'estructura fina de 1l'epitop, per exemple. Amb tot, s'ha
previst completar aquest estudi, més endavant, i en col-laboracid amb
altres centres aquests aspectes ara bandejats.



2., ANTIGENS DE GRUP SANGUINI

2.1. ANTIGENS

El terme antigen s'utilitza comunment en dues aceptacions. En
primer lloc defineix una substadncia que, injectada en un animal adient,
estimila la produccid d'anticosos circulants o produeix canvis de
reaccionabilitat cel-lular, i, en segon lloc defineix una subtancia
que te la propietat de reaccionar amb 1l'anticds. Sens cap dubte,
aquestes dues caracteristiques sén diferents. Hi ha substincies que
tenen la capacitat de reaccionar amb anticosos, perd no poden per si
mateixes estimular llur formacid. Aixi, la nocid d'antigen va acompa-
nyada de dues propietats diferents: la-immunogenicitat i 1l'especifici-
tat antigénica. La immunogenicitat és la capacitat de provocar una
resposta immune, mentre que l'especificitat queda reflectida en la na-
turalesa de la zona que es conbina amb l'anticds, i és definida com la
capacitat d'una molécula o petites porcions d'aquesta, de reaccionar

amb anticosos.

La part especifica que reacciona amb l'anticds reb el nom d'hap-
t&, epitop o determinant antigénic. Els determinants antigénics tenen
una estructura tridimensional amb la qual s'accblen a l'anticds. E1
nonmbre de determinants antigénics en una molécula antigénica &s varia-
ble i estd en funcid de les caracteristiques quimiques i el tamany de
la molécula. No necesariament tots els determinants sén idéntics ni
tots s'uneixen a la molécula d'anticés en la reaccid antigen-anticOs.

Els antigens poden considerar-se com pertanyents a una d'aquestes
classes: antigens naturals, antigens artificials i antigens sintétics

(Taula 1) (STEWARD 1979).

2.1.1. ANTIGENS NATURALS

Els antigens naturals sén compostos proteics (proteines i acids
nucleics), glucidics (glicolipids i glicoproteines, polisacarids) i,

molt rarament, lipoproteines.
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Els antigens poden provenir d'organismes extraespecifics (hetero-
antigens), com els bacterians, els pol-lens i moltes altres substan-
cies animals i vegetals; poden també provenir d'individus de la mate-
ixa espécie (al-loantigens), determinants de sensibilitzacions intra-
especifiques, i poden, tanmateix, originar-se en el propi subjecte en
el que palesen llurs efectes (autoantigens) determinants d'autoimmu-
nitzacié (MASSA i ARAYA, 1980).

La molécula que constitueix un antigen pot trcbar-se dissolta en
els liquids de 1l'organisme (antigen molecular o soluble); en altres
casos, pot trobar-se fixa en diferents corplisculs, integrant amb altres
antigens el mosaic antigénic dels mateixos (antigen corpuscular o par—
ticulat). '

Existeixen alguns antigens extraordinariament difosos en la na-
tura. L'antigen Forssman o antigen heterdfil desccbert en el moltd és
un dels més difosos. El presenten quasi tots els bacteris, els vegetals
(excepte fésols, arrds i civada), nombrosos animals, i els humans dels
grups sanguinis A i AB. El terme heterdfil aplicat a un antigen, signi-
fica que el mateix es troba en més d'una espécie animal i/o vegetal.

Totes les cél+lules implicades en la resposta immunoldgica te-
nen antigens de reconeixement, cas dels antigens d'histocompatibili-

tat i els receptors per a l'antigen en els limfocits T i B.

2.1.2. BASES MOLECULARS DE LA IMMUNOGENICITAT I DE L 'ESPE-
CIFICITAT ANTIGENICA

Existeixen una série de pardmetres moleculars (composicid, tamany,
forma, accesibilitat, carrega eléctrica, configuracid Optica i confor-
macid estérica) que controlen l'especificitat antigénica i la immunoge-
nicitat (SELA 1969).



-~ Tamany : Es creia que els pesos moleculars inferiors a 5000-10000
no eren immunogénics, i aixd és encara cert probablement per als anti-
gens proteics; altres molécules de baix pes molecular amb un minim de
450 han demostrat ésser immmogenics.

Per altre part, per a calcular el tamany del determinant antige-
nic s'han emprat métodes que consisteixen en inhibir la zona d'unid
de 1'anticds de 1'antigen homdleg emprant irhibidors de tamany crei-
xent. En general es creu que el tamany requerit per ésser determinant
antigénic és equivalent a sis anells de glucopiranosa.

- Composieid : Els homopolimers de a-aminodcids generalment no
sén immmnogeénics, perd els polimers de dos aminodcids ho sén. A mida
que augmenta el nombre d'aminodcids diferents que formen el polimer,
augmenta el poder immunogenic. Aquest poder &s encara més incrementat
si en les molécules es troben anells bencénics o ciclchexanics.

- Conformacié estérica : L'ordenacid estérica de les proteines
antigéniques és important en llur especificitat antigénica, car les
proteines desnaturalitzades reaccionen molt poc, si ho fan, amb an-
ticosos dirigits a les moldcules natives. Estudis amb polipéptids
sintétics han demostrat que el sistema immune és capag de distingir
una estructura en cabdell moncestadistic (random coil) d'una en
a-hélix, per exemple, encara que en ambdues conformacions estiguin
implicats els mateixos aminodcids.

Estudis de dicroisme circular (SCHECHTER et al. 1971) han de-
mostrat que quan els anticosos per a l'estructura de a-hélix reaccio-
nen amb un polipéptid en conformacié de cabdell monoestadistic, pot
ocorrer un canvi conformacional induint una tendéncia helicoidal en
el cabdell moncestadistic i aixd reb el nom de transconformacid.

- Cdrrega : Alguns estudis en els que es variava sistemdticament la
cirrega dels antigens sintétics per alteracid en la composicid dels
aminodcids han revelat que la cdrrega no &s un requeriment per a la
immunogenicitat i, en general, la cirrega no afecta a la quantitat
d'anticosos produits. No obstant, les mplécules amb una elevada car-
rega sén febles immindgens. Es interessant realgar que hi ha una re-
lacié inversa entre les cirregues de les molécules immunogéniques i

la carrega dels anticosos que produeixen.



- Configuracié Sptieca : L'alt grau d'esterecespecificitat dels
anticosos envers llurs antigens ja ha estat indicat anteriorment. A
més, els polimers de D-aminodcids sén menys immunogénics que els for—
mats pels corresponents L-isdmers. la unid de residus L-aminodcids a
la superficie d'una macromolécula sintética formada per D-aminodcids
fa que agquesta esdevingui un bon immundgen. Sembla que la feble immu-
nogenicitat dels polimers dels D-aminodcids &s deguda al seu incom-
plert catabolisme i a la seva retencid en 1l'organisme durant llargs
periodes de temps. El lent alliberament subseglient es tradueix en una
resposta immne insensible.

- Forma ffsica : la forma fisica d'un antigen quan s'injecta a un
animal és de gran importdncia per a determinar si pot o no ésser immu-
nogénic: Les proteines, dcids nucleics i antigens sintétics, tenen
diferent immunogenicitat quan es troben en forma agregada o no agrega-
da, Alguns antigens que no sén immunogénics quan s'administren en so-
lucid salina fisioldgica ho sén molt quan s'administren incorporats a
1'adjuvant de Freund (una emulsid d'aigua i oli en la que se suspenen
Mycobacterium tuberculosis morts) o adsorbits a precipitats d'alum.

2.2. ANTIGENS DE GRUP SANGUINI

Els antigens de grup sanguini sén estructures que expressen la
individualitat de les superficies cel-lulars, fluids corporals i se-
crecions, en contraposicid als antigens d'histocompatibilitat que ex-
pressen la individualitat tan sols en les superficies cel:lulars.

El perqué a les cél'lules, fluids i secrecions les calgui expres-
sar la seva individualitat &s una qliestid sense resposta.

Els antigens de grup sanguini han estat descrits en 1'home i en
catorze, si més no, diferents espécies animals, i sén 1l'expressid
de nombroses especificitats de grup sanguini. Cadascuna d'aquestes
especificitats agrupa un conjunt d'antigens vinculats entre si i ge-
néticament determinats 1 es coneix com a sistema sanguini. El nombre
de sistemes coneguts augmenta continuament, demostrant el gran poli-
morfisme genétic de 1l'esplcie.



Alguns d'aquests antigens estan restringits a la menbrana de
1l'eritrdcit, com els del grup MN, altres es troben en tots els ele-
ments de la sang (eritrocits, leucdcits, plaquetes) i altres, com
els propis del grup ABH, es troben émplianenf distribuits, essent la
distribucib dels antigens en els teixits dependent del grau d'evolu-
cid filogenetica (ORIOL et al. 1984). ‘

Els principals sistemes grupals amb llurs antigens basics es
mostren a la taula 2. Cal tenir en compte que els antigens presenten
en tots els sistemes nombroses variants al-léliques (MASSA i ARAYA,

1980).

SISTEMA ANTIGENS
ABO A, B, H
Lewis Led, Leb

Ii I, i
Lutheran Lud, Lub

MN Ss M, N, S, s
P Pys Py by K
Rh-Hr D, C, cE, e
Kell-Cellano K, « , Kpa
Duffy Fya, Fyb
Kidd Jka, gkb
Diego pid, piP
Sutter Js?, Jsb

Xg Xg
Cartwright vYtd, vtb
Dombrock Do?, Dob
Sciana-Burrell scl, se?

TAULA 2.- Principals sistemes grupals eritrocitics
(Segons MASSA i ARAYA: Immunohematologia bdsica,1980)
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Totes les substdncies de grup sanguini sbn principalment glico-
proteines i/o glicolipids amb l'especificitat antigénica determinada
predominantment per glicids. L'antigen Rh dels eritrdcits humans és
una excepcid; &s una protelna sense glicids i requereix per a 1l'ex-
pressid antigénica de grups sulfhidrils reduits. L'antigen Rh &s di-
ficil d'extreure de la membrana en forma activa i sembla que altres
components de la membrana poden estar implicats en l'especificitat
antigénica, cosa que explicaria perqué 1l'antigen &s tan 13bil.

la resposta immunoldgica que indueixen aquests antigens estd en
funcid de la seva naturalesa proteinica o glucidica, podent induir
la formacid d'anticosos de la clase IgM (aglutinines) i/o de la clase

IgG.
2.2.1. FUIVCIO‘ DELS ANTIGENS DE GRUP SANGUINI

La funcid d'aquests antigens no ha estat clarificada i molt menys
el perqué de trobar-se molts d'ells presents en diferents parts de
1'organisme. Una hipdtesi és la de suposar que aquests antigens pro-
porcionen una defensa enfront les invasions viriques. Quan un virus
ataca un organisme, aquest respon amb anticosos dirigits contra els
antigens adquirits pel virus de la membrana cel-lular del seu hoste i1
d'aquesta manera combat la infeccid. Considerant aixd, 1l'existéncia
d'aquests antigens pot ésser interpretada com una mena de sabiduria
cel+lular per a sobreviure en el transcurs de la histdria de la inter-
accid entre aquests organismes i els virus. Altrament, els antigens
ABH no semblen tenir cap funcid essencial per a la vitalitat de la cél-
lula, atés que la vida dels indivisus tipus Bombay, freturosos dels '
antigens ABH, &s molt normal. Aquest fet feu afirmar a KALCKAR (NIKAIDO
1967) que, probablement, els determinants antigénics de grup sanguini
eren un luxe de la cél-lula. El desenvolupament normal dels individus
Bomabay també contrasta amb la sugeréncia de PANN i KUHNS (1972) de
que a més de la individualitat, els antigens de grup sanguini serien

uns marcadors de 1'oncogénesi.
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Anb el desenvolupament dels anticosos monoclonals s'ha pogut es-
catir que molts dels antigens sanguinis estan associats als processos
oncogénics o als de diferenciacid cel-lular, i que, per la seva part,
estan determinats per la seqliéncia dels sucres del component glucidic
dels antigens. Aixi, aquests gllicids actuen de marcadors de la super-
ficie i sbn els que distingeixen les cél.lules madires de les immadu-
res, 1 les cél-lules tumorals de les normals. També les seqﬁéncies
glucidiques i/o algunes estructures adicionals associades amb elles,
han de tenir un paper especific en el creixement normal i en la dife-
renciacid. Per altre part, la inapropiada biosintesi o precessament
de les estructures glucidiques han de contribuir al capteniment des-
ordenat de les cél-lules tumoroses (FEIZI 1985).

2.3, GRUP SANGUINI ABO

El grup sanguini ABO fou descobert en 1901 per lLandsteiner, que
defini els grups A, B i 0, i completat per DeCastello i Sturli en 1902
anb el grup AB. Els antigens relacionats amb aquests grups sbn: grup A
(antigen A), grup B (antigen B), grup O (antigen H) i grup AB (antigens
A i B, alhora).

Els antigens ABH ja estan presents en fetus de 20 dies (ROUGER i
SAIMON, 1982), adquirint practicament llur expressid definitiva a l'edat
de 3 anys. Durant la maduracid de les séries sanguinees sembla que ha
quedat demostrat que la sintesi dels antigens ABH te lloc en l'etapa
del proeritroblast.

La distribucid filogénica d'aquests antigens depend, com ja s'ha
apuntat, del grau d'evolucid, ja que si be els antigens ABH s'han tro-
bat en les secrecions exocrines de tots els mamifers, la preséncia en
el teixit nervids només s'ha palesat en els primats, i, dins d'aquest
ordre, mentre que el babui (fam. Cercopithecidae) els presenta també
en 1'endoteli vascular, el marmoset, un platirri de la familia Cebidee ,
i, per tant, menys evolucionat, no els hi conté (MOLLICONE et al., 1986)
(taula 3).
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La distribucid dels antigens en un individu adult és molt extensa,
de forma que la major part dels teixits humans, plaquetes sanguinees,
leuctcits, limfocits, cél-lules epidérmiques, espermatozoides, endoteli
vascular, cel.lules amnidtiques, calostre i també cdl-lules malignes de
cancer de coll uteri, del pancrees, de 1l'aparell gastrointestinal, con-
tenen el o els antigens a llur fenotipus eritrocitic. El meconi és un
altre font de substincies de grup sanguini (COTE i VALLET, 1976).

La naturalesa dels antigens en els teixits &s diferent segons
aquests siguin adsorbits o intrinsecs. DUNSTAN et al.(1985) han trobat
que els antigens ABH de les plaquestes sdn de dos tipus (les cadenes
dels antigens eritrocitics poden ésser de quatre tipus, segons es veurd
més endavant): els presumiblement intrinsecs pertanyen a cadenes del
tipus 2, i els adsorbits passivament, que sén del tipus 1.

La capacitat de secretar substancies amb activitat A i B &s trans-
mesa com un cardcter dominant mendelid, i é&s controlat per un parell de
gens al-lélics, Se i se, que sbn independents dels gens ABO. El gen Se
quan estd present, como homo o heterozigot, produeix la secrecid. L'al-
lel se en forma doble (sese) ocasiona la no secrecid de les substancies
ABO en els fluids o secrecions. El 80% de les persones de raga blanca

-,
sOn secretors.

Substancies que neutralitzen especificament 1l'accid aglutinant dels
reactius anti-A, -B i -H, també es troben en moltes espécies animals i
en certes plantes i microorganismes. En canvi, l'activitat Lewis (Le9),
antigen d'un sistema molt relacionat amb els ABO, ha estat detectada en
la saliva dels no humans, perd no s'ha descrit en animals inferiors. Es
pensa que aquesta especificitat és una conseqliéncia de 1l'activitat d'un
gen amb una evolucid posterior que la dels gens ABO i H (WATKINS 1966b).

La major part de les soques bacterianes tenen especificitat ABO.
En alguns casos els haptens dels antigens bacterians sén idéntics als de

les glicoproteines de les secrecions.
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En certes condicions es produeixen modificacions dels antigens
ABH, essent la causa més frequent el desenvolupament de les neopldsies.
Un altre variacid deguda al medi es presenta per 1l'accid de la flora
bacteriana intestinal -principalment de 1'Escherichia coli- en indivi-
dus amb antigens A,. Aquesta variacid, coneguda amb el nom de fenomen
del B adquirit consisteix en que, a més de la 1dgica aglutinacid dels
eritrocits anb el sérum anti-A, uns eritrocits poden, si be molt feble-
ment, reaccionar amb el sérum anti-B., El fet es produeix a causa d'una
desacetilasa produida pel bacteri i que provoca la transformacid de la
N-acetil-D-galactosamina (sucre propi de l'especificitat del grup A) en
D-galactosamina, molécula estructuralment molt propera a la galactosa °
que és el sucre que proporciona l'especificitat B (GERBAL i ROPARS, 13976).

El pertadnyer a un grup sanguini determinat és un fet definitiu, per
be que s'ha observat en moltes ocasions un afebliment de 1'expressid an-
tigénica 4'A en persones d'edat avangada. Per tant, es podria tenir el
cas d'un fenomen fisioldgic involutiu. També s'observen variacions de
1'expressid antigénica en certs estats patoldgics (leucémia aguda, ané-
mia refractiria o limfoma). Un fet destacat és que en algunes leucémies,
les fases de remissid van acompanyades per un retorn envers percentatges
normals d'aglutinacib, que variaran de nou si es produeix una recidiva.
Malgrat que s'han descrit modificacions idéntiques per a B i H, aquest
fenomen no te cap explicacid univoca, car, per una part, no totes les
leucémies produeixen modificacions del grup sanguini, i, per altre, exis-
teix la hipdtesi segons la qual es tractaria d'una mutacid somdtica, que
&s difficil d'aceptar quan es trcben implicats diferents sistemes genétics
independents (GENETER i MANNONI, 1980).

2.3.1. ESTRUCTURA QUfMICA

Els determinants antigénics del grup sanguini ABO sdn gllcids (units
a proteines o a esfingolipids). El trisacdrid terminal corresponent a un
antigen és comi tant per a glicoproteines com per a glicolipids, variant

els restants gllcids.



15

Les glicoproteines tenen una masa molecular elevada i sdn 1l'es-
tructura quimica predominant en els antigens de les secrecions. Els
glicolipids ho sén, per la seva part, de l'endoteli capilar i del sé-
run (KABAT 1973). Pel que fa als antigens de l'eritrocit, aquests po-
den presentar-se com glicolipids o com glicoproteines. En ambdds casos
1'especificitat de grup dels antigens ve donada pel glGcid terminal de
la moldcula (figura 1), que per aquest fet hom anomena glieid immuno-

dominant.,

— bebod

GRUP A
PROTEINA é ° 6 ? ‘

GRUP B
o — Q@O

GRUP 0

O D(+)-6LUCOSA
° D(+)-GALACTOSA

L(-)-FUcOsA

D{+)-N-ACETILGLUCOSAMINA

D(+)-N-ACETILGALACTOSAMINA

FIGURA 1.- Configuracié de les cadenes glucidiques especifiques
de qrup sanquini (ZAHLER 1968).
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Tots els antigens sbn derivats d'una substidncia precursora, in-
tegrada per galactosa--N-acetilgalactosamina (o N-acetilglucosamina)
--galactosa--N-acetilgalactosamina. Aquesta substdncia precursora, im-
munologicament inactiva, no antigénica, per 1l'accié d'una fucosiltrans-
ferasa, codificada pels gens HH o Hh, adiciona una fucosa formant la
substancia H. Els individus que no posseeixen aquest enzim sén els de-
signats com tipus Bombay. Aquesta estructura pot ésser modificada per
una N-acetilgalactosaminiltransferasa, codificada pels gens A, que adi-
ciona N-acetilgalactosamina en un enllag a(l - 3) a un residu galactosa
de la substancia H, formant d'aquesta manera 1l'antigen A, o pot ésser
modificada per una galactosiltransferasa, codificada pels gens B, que
adiciona galactosa a la mateixa substdncia H formant ara 1l'antigen B.
Els individus que tenen alhora aquests dos enzims, sintetitzen una mes-

cla de les dues substancies (antigens de "sang tipus AB).

En funcid dels tipus d'enllag i de la naturalesa de 1'hexosamina
central les cadenes glucidiques poden ésser de 4 tipus (taula 4).

Tipus 1 GalNacal =+ 3Galgl - 3GIcNAcBl -+ 3GalfRl - = reecrcrrens
2
1~

Fucal

Tipus 2 GalNAcal -+ 3GalBl - 4GIcNAcBl + 3Galpl - " orerrorerers
2
+
Fucal

Tipus 3 GalNAcatl -+ 3GaliBl - 3GalNAcal -+ 3Galfl + "= Tt
2 2
4 4
Fucal Fucat

Tipus 4 GalNAcal =+ 3Galf1 - 3GalNACR! -+ 3GalBl + ..vvieenrennennn
2
4’;
Fucal

TAULA 4.- Determinants de grup sanguini A portats per quatre tipus de
cadenes glucidiques (CLAUSEN et al., 1985).
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Les substancies de grup sanguini poden interconvertir-se de for-
ma experimental. Aixi una a-galactosidasa converteix les c&l-lules
humanes de tipus B en cél-lules de tipus O per liminacid d'una galac-
tosa. De forma semblant, les cél-lules de tipus O poden convertir-se
en cél-lules dels tipus A o B per incubacid amb una glicosiltransfera-
sa adient 1 1'UDP derivat de la N-acetilgalactosamina o galactosa, res-
pectivament (CANDY 1980).

2.3.2. CONTROL GENETIC

Els antigens ABH estan genéticament controlats. Els gens A (A/A i
A/-) 1 B (B/B 1 B/-) codifiquen els enzims responsables de la unid dels
sucres especifics que donaran lloc als antigens A i B, respectivament.
El gen O (0/0), que és el tercer al-.lel del locus ABO, és considerat
inactiu en el sentit que no produeix cap producte anileg als productes
dels gens A i B. Els individus que pertanyen al grup O i tenen el gen
secretor, Se, secreten una substancia anomenada H. L'activitat H és
tanbé detectable en els secretors Que pertanyen als grups A, B 1 AB, i
aquesta substincia és la que forma l'estructura bdsica que, per accid
dels enzims codificats pels gens A 1 B, déna els antigens A i B. la
formacid d'estructures H, deguda a l'accib d'una fucosiltransferasa, és
controlada per un sistema de gens independents, Hi; el gen H en forma
doble o senzilla déna lloc al cardcter anomenat H, 1 1l'al-lel %, present
en forma doble, %k, ocasiona 1'abséncia de caracter H, i, per tant,
1'abséncia de cardcters A i B, encara que els gens A i B estiguin pre-
sents. Aquests individus no abunden gaire i s'han trobat, predominant-
ment a Bombay, prenguent el nom 4 <ndividus tipus Bombay (WATKINS 1966b).
En altres casos, el cardcter H estd molt disminuit (havent-se localit-
zat aquests extranys fenotipus només a 1'illa de la Reunion) 1 aquestes
diferéncies fenotipiques s'han interpretat com una expressié polimdorfi-
ca del gen H (LE PENDU 1983a).

Un sistema sanguini molt relacionat amb 1'ABO, a més del secretor,
és el sistema Lewis que estd definit per dos gens al-lélics, Le i le,
transmesos independentment dels gens ABO i Hh,
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Actualment sdn coneguts quatre antigens Lewis: Le%, LeP, LeC i
Led, la formacid dels quals també estd influida pels gens H i Se.
Aixi, 1l'activitat zeb &s produida per l'accid de 1'al-lel e i de la
interaccid d'aquest amb el gen Se o amb el H (WATKINS 1966a). Aquests

dos darrers sén uns gens estructurals molt relacionats.

La taula 5 &s una revissid de les dades disponibles que mostra
els tres patrons principals de control genétic dels gens H i Se sobre
els productes directes dels gens (les glicosiltransferases) i els de-
terminants antigdnics finals sintetitzats per les glicosiltransferases
(BERNOCO et al. 1985).

H/-, Se/- H/~, se/se h/h, Se/—~ h/h, se/se

Enzims en sérums i eritrécits

A + + +
B + + +
H + + -(a) -
Le - - - -

Antigens sobre els eritrdcits (b)
A
B
H
Le

+ - -

+
+ - -
+

+ + + +

Antigens en la saliva
A
B
H
Le

+ + + 4+
+ + + +
1}

+

TAULA 5.~ Preséncia de les glicosiltransferases ABH i Le i llurs
components corporals d'acord amb els genotipus H i Se del donant.
(a): en aquest sera s'ha trobat una feble activitat enzimatica H.

(b): sols es te en consideracié una forta expressié d'ABH.
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En resum, aquests antigens estan regits per quatre grups de gens,
cadascl pertanyent a quatre llocs gendtics independents. Aquests loct
sén els actualment designats com ABO, Lele, Hh i Sese.

2.3.3. ELS SUBGRUPS D"A I DE B

En 1911 Von Dungern i Hirszfeld demostraren 1'existéncia de dues
varietats artigéniques en el grup A (subgrups A; i A;) que corresponien
als productes de ‘dos al-lels. Els antigens A; poden aglutinar amb la ma-
teixa avidesa tots els sérums anti-A de sang B i 0, sempre i quan tin-
guin titol suficient. De la mateixa manera reaccionen amb les lectines
de Dolichus biflorus. Els fenotipus A, reaccionen menys intensament amb
els mateixos anticosos anti-A de la sang B i de la O, perd no ho fan
amb els sérums anti-A;. En canvi, sén sensibles a 1l'accid de la lectina
Ulex europaeus (lectina anti-H). Aquestes variants reapareixien a nivell
de grup AB, podeht-se, doncs, dividir-se en A;B i A»B.

Posteriorment han anat apareixent més subgrups, de freqiiéncia fe-
notipica inferior. Els principals es mostren en la taula 6.

La diferent reaccionabilitat dels eritrocits A; i A; enfront dels
sérums anti-A s'ha intentat explicar, afirmant en alguns casos que la
base molecular de la diferéncia era quantitativa, i, en altres, que era

qualitativa.

Segons la hipdtesi quantitativa els eritrdcits A, tindrien més de-
terminants A que els A;, i, per contra, els eritrdcits A, tindrien més

determinants H.

Aquesta hipdtesi estd recolzada per estudis realitzats amb
a-3-N-acetilgalactosaminiltransferases purificades de sérum de tipus A,
i A;, que mostren que 1'enzim dels individus A; &s menys eficient en
comparacid amb 1l'enzim A, (SCHECHTER et al., 1971). Tots dos enzims
mostren tenir aceptors d'idéntica especificitat, emprant aceptors de
baix pes molecular, perd amb valors diferents de Ky, pH Optim i neces-
sitats de cations (SCHACHTER et al., 1973).
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SCHENKEL~BRUNNER i TUPY (1973) confirmaren les desigualtats
cinétiques dels enzims que transfereixen exactament N-acetil-D-galac-
tosamina sobre la substincia H dels liquids bioldgics i converteixen
els eritrocits O en A, perd ho fan a velocitats de reaccid molt dife-

rents.

El model qualitatiu es fonamenta en la hipdtesi que els determi-
nants antigenics sén estructuralment diferents, i aixi, mentre la
transferasa A, només faria servir estructures d'aceptor amb cadenes de
tipus 2 (cf. taula &), les transferases A; adicionarien N-acetil-D-ga-
lactosamina tant a cadenes del tipus 1 com a cadenes de tipus 2 (MORENO
et al., 1971).

Per altre part, s'ha comprovat en glicoesfingolipids que hi ha una
menor quantitat de cadenes glucidiques ramificades amb determinants A
en la sang Az, sugerint aix5 que l'enzim A, empra de forma menys efi.
cient com aceptors les estructures molt ramificades degut a impediments
estérics.

El fet que persones de grup sanguini A; puguin, a vegades, produir
anticosos anti-eritrocits Ay s'explica per aquest model.

Un altre diferéncia qualitativa ha estat el fet que els glicoli-
pids amb activitat d'un o altre subgrup es troben associats a proteines
diferents en la membrana eritrocitica. '

En un estudi realitzat en saliva d'humans (secretors i no secre-
tors) (LE PENDU et al., 1983b i 1983c¢) es comprova en els secretors
que l'enzim A; és també menys eficient en la saliva de donants Lewis
possitius que en la de Lewis negatius, deduint que la principal dife-
réncia entre la saliva d'individus A; i A; és que 1l'enzim Az és menys
eficient que 1'A) quan competeixen anb l'enzim Lewis pel seu aceptor

com( H.



22

En els no secretors es comprova que els antigens A i B trobats en
la saliva tenen menys eficiéncia i una heterogenicitat més gran en com-
paracid amb els antigens trobats en la saliva dels secretors.

Recentment, l'estudi amb anticosos monoclonals, per una part, i
d'oligosacarids sintétics, per un altre, ha portat a la hipdtesi de
que la base molecular de la diferenciacid entre els subgrups A rau tant
en propietats quantitatives com qualitatives.

2.3.4. FUNCIé DELS ANTfGENS ABH

La funcid bioldgica dels antigens ABH és, encara, desconeguda, si
be ja s'ha indicat en parlar de la funcid dels antigens de grup sangui-
ni en general que se sap que sén antigens de diferenciacid i que estan

molt 1lligats als procesos oncogenics (FEIZI 1985).

En els cincers d'estdmag o de pancreas la quantitat d'antigens A
i B estd molt alterada. En quant a la composicid glucidica dels mateixos,
aixi com augmenta la proporcid d'dcid sidlic en els antigens MN, minva
en els ABH la de galactosa i tamb@ la de N-acetilgalactosamina. En molts
tumors apareix un polisacdrid amb activitat H, 1 en altres es trcben an
antigens incompatibles (antigens semblants els A en individus dels grups
BoO).

Els antigens del grup ABO també estan relacionats anb l'antigen
carcicembrional (CEA); aquest és un antigen que es troba present en
el tracte gastrointestinal fetal i en els tumors d'aquest tracte, perd
no estd present en el tracte gastrointestinal normal de 1l'adult.
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La fraccié glucidica d'aquest antigen és molt semblant a la frac-’
cid glucidica dels antigens ABH. L'antigen carciocembrional no pot dis-
tingir-se de les substidncies de grup sanguini per t&cniques de filtra-
cid per gel i electroforesi, i mostra la mateixa solubilitat i similar
composicib en gllcids i aminodecids. Els estudis immunoquimics donen su-
port a la idea de que 1l'antigen CEA és una substdncia de grup sanguini
ABO incomplerta.

2.4. EL CARACTER LIPIDIC I/O PROTEINIC DELS ANTIGENS
ERITROCITICS ABH

Els eritrocits no foren en un principi la font d'eleccid d'anti-
gens de grup ABO, car aquests s'aillaven en quantitats molt petites en
comparacid a quan s'empraven secrecions o cistes ovarics.

ECONOMIDOU et al.(1967) han determinat els llocs antigénics A i
B existents en diferents eitrdcits (taula 7). Posteriorment, PINTO DA
SILVA et al.(1970) trobaren 8-11-10° 1llocs antigénics A, i actualment,
FINNE (1980) ha establert que el nombre de llocs antigeénics ABH per
cél-lula és de 1-3-10%.

Les primeres tentatives d'extreure i aillar antigens ABH d'eri-
trdcits humans mostraren que les activitats d'aquestes s'havien tro-
bats en fraccions lipidiques solubles en alcochol. Perd, aquest cardc-
ter lipoid fou immediatament posat en dubte en trobar que aquestes
fraccions eren de composicid complexe, estant formades per una mescla
de fosfolipids i contaminants no lipidics. Un altre punt critic era
1'assignacié de cardcter haptinic a substdncies lipidiques, puix ha-
via la possibilitat que l'activitat hapténica ~com és en realitat-
fos deguda a la presdncia de polisacirids en la fraccid lipidica.
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Ltocs A
A, adult: 810,000 a 1.170.000

Ay cord§ umbilical: 250.000 a 370.000
Ap adult: 240.000 a 290.000

Ay cord§ umbilical: 140.000

AjB adult: 460.000 a 850.000

A1B cordS umbilical: 220.000

AB adult: 120.000

Llocs B
B adult: 610.000 a 830.000
A;B adult: 310.000 a 560.000

TAULA 7. - Nombre de 1locs antigénics en diferents
tipus de sang humana.

L'Gs de técniques com la cromatografia en columa i en capa fina,
feu que es pogués analitzar l'estructura d'alguns d'aquests antigens,
resultant ésser glicoesfingolipids (YAMAKAWA et al.1960). Des d'engd
sembld establerta 1l'estructura glicolipidica dels antigens ABK presents
en la menbrana de l'eritrocit, reservant 1'estructura glicoproteinica
als antigens de les secrecions dels individus secretors. Investigacions
posteriors indicaren, perd, la possibilitat de que existissin glico-
protelnes en la membrana de 1l'eritrdcit que no eren solubles en aigua
1 que es podien extreure amb detergents, solvents orginics o agents
caotropics.



25

Per contra, els que postulaven com estructura (nica i caracte-
ristica dels antigens eritrocitics ABH la lipidica, argumentaven
que l'activitat antigénica que es trobava en les preparacions pro-
tefniques era deguda a la contaminacid d'aquestes pels 1lipids anti-
génics, o be que 1l'errdr es produfa a causa de la forta unid entre
els antigens lipidics ABH i la glicoproteina amb activitat MN.

L'existencia d'esfingolipids molt glicosilats palesada per
DEJTER-JUSZINSKI et al.(1978) i que tenien, malgrat el seu cardcter
lipidic, propietats semblants a les de les glicoproteines, sembla la
darrera tentativa en voler assignar un cardcter exclusivament lipi-
dic als antigens ARH de la membrana de 1'eritrdcit.

La gran distribucib dels antigens ABH per tot l'organisme i el
fet de que les glicosiltransferases que catalitzen l'adicid de sucres
sobre les estructures de grup sanguini, no reconeixen el carrier i
actuen tant sobre els lipids com scbre proteines (FINNE 1980) sén
fets que fonamenten 1'opinid que els antigens ABH poden trobar-se en
1l'eritrocit en forma lipidica o proteinica. VIITALA et al.(1982) in-
diquen que la major part (60-70%) dels determinants antigeénics de 1l'e-
ritrocit estan en cadenes glucidiques d'alt pes molecular unides, per
enllag N-glicosidic, a les proteines 4.5 i banda 3, mentre que la res-
ta es troba, principalment, en lipids complexes poliglicosilats, i una
petita part en petits glicolipids i polisacarids.

Les taules 8 i 9 assenyalen les investigacions que han tingut com
a finalitat 1'ajllament d'antigens glicoproteinics o glicolipidics,
respectivament.
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3. MEMBRANES BIOLOGIQUES

Les membranes bioldgiques sén estructures, de les quals la fun-
cid fonamental és definir els limits entre els espais intra i extracel-
lular i entre diversos espais intracel-lulars. Totes les altres fun-
cions sén una conseqiiéncia de la capacitat de les membranes de servir
de barreres de permeabilitat entre espais fluids.

La membrana plasmitica d'una cél-lula (o plasmalemma) és, per
tant, un 1imit impermeable o semipermeable entre l'interior i 1l'exte-
rior de la cél-lula. L'existéncia d'una barrera semipermeable implica
que la membrana ha de transferir alhora matéria (substancies necessd-
ries per al creixement i llurs productes metabdlics) i informacid (com
és el cas de la resposta de la cél-lula a les hormones o en el fenomen
de 1l'excitabilitat) a través d'aquest 1imit. A més, la preséncia d'una
barrera limitant proporciona a la cél*lula amb una superficie externa,
1'estructura que 1i permet el reconéixer la preséncia d'altres cél-lu-
les similars o diferents, 1 que la distingeix d'unes altre de tipus di-
ferent (es poden considerar els fendmens d'inhibicid per contacte, his-
tocompatibilitat i activitat receptora de virus).

Un altre fet de la membrana que explica satisfactoriament algunes
de les propietats funcionals és la capacitat de la superficie d'actuar
com un suport estereo-especific dels enzims que realitzen una série
d'accions, com seria el cas de la fosforilacid oxidativa en el mitocon-~
dri.

Durant molts d'anys, la idea de membrana cel-lular ha existit a
un nivell quasi exclusivament conceptual i and parella amb el concepte
cel-lular definit per Schleiden i Schwann en 1839.

Fricke en 1923 mesurd la capacitdncia de la membrana de 1l'eritro-
cit, que fou de 0.81 pF/cm?®. En altres membranes es trobd uns valors de
capacitancia de v~ 1 uF/cm?, la qual cosa feu suposar una similitud en-
tre totes les membranes.
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Davant aixd, la primera qliestio que sorgeix és si un (nic model
de membrana pot abastar totes les membranes cel-lulars o, al contrari,
si 1l'estructura de cada membrana en particular és (nica i diferent a la
de les altres. La resposta, probablement, se situa entre anbdds extrems,
és a dir, hi ha una gran similitud entre les diferents membranes, alhora
que cada menbrana pot diferir en detalls que depenen de la seva composi-
cid molecular, o be en la forma que aquests components interactuen.

3.1. ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA

La primera estructura assignada a la membrana fou la d'una pel-1{-
cula monocapa. lLa preséncia en la mernbrana de fosfolipids i el cardcter
anfimpatic d'aquestos feu que la menbrana cel-lular fos relacionada amb
les capes monomoleculars. Les experiéncies de LANGMUIR (1942) mostraren
que les pelicules de fosfolipids podien plegar-se sobre si mateixes
formant capes miiltiples en les que les superficies polars i no polars
estaven alternativament iustapostes.

En 1925 GORTER i GRENDEL calcularen que els lipids presents en un
eritrocit representaven el doble que el minim valor d'drea que calia

per a formar una monocapa. Aixd mend al concepte de doble capa lipidica.

La integracié de les proteines en aquesta bicapa lipidica fou un
problema solucionat per DANIELLI i DAVSON (1935) que proposaren un mo-
del en el que les proteines glcbulars estan sobre els grups polars dels
fosfolipids de cada una de les cares (figura 2a). En aquest model des-
tacava el grup hidrdfil en la periféria i 1'hidrofob a 1l'interior. Com
aquesta ordenacid correspon a una estructura d'un gruix de tan sols
unes molécules, quedava molt per dessota del poder de resolucid del

microscopi ordinari.

Amb 1'aparicid del microscopi electrdnic no tardaren en aparéixer
resultats importants. L'aparenga similar en la seva superficie externa
de tipus de cél-lules molt diferents, aixi com de les membranes dels
orgdnuls existents dins d'aquelles, com és el cas dels mitocondris,
portaren a ROBERTSON (1959) a la conclussid de que aquestes estructu-

res s'havien format a partir d'una unitat de membrana.
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Aquesta unitat oferia una estructura de tres estrats, amb dues
formacions molt destacades d'un gruixor d'uns 2.5 nm cadascuna i se-
parades entre si per un area, ja menys diferenciada, de la mateixa
amplada. En el desenvolupament de la teoria de la unitat de membrana
realitzada a partir de membranes de mielina, Robertson identifica
les formacions denses anb les substadncies proteiques i els grups hi-
dr-ofils, i les 3rees menys diferenciades amb les cadenes hidrocar-

bonades (figura 2 b).

La teoria de la unitat de membrana introdui un nou paradigma
que fou aceptat durant 15 anys. Amb tot, la teoria presentava certes
inconsisténcies, molt més patents quan s'estudiaven membranes d'al-
tres materials que no fossin la mielina. QUINN (1976) ha destacat
1l'absencia tedrica d'interaccions hidrofdbiques entre les proteines
i els 1ipids, i la necessitat real de procediments drdstics per al
trencament de les membranes.

Altres punts febles de la teoria eren la no explicacid de la
fluidesa de les membranes i el no tenir en compte les proteines pene-
trants.

Per a solventar aquests punts fluixos es desenvoluparen una sé-
rie de teories molt variades que han estat agrupades sota 1'epigraf
de models subunitaris de membrana (ROBERTSON 1981). lLa part essencial
d'aquests models es trobava en la no assignacid de la bicapa lipidica
com a fet dominant de 1'estructura.

Perd no tan sols sorgiren problemes a nivell conceptual; exis-
tien també dificultats que tenien llur origen en les preparacions his-
toldgiques prévies a la utilitzacid del microscopi (CHAPMAN 1968). Per
observar el material bioldgic cal que aquest es fizi, emprant per aixd
permanganat potdsic o tetroxid d'osmi. Per® aquests fixadors interve-
nen també com a colorants al formar combinacions especifiques amb al~
guns components de la membrana, car en la interaccid dels feixos d'e-
lectrons amb els dtoms de la preparacid, a 1'ésser més pessants els dels
fixadors, en comparacid anb els del material de la membrana (carboni,
hidrogen, oxigen i nitrogen), la contribucid del fixador a l'electro~
microfotografia s majoritaria.
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FIGURA 2.~ Diferents representacions de models de membrana: (a) se-
gons Daniells i Davson, (b) segons Robertson, (c) segons Singer i

Nicolson (Extret de QUINN:The molecular biology of cell membrane,

1976) .
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Aixi, les estructures denses que s'cbservaren en les preparacions
de membrana se suposd, al no trobar cap interpretacid molecular satis-
factdria, que eren degudes a la reaccid del fixador amb els restes hi-
drocarbonats de la molécula fosfolipidica.

Les dificultats de la fixacid quimica es resolgueren anb el métode
de MUHLETHALER (1971) conegut com de congelacid i gravat. Aquest con-
sisteix en la congelacid brusca, generalment en preséncia de glicerol,
d'una mostra de petit tamany que s'introdueix a baixa temperatura en
una cambra de buit per a que un cop arribat a un alt grau de buit, sec-
cionar la superficie de la mostra amb una ganiveta també a baixa tem-
peratura. A continuacid, la temperatura de la mostra es puja fins a
-100°C, la qual cosa produeix la sublimacid d'una pel-licula de gel
molt fina, resultant, d'aquesta manera, la superficie seccionada gra-
vada per sublimacid al buit. Tot d'una, aquesta superficie seccionada
s'ombreja amb un metall pessant, per a formar, finalment, una réplica
carbonada de la superficie en qliestid i procedir al seu examen en el

microscopi electronic.

Aquesta técnica permeté a SINGER i NICOLSON (1972) postular la
teoria del mosate fluid, paradigma vdlid a hores d'ara (figura 2 c).
Aquesta teoria, que estd d'acord amb la termodindmica dels sistemes
macromoleculars, explica l'elevada mobilitat dels components indivi-
duals de la membrana. Aixf, segons Singer i Nicolson, la matriu de la
membrana és una bicapa lipidica en la que les proteines integrals, amb
estructura globular, estan absorbides per forces predominantment po-
lars o estan interpolades en la bicapa, en contacte directe amb la re-
gid hidrofdbica de la membrana.

A manera d'exemple aclaridor es podria dir que les proteines
estan surant sobre la capa lipidica com si fossin un Zceberg, pene-
trant, en part o en la seva totalitat, dins de la bicapa. Aquestes
proteines poden estar unides a oligosacarids, formant glicoproteines,
o a 1lipids especifics, donant lloc a lipoprotelnes.

Les molécules de les protelnes globulars, a 1l'igual que els fos-
folipids, sén anfipitiques. Es a dir, sén estructuralment asimétri-
ques, un extrem és molt polar i 1l'altre no polar.
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La regid polar &s aquella en la que els residus dels aminodcids
idnics i els residus sacirids estan presents, i 8s la que estd en
contacte anb la fase aquosa en la menbrana intacta; la regid no po-
lar estd mancada de residus idnics i/o de sucres, conté, per la se-
Va part, la majoria dels residus no polars i estd immersa a 1'inte-
rior hidrofdbic de la membrana (figura 3).

L

FIGURA 3.- Tall esquemdtic del model de mosaic fluid. Els fosfolipids estan representats pels
cercles negres amb les dues cues. E1 cercle representa els grups temminals polars'i iénics,
mentre que les dues cues sén les cadenes d'dcids grasos. Els fosfolfpids estan disposats en
una bicapa discontfnua amb els extrems iénics i polars en contacte amb 1‘aigua. Les protelnes
integrals, amb les 1fnees gruixudes representant les cadenes polipeptidiques plegades, es mos
tren com protetnes globulars parcialment encastades en, i parcialment sobresortint d'ella, la
membrana. Les parts que sobresurten tenen sobre llurs superffcies els residus idnics {(+0-)
de la proteina, mentre que els residus no polars es troben en les parts encastades, d'acord
amb aix6 les molécules de la protelna sén anfipAtiques. E] grau en que les protetnes inte---
grals estan encastades i, en particular, si travessen el gruix de la membrana, depen del ta-
many § estructura de les molécules (De SINGER i NICOLSON, 1972),

L'estructura anfipitica adoptada per una protefna integral encas-
tada en la menbrana estd sota control termodindmic; és a dir, estd de-
terminada per la seqiiéncia d'aminodcids i 1'estructura covalent de la
molécula, i per la interaccid amb 1'entorn molecular de manera que
1'erergia 1lliure del sistema sigui minima.
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Una proteina integral, anb tamany i estructura escaients, o un
agregat apropiat de protelnes, poden travessar la membrana de forma
completa. En aquest cas, hi ha regions en contacte amb el solvent
aqubs a ambdues cares de la membrana.

Aquesta teoria presuposa un model dindmic de la membrana cel-lu-
lar on tant els lipids com les proteines teren una considerable lliber-
tat de moviments, si be, estd demostrat que existeix un gradient de
flexibilitat en la bicapa. En els 1lipids, les zones més properes a la
superficie de la bicapa sén menys flexibles que les que es trcben al
centre de la mateixa. En canvi, les mplécules lipidiques es trcben
1liures per a difondre lateralment, de manera semblant a les molécules
d'una fina pel-licula de liquid: canvien de possicid amb una freqtién-
cia de l'ordre d'un mil.1i6 de cops per segon. No cbstant, a la terce-
ra dimensid, la mcbilitat dels 1lipids estd molt restringida. Per a que
und pplécula de 1ipid salti d'un nivell a un altre -fenomen que en an-
glés es coneix com flip-flop- el cap polar ha de passar a través de la
part central hidrofdbica de la membrana, en la que &s insoluble. Estu-
dis realitzats indiquen que la tasa de flip-flop és tan baixa que una
determinada molécula lipidica fa només un pas un cop al mes.

Com la bicapa lipidica és un fluid bidimensional, qualsevol pro-
telna inclosa en ella pot difondre lateralment. El cardcter fluid sim-
plifica la tasca d'ensamblatge de la membrana, car tant les molécules
lipidiques com les proteiniques poden insertar-se en qualsevol part
arb la seguretat de que eventualment romandran en un altre punt. Per
un altre part, la baixa freqiiéncia de flip-flop permet als dos nivells
opostos, la conservacid de les diferents composicions de 1lipids i pro-
teines (KORNBERG i1 McCONNELL, 1971).

Les menbranes cel-lulars sdn asimétriques respecte la distribu-
cid dels 1lipids especifics en cada una de les meitats de la bicapa,
aixf com de les proteines i glicoproteines en una de les superficies.
A més, les membranes tenen, sovint, una distribucid no uniforme de
proteines, glicoprotelnes, 1lipids i glicolipids en el pla de la membra-
na. Per altre part, la majoria d'aquestes menbranes no sén estructures
autdnomes sind que estan unides a altres orgdanuls cel-lulars per un
sistema citoesquelétic compost de microfilaments, microtibuls i, pot-
ser, filaments intermediaris (LOTAN i NICOLSCN, 1978).
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L'asimetria d'aquesta estructura permet que els receptors hormo-
nals, els anticosos, de virus, de lectines i d'altres agents, esti-
guin presents exclusivament en la superficie externa on es troben ex-
postos a 1'entorn extracel+lular. L'ordenacid asimétrica d'aquests
components també permet el flux vectorial d'informacid a través de la
menbrana.

Malgrat tot, certs aspectes d'aquesta teoria han de sotmetre's a
revissib, essent el principal la predominincia del concepte de bicapa
lipidica en la descripcid de la membrana, puix les propietats mecani-
coquimiques de les membranes han resultat ésser completament dife-
rents a les de les bicapes lipidiques. En 1974 SINGER proposd que
1'espectrina feia de malla en la superficie del citoplasma i restrin-
gia, d'aquesta manera, el moviment de les proteines integrals. Aixd
fa que , en part, el model del mosaic fluid sigui compatible amb les
propietats mecanoquimiques.

L'espectroscdpia de resonincia magnetica nuclear dels protons
permet cbservar que l'aigua estd present en les membranes naturals
estant associada, en part, al component proteic. Aquesta técnica tam-
bé s'ha emprat per estudiar la mobilitat dels lipids en la membrana.
JACOBS i OLDFIELD (1981) indiquen que la membrana citoplasmitica és
generalment més fluida que l'exterma.

3.2. COMPONENTS DE LA MEMBRANA

Les membranes bioldgiques estan compostes principalment de 1i-
pids, proteines i gllicids. Les membranes també contenen ions com com-
ponents intrinsecs i altres petites molécules, i també petites quan-
titats d'dcid ribonucleic, perd la proporcid relativa d'aquests com-
ponents és petita en relacid anb els tres components majoritaris.

La relacid protefna:1ipid:glicid varia considerablement de mem-
brana a membrana, passant de 75:25:0 en la membrana d'Halobacterium
Halobium, a 49:43:8 en la de l'eritrdcit humd, i tenint com extrem
opost la relacid 18:79:3 per a la mielina (GUIDOTTI 1972 a).
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- L{pids

Tots els 1ipids de membrana sén anfipdtics. En les menbranes de
les c€l-lules eucaridtiques hi ha tres grups principals de 1lipids
(GUIDOTTI 1972 b):

a

fosfolipids: mplécules en les que un grup glicerol o un grup
_esfingosina estan units a una cadena d'dcids grassos i a un

- grup fosfat. Els principals fosfolipids sén la lecitina, la

b)

e)

cefalina i1 la esfingomielina.

glicolipids: consten d'una ceramida que estd esterificada en
el grup hidroxil en posicid C-1 per una hexosa simple o un
grup d'oligosacdrids. Hi ha quatre tipus de glicolipids: cere-
br0sids, ceramides polihexdsides, sulfitids i ganglidsids.
esterols: el principal dels quals és el colesterol. El paper
del colesterol en les membranes rau en el control de la flui-
desa de les cadenes hidrocarbonades dels fosfolipids, la qual
cosa permet el manteniment d'un estat semiliquid m8s que d'un
estat semisclid. Es podria dir que el colesterol actua com un
equalitzador de la fluidesa de la membrana.

STEIM et al.(1969) han observat que en els bacteris aquesta
funcid la realitzen els dcids grassos i la quantitat de coles-
terol en llurs membranes és quasi nul-la.

HARRISON i LUNT (1977) indiquen també l'existéncia, encara que en
petita quantitat, d'dcids grassos lliures, i d'dcids mono, di i trigli-

cérids.

Tot i que la composicid lipidica en un tipus particular de mem-

brana és relativament constant, aquesta composicid varia molt d'una
membrana a un altre.

La figura 4 indica de forma esquemitica la diferent composicid,
prenguent com a base el pes sec, de quatre tipus de membrana (DAVIES

1979).
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fetge ' eritrocit

@) @

_ ceramides greixos neutres

mielina - mitocondri

ceramides difosfatidilglicerol

FIGURA 4.- Composicid lipfdica de qﬁatre tipus de membrana: C) coleste~

rol; F) fosfolfpids; GN) greixos neutres; Cr) cerebrésids; V) varis.

- Protefnes

Les protefnes de membrana poden ésser perifériques o integrals.
Les perifériques sén aquelles que acompleixen les seguenis propie-
tats: | 7
- s'extreuen de les membranes de forma intacta nomds incrementant la
forga idnica del medi o adicionant un agent quelant
~ es dissocien lliures de lipids ;
- en estat dissociat sén relativament solubles en solucions aqtioses.

Aix5 sugereix que aquestes protelnes estan unides a les menbranes
per forces febles no covalents (potser de tipus electrostdtic). Exem-
ples d'aquestes proteines sbn el citocrom ¢ de les membranes mitocon-
drials i l'espectfina dels eritrocits.

JNogensnenys, la major proporcid de les protefnes de membrana
(>70%) correspon a les protelnes integrals, caracteritzades per que:
- requereixen tractaments molt drdstics per obtenir-les de les mem-

branes: detergents, &cids biliars, desnaturalitzants o solvents or-

ganics.
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poden formar agregats amb altres protefnes
en alguns casos estan unides a sucres, formant glicoproteines

si no formen glicoproteines no sén solubles en medis aquosos

presenten una enorme heterogenicitat respecte al pes molecular

no existeix cap seqii®ncia d'aminodcids que es pugui relacionar amb

una proteina estructural.

Amb tot, el que determina que una protefna sigui periférica o
integral és la seqiiéncia dels aminodcids. En les primeres, la dis-
posicid dels grups polars és simdtricament quasi esférica, podent
d'aquesta manera, interaccionar tota la superficie amb les moldcules
d'aigua i esdevenen proteines solubles monodisperses. En les inte-
grals, la disposicid dels grups polars i no polars de la proteina
permet adoptar l'estructura anfipatica (figura 5).

Protelna periférica Protelnes integrals

.-,.‘

CRL

Doble N\ "
capa \\\ SN \
lipidica N \
P N AN
P\f-—‘lp
PP PP
FIGURA 5.- Disposicié de les protefnes perifériques i integrals res-

pecte a la bicapa lipidica; P = grups polars; N = grups no polars.

Estudis realitzats emprant el dicroisme circular revelen 1l'exis-
tdncia de quantitats variables de conformacid a-hélix en les protei-
nes integrals. Recientment, 1l'estudi de la bacteriorodopsina (un mo-
ndmer) i del citocrom oxidasa (un dimer) (UNWIN i HENDERSON 1984)
mitjancant difraccié d'electrons ha menat a la conclussid de que el
plegament de les proteines integrals és semblant al de les periféri-

ques.
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Aixi, les cadenes semblen plegar-se en grups regulars d' a-hé-
lix i fulles B en les zones protelques que travessen la part interior

hidrofébica de la bicapa, i mostren torsions i plegaments irregulars
fora de la membrana.

- Glictids

Els gl@cids de les membranes bioldgiques dels mamifers no es
trcben en forma aillada sind formant enllagos amb lipids (glicolipids,
ja descrits) o amb protelnes (glicoproteines).

Malgrat ésser, pel que fa a la masa, un dels constituients menors
de la membrana, el components glucidics tenen molt d'interés car sén
responsables, si més no en part, dels processos de reconeixement cel-
lular a escala molecular i dels de comunicacié amb 1l'entorn (reac-
cions antigen-anticds, recepcid d'hormones, recepcid de virus, inter—
accions cél-lula-célrlula), és a dir, dels fendmens socials de la ceél-
lula i dels que marquen la seva identitat. Aquesta darrera funcid te
wn significat molt important, des d'el moment que s'ha demostrat que
els gllcids presents en la superficie cel-lular s'alteren quan la cél-

lula esdevé cancerosa.

La funcid dels glicids en les membranes plasmitiques dels no ma-
mifers és poc coneguda. Mentre s'han trobat glicolipids en cél-lules
de bacteris, fongs i plantes superiors, només es pot asegurar una
funcid estructural de les glicoproteines com a constituient de la pa-
ret cel.lular (HARRISON i LUNT, 1977).

SHARON (1975) ha descrit el paper essencial que tenen unes gli-
coproteines en actuar com a factors sexuals en dues soques copulants

del llevat Hansenula winge<.

Tan sols s'han trobat 9 monosacdrids en les glicoproteines, que
generalment es combinen formant oligosacirids de no mds de 15 unitats
de sucre. Els sucres detectats sdén (CANDY 1980):

-~ D-galactosa
- D-manosa
- L-fucosa (6-desoxi-lL-galactosa)

N-acetil-D-glucosamina
N-acetil-D-galactosamina

D-glucosa
- dcids sidlics (dcid N-acetilneuraminic i dcid
N-glicolilneuraminic)
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~ D-xilosa (només en les plantes)
-~ L-arabinosa (nomds en les plantes)

La quantitat i tipus de sucre varia d'una classe de membrana a
altre, perd la majoria de les membranes plasmitiques de mamifers con-
tenen d'un 2 a 10% en pes de gllcid. Amb 1l'excepcid de les membranes
de Golgi, la major part de les membranes intracel-lulars contenen
molts pocs glicids.

Els glficids estan units a la cadena polipeptidica per una unid
O-glicosidica, dlcali 13bil, entre un carboni lateral de l'acetilga-
lactosamina i els grups hidroxil de la serina o de la treonina. Al-
ternativament es formen enllagos N-glicosidics (o glicosilaminics)
entre una acetilglucosamina i el nitrogen amidic d'una asparagina.

Tanbé s'ha postulat 1l'existéncia d'enllagos entre la cistelna i
la glucosa, cbservats en glicopéptids aillats de la menbrana eritro-
citica i trobats també€ en 1l'orina (WALBORG 1978).

La ruptura de 1l'enllag glicosidic per una base es produeix
mitjancant reaccions de B-eliminaci8.

En una série de glicoproteines, que no sén membranars, perd que
anb tota seguretat, poden servir de pauta general, s'ha predit l'es-
tructura secundiria del segment peptidic que s'enllaga amb el sucre,
fent Gs de la determinacid de CHOU i FASMAN (1974). Hom observa que
la part glucidica d'una glicoproteina es troba en la zona externa,
essent 1l'enllag del tipus andmer B (AUBERT et al. 1976).

Les glicoproteines de membrana poden ésser de dos tipus: glico-
proteines integrals en les que una part de la cadena peptidica esta
associada amb la regid hidrofdbica de la bicapa, o glicoproteines
perifériques que no s'associen amb la regid hidrofdbica de la bicapa,
perd que poden associar-se amb la superficie externa de la menbrana a
través d'enllagos idnics.

També s'ha trobat que certes glicoproteines poden existir en
complexes oligomérics (WANG i RICHARDS, 1974) o en complexes amb
protefnes perifériques (ELGSAETER et al. 1976).
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Un dels postulats essencials del model dels mosaic fluid, el
de la seva concepcid dindmica, es palesa respecte les glicoprotei-
nes per mesures de la mobilitat lateral d'aquestes. Hom dedueix que
mentre algunes poden difondre lliurement o rotar al voltant d'un eix
normal al pla de la menbrana, d'altres tenen els moviments limitats
a causa de l'associacid que tenen amb elements del citoesquelet (fi-

gura 6).

FIGURA 6.- Model del mosaic fluid de 1'estructura de membrana. La representaci6
esquematitza el control transmembranar sobre la distribucié i mobilitat de les
glicoprotefnes de la superffcie cel:lular pels components periférics i el cito-
esquelet associat a 1a membrana. En aquest exemple, la mobilitat dels complexes
de glicoprote¥nes integrals GP3 1 GP4 estd controlada pels components periférics
de la superficie externa i també per unions transmembranars amb elements citoes-
quelétics assocfats a 1a membrana. Per altre part, els complexes GP3 i GP4 poden
ésser retinguts en la zona especifica dels 1fpids (4rea ombrejada), mentre que
el complex GPy existeix en un estat 1liure o no estdtic amb capacitat de mobili-
tat lateral. (MF) microfilaments; (MT) microtdbuls (NICOLSON 1976).
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Aquesta jerarquia de mobilitats per als diferents components de
la membrana sugereix que la cél-lula pot controlar la mebilitat d'al-
guns components a fi de mantenir una certa formacid topografica deter—
minada pels receptors cel-lulars en la identificacid i altres fendmens
cel-lulars que requereixen una commicacid transmembranar. Com que
aquests ordenaments topografics sén dindmics i no estitics, poden
ocdrrer canvis rapids i reversibles en la topografia membranar en
resposta a estimuls intra o extracel-lulars.

Finalment cal assenyalar 1l'existéncia d'asimetria respecte els
gllcids: aquests sempre es troben en la cara externa de la menbrana.
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4, LA MEMBRANA DE L'ERITROCIT HUMA

La membrana eritrocitica separa el contingut de 1l'eritrocit
del medi exterior. Aquest és 1'lnic orgue que posseeix, les fun-

cions del qual sdn mecdniques i de transport.

La membrana eritrocitica ha estat objecte de nombrosos estudis.
Aquests poden realitzar-se en cél-lules intactes o en menbranes ob-
tingudes per tractament dels eritrocits amb medis hemolitics que
alliberen 1l'hemoglobina i permeten obtenir 1'estroma (ghost, o sigui
fantasma, en la terminologia anglesa). L'estroma pot formar vesicu-
les que es distingeixen segons llur permeabilitat i orientacid. Les
vesicules que tenen una permeabilitat semblant a la dels eritrocits
es coneixen com segellades(resealed), les que tenen la permeabilitat
augmentada s'anomenen foradades (leaky). En quant a 1l'orientacid,
les vesicules poden tancar-se de forma normal (right side out) o en

forma invertida (inside out).

Aquestes diferenciacions en les propietats de les vesicules
s'obtenen segons les diverses metodologies d'cbtencid d'estromes.
Entre les membranes aillades i les c@l-lules intactes poden haver
diferéncies significatives. La diferent susceptibilitat entre l'es-
troma i la cé€l-lula enfront l'atac de les fosfolipases (totes les
fosfolipases sdn actives enfront dels estromes, mentre que sols al-
gunes ho sén enfront les membranes intactes) feu que ZWAAL i ROEL~
OFSEN (1976) posessin en dubte la bondat del model del mosaic fluid.

Els estromes poden mostrar algunes de les formes observades en
els eritrocits intactes. Aquests canvis de forma van acompanyats de
canvis de volum. Arbdds canvis sdn reversibles i no dependents de
l'energia (JOHNSON et al. 1980).

HEATH et al.(1982) han estudiat per difraccid per laser la de-
formabilitat de les membranes aillades, trobant que, al contrari del
que es creia, la concentracid fisioldgica de calci &s menyspreable
quan es compara el seu efecte al de la deshidratacid cel-lular.
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Existeix 1'evidéncia que la deformabilitat de l'eritrdcit inal-
terat minva amb 1l'edat. LINDERKAMP i MEISELMAN (1982) han determinat
les propietats mecaniques, osmdtiques i geomdtriques d'eritrocits,
joves i vells, emprant técniques micropipetiques. Els resultats indi-
quen que la disminucid relativa de la superficie de la membrana i
1'increment de la viscositat poden ésser determinants importants que
afecten el descens de la deformabilitat.

Si be, en linees generals, es pot assignar un model de membrana
per un eritrocit interespecific, les diferéncies ja entre les espé-
cies de mamifers sén prou importants com per a no poder fer pas una
generalitzacid global. Aixi, per exemple, la relacid entre el compo-
nent fosfolipidic i el colesterol &s en els mamifers aproximadament
constant, perd hi ha marcades diferéncies de valor en les diferents
fraccions de fosfolipids. Com exemple, la figura 7 mostra graficament
la composicid lipidica en quatre espécies.

rata porc
PC PC
bou anyell

FIGURA 7.- Variacié de la proporcié d'esfingomielina (S) i fosfatidil-
colina (PC) en la fraccidé lipidica total dels eritrdcits de viries es-
pécies. Els 1Tpids remanents consisteixen principalment en colesterol

(C) i fosfatidiletanolamina (PE). La suma de fosfatidilcolina i esfin-
gomielina €s un valor relativament constant dels lipids de la membrana

perd la relacié entre ambdds fosfolipids varia segons 1'espécie.



45

Els eritrocits humans tenen especificitat d'espécie, és a dir,
es distingeixen dels eritrocits d'altres espécies de mamifers. En
proves d'hemaglutinacid, la diferent titulacid del sérum anti-eri-
trocit humd enfront de mostres antigéniques d'origen desconegut és
un valor indicatiu de 1l'crigen de la sang (HARA et al., 1982).

4.1. CARACTERISTIQUES GENERALS

Cada eritrocit te una masa compresa entre 1.25-1.35 pg, una den-
sitat de 1.15 g/mL, una superficie de 140 um?, un gruix de 7.5 nm i
un volum de 101 um3.

Les menbranes eritrocitiques humanes estan formades per un 52%
de proteines, un 40% de 1lipids i un 8% de gllicids, respecte a la masa
total.

En general es pot considerar que aquesta estructura és un siste-
ma multisubunitari que conté les segiients molécules:
200-10% molédcules de fosfolipids
240-10° molécules de colesterol
12-10% molécules de glicolipids
- 6+10° molécules de proteines

1 un nombre no especificat d'ions i petites molécules.

Comparant la reactivitat de la membrana de forma intacta o en for-
ma de vesicula oberta s'ha pogut estudiar la superficie citoplasmitica
de la membrana i aixi comprovar una de les propietats mds importants de
la membrana, la seva asimetria.

4.2. LIPIDS

Els 1ipids de la menbrana de l'eritrocit estan compostos per:
- fosfolipids (glicerofosfolipids i esfingomie-
lines)
- glicoesfingolipids
- colesterol
Els glicerofosfolipids constitueixen el 50-70% dels lipids totals
de la membrana. Els fosfolipids de colina (fosfatidilcolina i esfingo-
mielines) representen, per la seva part, el 50-60% dels fosfolipids
totals (taula 10).
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LiPID % DE FOSFOR LIPIDIC TOTAL
Fosfatidiletanolamina 26.03
Fosfatidilcolina 28.25
Esfingomielina 24,57
Fosfatidilserina 13.38
Acid fosfatidic 2.07
Fosfatidil inositol 1.13
Lisofosfatidilcolina 1.06
Components menors 3.52

TAULA 10.- Components majoritaris fosfolipidics de 1'eritrécit humd.

La relacid fosfatidilcolina/esfingomielina és molt variable,
mentre en els hervibors hi ha poca fosfatidilcolina i molta esfingo-
mielina, en la resta de mamifers el component majoritari &s la fosfa-
tidilcolina.

Els glicoesfingolipids o glicolipids contribueixen en el 5-20%
dels 1lipids. Els glicolipids amb activitat de grup ABH contenen fu-
cosa, galactosa, N-acetilglucosamina, glucosa i, en el cas dels an-
tigens A, N-acetilgalactosamina. Posteriorment s'ha trobat que també
formen complexes poli-(glicosil)-ceramides. KOSCIELAK et al.(1978)
proposa la formula general seglient per a les glicosilceramides:

Fuc~--Gal--N-AcGle--Glu--Glu--esfingosina

i anb 2-3 residus de N-acetilgalactosamina en cas de glicosilceramides
amb activitat de grup sanguini A. HAKOMORI (1978) ha desenvolupat un
métode per a separar aquests glicolipids segons la longitut de les ca-
denes. DEJTER-JUSZYNSKI et al.(1978) han aillat uns esfingolipids
molt glicosilats, amb activitat ABH, que sbn solubles en aigua 1 se
separen junt amb les glicoproteines en 1l'extraccid cloroformo-metand-
lica.

El colesterol constitueix el 24-45% dels 1lipids. Te molta impor-
tancia en la fluidesa i viscoelasticitat de la membrana (CHABRANEL et
al. 1983), si be en el cas de 1l'aglutinacid en fred han d'intervenir
altres factors (FLAMM 1982).
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Els ganglidsids i els sulfatids no s'han trcbat en les membra-
nes d'eritrocits humans, perS els ganglidsids estan presents en la
membrana de 1'eritrocit de cavall, gos i gat.

Les principals caracteristiques estructurals de la bicapa lipi-
ca sOn la mobilitat lateral i l'asimetria. En la part externa de la
menbrand de 1'eritrdcit es troben glicoesfingolipids, fosfatidilco-
lina i esfingomielina, mentre que a la interna hi ha fosfatidileta-

nolamina i fosfatidilserina.

S'ha comprovat anb fluofurs que la fluidesa de la bicapa lipidi-
ca de l'eritrdcit és més gran en la part externa que en la interna
(COGAN i SCHACHTER, 1981).

L'asimetria de la membrana de 1'eritrdcit, pel que fa als 1i-
pids, s'ha palesat utilitzant marcadors especifics de certs grups
quimics i també amb 1'ds de fosfolipases i esfingomielinasa. Segons
els enllagos que trenquin, les fosfolipases es classifiquen en: fos-
folipasa A, (present en el veri d'algunes serps), fosfolipases B i C
(presents en alguns microorganismes) i fosfolipasa D. Les fosfolipa-
ses no hidrolitzen 1l'esfingomielina, que &s atacada per una esfin-

gomielinasa extreta de Staphylococcus aureus.

En 1'home, 1l'estudi dels efectes comparats de diferents fosfoli-
pases A sobre els eritrocits intactes i scbre les vesicules permea-
bles, ha permds valorar en un 66% la fraccid de fosfatidilcolines lo-
calitzades en la cara externa; la utilitzacid de 1l'esfingomielinasa,
per altre part, ha permés establir que el 80% de les esfingomielines
es troben en la cara externa. Aquests resultats estan d'acord amb els
obtinguts grdcies al marcatge quimic dels grups de la superficie de
menbrana. Aixi, si els eritrdcits d'hervibors resisteixen millor el
veri de serp que altres mamifers, és degut a que el principal fosfo-
1ipid de la part externa de la menbrana &s l'esfingomielina, resis-
tent a la fosfolipasa A, del veri.

A la desigualtat de la distribucid dels grups polars en les dues
capes de la membrana, hi ha que afegir una desigualtat de les carre-
gues (només les fosfatidilserines posseeixen una carrega negativa ne-
ta a pH fisioldgic) i una desigualtat en la distribucid de les cade-
nes policarbonades (les cadenes policarbonades de la part externa sdn
més saturades que les de la part interma).
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Els eritrocits sén capagos de canviar llurs fosfolipids amb els
fosfolipids plasmatics. Aix5 fa que l'abséncia de sintesi de novo de
fosfolipids en 1'éritrocit no impliqui necessidriament 1'abséncia de
tota renovacid fosfolipidica durant la vida dels eritrocits. Cal afe-
gir que 1l'eritrocit és susceptible de bescanviar el seu colesterol.
Aixi, la membrana perd el seu colesterol quan els eritrOcits estan en
un sérum pobre en colesterol o en contacte amb liposomes sense coles-
terol. Un esgotament important del colesterol de la membrana eritro-
citica modifica la seva permeabilitat. Per contra, la membrana s'en-
riqueix en colesterol quan els eritrdcits es posen en contacte amb
liposomes rics en colesterol, produint, aixd, un aplanament dels eri-
trocits.

4.3. PROTEINES

L'estudi i localitzacid de les protelnes de membrana s'ha realit-
zat en eritrdcits sencers, en estroma o en vesicules, normals o inver—
tides. Aquest estudi comprén, a més, diferents tractaments amb molécu-
les marcadores o protedlisi produida per enzims proteolitics.

Altres mdtodes d'estudi inclouen la técnica de congelacid © gra-
vat 1 les técniques immunoquimiques que empren anticosos especifics
d'un antigen determinat present en la superficie de la membrana.

Una caracteristica diferenciadora de les protelnes de la menbrana
de l'eritrdcit és la menor mobilitat lateral en la superficie externa
en comparacid amb la que gaudeixen proteines d'altres teixits (PETERS
et al., 1974). Les proteines que apareixen sobre la superficie exte-
rior de la membrana sén transmenbranars i entren en contacte en la ca-
ra interna de la membrana anmb una protefna especial, l'espectrinaj
aquestes interaccions explicarien la limitacid de la mobilitat lateral
de les principals proteines de la menbrana eritrocitica.

El valor del contingut proteic de la menbrana eritrocitica varia
segons la técnica emprada en la quantificacid. Aixi es te 0.57 pg per
ghost quan s'analitza el contingut en nitrogen i 0.673 pg/ghost segons
la valoracid colorimtrica de Lowry. SHELTON i LANGDON (1984) quantifi-
quen les proteines de l'eritrocit després de separar-les per PAGE-SDS
i valorant les taques per anilisi d'aminodcids, trobant un valor de
0.375 (+0.034) pg/ghost.



tiva

49

El contingut en aminodcids de la membrana de 1l'eritrocit segons
ROSENBERG i GUIDOTTI (1968)(taula 11) no mostra diferéncia significa-

arb altres membranes.

LYS
ASP
GLU
ALA
MET
TYR

5.2
- 8.5
12.2
8.1
2.0
2.4

HIS
THR
PRO
1/,CYs
ILE
PHE

2.4 ARG 4.5
5.9 SER 6.3
4.3 GLY 6.7
1.1 VAL 7.1
5.3 LEU 11.3
L.2 TRP 2.5

TAULA 11.- Composicié en aminodcids (en % de mols) dels polipéptids

de les membranes dels eritrécits humans.

cia de dodecil sulfat sodic (SDS).

La primera sistemitica de les proteines s'assoli quan hom desen-
volupd la técnica d'electroforesi en gel de poliacrilamida en presén-

FAIRBANKS et al.(1971) obtingueren la separacid de 7 bandes pro-
teIniques (numerades del 1 al 7) després de tenyir-les amb Blue-Coomas-
sie, colorant no especific de proteines, i quatre bandes (PAS-1, PAS-2,
PAS-3 i PAS-4), després de la tincid amb el colorant d'Schiff, colorant
especific de glicoproteines (figura 8). Aquesta €s la nomenclatura amb
la que esconeixen les proteines de la membrana de l'eritrocit i que ha

estat lleugerament modificada en 1974 per STECK.

| « PAS-3

FIGURA 8.- Electroforograma de les
proteines de membrana de l'eritrécit
en gel de poliacrilamida en SDS. Les
bandes indicades com 4.1 i 4.2 no se
separen en les condicions emprades en
el treball original de Fairbanks et
al.(PICARD 1977).
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La figura 9 mostra la mesura densitométrica d'aquestes taques

electroforétiques.
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FIGURA 9.- Polipéptids i glicoproteines de membrana de 1'eritrécit.
(A) Mesura densitométrica d'un gel tenyit amb Blue-Coomassie després
de 1'electroforesi de 10 ulL de ghosts empacats (40 ug de proteina).
(B) Un gel similar tenyit amb PAS. H, cadenes polipeptidiques d'hemo-
globina; TD, senyal del registre del colorant (STECK 1974).
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Junt amb aquests polipeéptids hi ha d'altres que pel seu tamany
no sén tenyits i que han pogut identificar-se en base a la seva activi-

tat enzimdtica.

Tarbé hi ha un grup de glicopéptids que no sén marcats pel co-
lorant PAS i han estat detectats per técniques enzimitiques de marcat-
ge (GAHMBFRG i HAKOMORI, 1973).

4.3.1. DESCRIPCIO GENERAL

A continuacid es descriuen les principals proteines de la mem-
brana de 1l'eritrdcit.

4.3.1.1. Protefnes revelades en l'electroforesi pel colorant Blue-Coo-

massie.

a) Protefnes 1 1 2: constitueixen el que genéricament s'anome-
na espectrina. Aquesta és el constituent mfs gran de la menbrana de
1l'eritrocit (representa el 25% de les proteines membranars)(FATRBANKS
et al., 1971). Estd composta de dues subunitats desiguals: la o (o
proteina 1), de 240000 daltons, i la B(o proteina 2) de 220000 daltons.
Els dimers i altres derivats es formen per l'associacid de subunitats
a amb subunitats B; aquestes (ltimes solen estar fosforilades (MARCHE-
ST 1983).

Aquestes sén proteines perifériques situades en la cara inter-
na de la membrana. Pel que fa al tamany, composicid de les subunitats
i propietats hidrodinidmiques, sén semblants al complexe actomiosina
del teixit muscular (GUIDOTTI 1972 a).

Formen amb la proteina 5 (o actina eritrocitica) un sistema
contrdctil scbre la cara interna de la menbrana, essent el conjunt el
responsable de les propietats mecaniques dels eritrocits. Per altre
part, la modulacid dels cardcters reoldgics dels eritrdcits es realit-
za a través de la fosforilacid de 1l'espectrina.

HARRIS i NEEM (1978) han pogut separar les dues subunitats de
1l'espectrina, que tenen valors de 9.0 S i 22.5 S, respectivament.
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Per la seva part, DUNBAR i RALSTON (1980) han caracteritzat de
forma hidrodindmica heterodimers de l'espectrina. La mesura dels pa-
rametres termodindmics del dimer han resultat incompatibles amb una
estructura globular compacta i amb un model de cilindre rigid. El
pes molecular del dimer és, per aquests investigadors, de 470.000,
mentre que per a JI et al.(1980) és de 420.000, 710.000 per al tri-
mer i 910.000 per al tetrdmer, valors trobats a partir de 1'entre-
creuament de les membranes amb reactius heterobifuncionals fotosensi-
bles.

L'espectrina estableix interaccions especifiques amb les zones
de la proteina 3 i de la glicoforina que sobresurten per la cara in-
terna, cosa que sembla frenar la mobilitat lateral de les protelnes
transmembranars. L'alteracid d'aquestes interaccions estd relacionada
amb diverses malalties sanguinees hereditdries (GOODMAN i SHIFFER,
1983).

L'espectrina estd ancorada a la bicapa lipidica a través de 1l'as~
sociacié de la subunitat B anb una protefna unida a la menbrana que
fou identificada com banda 2.1 i que actualment s'anomena anquirina o
sindeina. Aquesta €s una proteina globular de 200.000 daltons i, si
be, mediatitza l'acostament de 1'espectrina a la membrana, no pot és-
ser considerada una proteina integral (COHEN 1983).

b) Proteina 3: Es la major proteina de la membrana. Representa
prop del 30% de la masa proteica. Es una proteina integral de pes mo-
lecular aproximat de 100.000. S'hidrolitza per una pronasa en un poli-
peptid de 70.000 i altres péptids més petits (GUIDOTTI 1972 a).

Aquesta proteina és la responsable del transport d'anions a través
de la membrana (CABANTCHIK et al., 1975), i també del transport, per
difussid facilitada, de la glucosa, i controla, a més, els moviments
de 1'aigua deguts a les eventuals variacions de la pressid osmotica.

Aquesta protefna conté un 5-8% de glficids i una inusual composicid
d'aminodcids en la que aproximadament el 50% dels residus sén no polars.
En aquest aspecte s'assenbla a la protelna proteolipidica de la mielina.
Consta de dues parts estructuralment diferents: un fragment de 43.000
daltons (amb el N-terminal) situat en la superficie citoplasmitica so-
luble en aigua. No actua en el transport d'ions i la seva funcid és la

unid a 1l'esquelet de la menbrana.
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Aquest fragment també s'uneix a enzims glicolitis i a 1'hemoglobi-
na. Un altre fragment, aquest de 52.000 daltons, es troba associat hi-
drofcbicament a la membrana. Per ruptura amb quimiotripsina hom obté
un fragment de 35.000 daltons que es troba fora de la menbrana i conté
el C-terminal. Es un fragment molt glicosilat que conté els aminodcids
necessaris per al transport d'ions (bescanvia un anié C1~ per cada
HCO3™). Entre aquest fragment i el residu citoplasmitic, roman, des-
prés de la ruptura enzimdtica, un fragment de 17.000 daltons, que creua
la merbrana un nonbre senar de cops, donat que 1'extrem N terminal &s
intracel-lular i 1'extrem C-terminal estd en la zona susceptible a 1l'a-
tac per la quimiotripsina. Els fragments de 17.000 i 35.000 daltons
romanen associats no covalentment després de la ruptura extracel.lular
amb quimiotripsinaj; la protedlisi no produeix inhibicid del transport

d'ions.

BOXER et al.(1974) radioiodinitzant membranes intactes i estromes,
comprovaren que 1l'organitzacié d'aquesta proteina era la mateixa en

ambdés casos.

JENKINS i TANNER (1977 b) han tractat proteoliticament la proteina
amb termolisina i tripsina. En tots els fragments obtinguts s'han tro-
bats glicids, si be en més quantitat en la zona C-terminal. Aquesta zo-
na tanbé conté els receptors per a la concanavalina A i les lectines de
Phaseolus vulgaris i Ricinus communis. Els mateixos autors (1977 a) in-
diquen que el tipus de fragments obtinguts &€s dependent de la forga

ea
ionica.

FINNE (1980) ha trobat que agquesta proteina te activitat de grup.
Aquest fet no havia estat descobert abans car aquest component no se
solubilitzava ni amb la técnica del cloroform-metanol (HAMAGUCHI i
CLEVE, 1972) ni amb la del diiodesalicilat de 1liti (MARCHESI i ANDREWS
1971).

YOKOI et al.(1983) han detectat 1'activitat sangufnea Fh-Hr en la
banda 3 obtinguda de 1'estroma de sang DY.

Per altre part, aquesta protefna es troba associada en forma de
dimers, que, a la vegada, poden associar-se en tetramers. La cinética
de la inhibicid del transport idnic per estilbenodisulfonats indica
que la irhibicid reversible d'una subunitat no afecta el transport id-
nic de 1'altre subunitat. Aix5 no implica, necessariament, que el mo-
nomer tot sol pugui transportar els ions (JENNINGS 1984),
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c) Protelna 4: Apareix en quatre zones, bandes 4.1 i'4.2, regid 4.5
i banda 4.9. Les bandes 4.1 i 4.2 tenen unes mases de 78.000 i 72.000
respectivament. La banda 4.1 s una proteina globular que forma part
de l'esquelet eritrocitic. Apareix com una Ginica banda quan se sotmet
a electroforesi en gel que enpra una &ola solucid amortidora, perd
quan s'empra una solucid amortidora discontinua, apareix com un doblet
espaiat designat per 4.1a i 4.1b (MULLER i MORRISON, 1977). ANDERSON
i LOURIEN (1984) afirmen que la proteina 4.1 s'associa especificament
al domini citoplasmitic de la glicoforina sobre les vesicules de la
menbrana invertida de l'eritrOcit. Aquesta associacid estd regulada
per cofactors polifosfoinositids (ANDERSON i MARCHESI, 1985).

La regid 4.5 &s una proteina periférica situada sobre la cara in-
terna de la membrana. FINNE (1980) ha trobat que aquesta banda te ac-
tivitat de grup sanguini.

La banda 4.9 &s una fosfoproteina de 48.000 daltons. Es poc cone-
guda, sabent-se que estd present a concentracions equimolars amb els
tetramers de l'espectrina. SIEGEL i BRANTON (1982) indiquen que el po-
lipéptid 4.9 purificat pot interaccionar amb filaments d'actina a fi
de reduir la velocitat de polimeritzacié de l'actina, i possibilitar,
d'aquesta manera, 1l'estabilitzacid d'oligémers curts d'actina.

d) Proteina 5: Actualment s'anomena actina eritrocitica. Es una
proteina periférica de masa molecular 45,000. Forma amb 1l'espectrina
un sistema contradctil responsable de les propietats mecaniques del'e-
ritrocit.

e) Protefna 6: Es el mondmer del gliceraldehid-3-fosfat deshidro-
genasa (CARAWAY i SHIN, 1972). Es un dels pocs enzims intraeritroci-
tics en el que el 1lligam -parcial- envers la membrana és degut a in-
teraccions electrostdtiques especifiques, probablement per mitjd de
la protefna 3 (KANT i STECK, 1973). Estd situada en la cara interna de
la membrana i és del tipus periféric.

4.3.1.2. Proteines revelades en l'electroforesi pel reactiu de Schiff

(glicoproteines).

Les membranes contenen dos grups principals de glicoprotelnes:

les que contenen dcid sidlic i les que no.
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En les primeres, 1'dcid sidlic estd 1lligat als residus galacto-
sil/N-acetilgalactosaminil en posicié pendltima. En les segones, les
glicoproteines tenen els residus galactosil/N-acetilgalactosaminil
sense dcid sidlic. Les glicoproteines poden uniformitzar-se trencant
1'3cid sidlic amb tripsina.

Les glicoprotefnes sén totes integrals, scbresortint la part
glucidica totalment en la part externa de la membrana.

a) glicoproteines PAS-1 i PAS-2: Es coneixen també com glicofori-
na, major sialoglicoproteina i glicoproteina MN. Representen el 75% de
la totalitat de les glicoproteines i conteren la major part de 1l'adcid
sidlic. E1 PAS-1, de 83.500 daltons, és el dimer del PAS-2, de masa
compresa entre 47.000 i 50.000 daltons. Ambdues formes sén intercon-
vertibles per canvis de temperatura en preséncia del detergent Triton
X-100 (LILJAS et al., 1976).

JAVAID i WINZLER (1974) descrigueren una unitat monomérica de la
glicoforina de masa molecular igual a 24.000, mentre que altres autors
com SEGREST et al.(1971) i GREFATH i REYNOLDS (1974) demostraren que
la major sialoglicoproteina estava formada d'agregats. GARVIN (1980)
ha trcbat que la glicoforina pot presentar tres formes: una, d'una ma-
sa molecular de 65.700 daltons, que &s un dimer, i 2 formes monomeri-
ques de 31.000 i 27.900 daltons, respectivament. Les tres tenen iden-
tica densitat de cirrega superficial.

La glicoforina és la molécula menbranar de 1l'eritrdcit m8s ben
estudiada. Consta de 131 aminodcids i 16 cadenes de sucres (TOMITA i
MARCHESI, 1975). La molécula es pot dividir en 3 zones: una amb 64
aminodcids que conté el residu N-terminal i les cadenes glicosidiques.
A continuaci$ hi ha una zona central amb 32 aminodcids no polars, units
a les cadenes alifitiques dels fosfolipids, i finalment 35 amino3cids
que contenen una proporcid elevada de residus hidrofils, didcits, seri-
na i treonina. Aquest segment, que conté el grup C-terminal, esta ca-
pacitat per a captar cations com el calci i interactuar amb els peptids
bdsics i els grups aminats dels fosfolfpids. L'extremitat d'aquesta
cadena polipeptidica s'exten per la superficie citoplasmitica de la
merbrana.
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SCHULTE i MARCHEST (13979) han examinat la conformacid de la glico-
forina mitjangant dicroisme circular. En solucid aquosa &s del 27% d'o-
h&lix, 10% de forma B i el 63% de cabdell nonocestadistic. En preséncia
del detergent anidnic laurilsulfat sddic o del awitterionic Ammonyx-10,
la conformacid sols canvia lleugerament, mostrant un petit increment de
la part helicoidal. Segons aquests autors la part glucidica contribueix
poc a 1l'espectre del dicrofsme circular.

STIBENZ i GEYER (1980) han predit l'estructura secundaria del seg-
ment hidrofil N-terminal. Troben que el 35.9% &s d'a-hélix, el 6.3% de
fulla B, el 6.3% de gir B i el 51.5% de cabdell moncestadistic.

LUTZ i FEHR (1879) han trobat la mateixa proporcid d'dcid sidlic
en eritrdcits vells que en joves. Amb tot, el contingut total d'3cid
sidlic és un 15% més baix en els eritrdcits vells. Aix5 pot indicar que
hi ha la mateixa relacid 3dcid sidlic/glicoforina en els eritrocits
vells que en els joves, perd al haver-hi menys dcid sidlic total, impli-
ca que anb 1l'envelliment 1l'eritrocit perd glicoforines.

La part externa de la glicoforina te activitat de grup sanguini
ABO, MN, i porta, a més, els receptors per al virus influenza i les lec-
tines. Les activitats M i N poden ésser separades, sotmetent les glico-
proteines a un fraccionament en columna de DEAE-Sephadex (COOK i EYLAR,
1965) .

Juant amb la relacid de 1'dcid sidlic amb l'activitat de grup san-
guini MN, la preséncia d'aquest acid sobre les carregues glucidiques
dels fragments hidrdfils en la superficie externa de la membrana expli-
ca les propietats electronegatives de la superficie cel‘lular.

b) glicoprotefna PAS-3: Te una composicid glucidica semblant a la
glicoforina. No arriba a scbresurtir en la part interna (FURTHMAYR et
al., 1975). E1 pes molecular és de 25.000.

c) glicoproteina PAS-4: Es troba situada en 1l'electroforegrama
entre les bandes PAS-1 i PAS-2. Es de naturalesa i funcid desconegudes
(PICARD 1977).

Pel que pertoca a la metodologia emprada per Fairbanks et al.,
LILJAS (1978) postula 1'Gs del desoxicolat sddic (DOC) en comptes del
SDS quan es realitza 1l'electroforesi en gel de poliacrilamida. Aquest
detergent assoleix separar quatre zones glicoproteiniques.



57

L'electroforesi bidimensional amb SDS revela diversos components,
tres dels quals migren en la regid del PAS-2. Una de les bandes obtin-
gudes anb 1'electroforesi amb DOC, conté el component PAS-3 i aquesta
glicoproteinica es presenta com a monomer, quan s'empra DOC, i com a

agregat si s'empra SDS.

La major part de les glicoproteines se separen d'acord amb llur
pes molecular per PAGE-SDS, per® les sialoglicoproteines presenten
anomalies en la linealitat de la relacid migracidé-pes molecular, car
capten més fortament el SDS que les proteines perifériques degut a la
preséncia de glcids. Aix5 condueix a l'error de tenir uns pesos mo-
leculars més elevats que el seu valor real. LILJAS (1378) suposa que
probablement passa el mateix amb les altres glicoproteines quan s'em-
pren gels de baixa concentracid de poliacrilamida. Emprant DOC la
unidé al detergent és semblant per a totes les protelnes.

L'activitat de grup sanguini que no sigui la MN (ABO, P, Ss, lLe,
I, ...) es troba en les glicoproteines abans descrites i també esta
present en altres glicoproteines, enmascarades per les PAS o be formen
part del grup de glicoproteines menors.

GARDAS i KOSCIELAK (1973) foren els que en primer lloc aillaren
glicoproteines amb activitat ABO a partir de l'extraccid de l'estroma
amb butanol, si be els autors no descartaven la possibilitat de conta-
minacié de les fraccions glicoproteiniques amb glicolipids.

FUJITA i CLEVE (1975) caracteritzaren dues glicoproteines menors

amb activitat de grup sanguini A.

MIYAMOTO (1979) emprant lectines de Phaseolus lunatus i de Sophora
Japoniea han aillat dues glicoproteines que tenen respectivament acti-

vitat de grup sanguini A, Mi N, 1 A, B, OM i ON,

Les glicoproteines amb activitat ABO, com a substancies antigéni-
que que sbn, ja s'han descrit a l'apartat 2.3. d'aquesta INTRODUCCIO.

4.3.1.3. Protefnes tdentificades per llur activitat enzimdtica

al Na+-K+-ATPasa: Es troba en la cara externa de la membrana. Es
un enzim nunéricament poc frequent.

b) Ca'’ -ATPasa: Estd situada en la cara interna. ROSENTHAL et
al.(1970) han sugerit que pot estar associada amb 1'espectrina.
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c) Protein-quinases: La zona catalitica es troba en la cara inter-
na (RUBIN et al. 1973) i 1llur activitat minva anb l'envelliment de 1l'e-
ritrocit. LLurs principals substrats sén la protelna 2 (espectrina) i
la proteina 3.

d) Adenilciclasa: Estd situada en la cara interma i si be en les
aus esté. acoblada amb els receptors =-adrendrgics que es troben en la
cara externa, aquest accblament no ha pogut palesar-se en els eritro-
cits humans.

e) Acetilcolinesterasa: Es una protefna periférica que es pot ex-
treure per tractament amb solucions amortidores d'alta forga idnica.

f) Altres activitats enzimitiques descrites sén les de la nucled-
sidpirofosfatasa, p-nitrofenil-fosfatasa, 5°-nucleotidasa i catecol-0O-
-metil-transferasa (DELAUNAY 1978).

4.,3.2. ORGANITZACIO

La figura 10 resum la disposicid esquemdtica de les principals
proteines estructurals de la membrana.

Les proteines de l'eritrdcit que forma l'esquelet sén les que re-
gulen la capacitat de deformacid de la membrana i les que proporcionen
la forma discoide caracteristica de l'eritrocit.

La capacitat de de deformacid de la ceél-lula és cabdal en la fun-
cid alliberadora d'oxigen, perd també ho &s la capacitat de poder so-
portar la deformacid durant el flux. Aquesta propietat estd influida
per tres factors diferents: deformabilitat de la menbrana, relacid
drea de la superficie cel-lular/volum, i viscositat citoplasmitica.

El paper desenvolupat per les proteines de l'esquelet eritroci-
tic no queda circunscrit a les propietats de la membrana, ans també ju-
guen un paper secundari en la regulacid de la deformabilitat cel-lular
per influéncia en l'area de la superficie cel-lular i, probablement, en
el contingut en aigua (MOHANDAS et al., 1983). A més, aquestes protel-
nes també controlen la mobilitat i distribucid laterals de les glico-
proteines (SHEETZ 1983).

L'espectrina és el principal component d'aquestes proteines, enca-
ra que el descens de la flexibilitat de 1l'espectrina no és el principal
mecanisme funcional que pugui fonamentar la deformabilitat de 1'eritro-
cit (MIKKELSEN et al. 1984).
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MEMBRANA DE L'ERITROCIT

BICAPA |

@ PROTEINA D'UNIO (2,1)
ACTINA
ESPECTRINA BANDA 3

FIGURA 10.- Representacid esquemdtica de 1'organitzacié de la membrana
eritrocitica humana. Tan'en la bicapa lipidica com en l'esquelet de la
membrana, la densitat de les proteines dibuixades en la figura &s menor
que la que realment es troba en la membran (SHEETZ 1983).

@ BANDA 4,1
GLICOFORTNA [::::::] BANDA 4,2

En general, cada polipeptid pot ésser assignat a una o altre cara
de la membrana. Els components que travessen la membrana ho fan de for-
ma anisotropica, amb la part glucidica en la cara externa. Estan, per
altre part, molt ben ancorats dins del nucli hidrofcbic. Els constitu-
ients confinants a la cara interna (amb 1l'excepcid de la proteina 7)
estan units per enllagos més reversibles, presumiblement en punts es-
pecifics. Tanmbé estan presents polipéptids oligomérics que, per la se-
va part, formen complexes anb altres proteines en la superficie cito-

plasmitica.
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4.4 .GLUCIDS

Els gllcids en la menbrana de l'eritrocit es troben units a es-
fingolipids (un 7% del total glucidic) o a proteines (93%).

Els gllcids presents sén: galactosa, manosa, fucosa, N-acetil-
galactosamina, N-acetilglucosamina i els dcids sidlics. Aquest Qltim
és el que proporciona la major part de les carregues negatives de la
superficie de 1l'eritrocit.

El contingut d'aquests sucres, quan s'expressa en nmol/mg de pes
sec de membrana, es troba que és significativament més petit en els
eritrdcits vells que en els joves (BLADIER 1980). No obstant, no s'ha
trobat cap diferéncia entre ambdés tipus de membrana quan les compo-
sicions s'expressen com residus per 100 residus de glicids. Aixd su-
gereix que ha d'haver un descens homogeni del contingut glucidic du-
rant 1l'envelliment in vivo.

En un principi es postulava que el nombre mig de residus gluci-
dics units a molécules de 1ipids o proteines era de 15-20, perd dar-
rerament s'han trobat residus amb més nombre de glGcids. Aquests su-
cres poden ramificar-se, possibilitat que &s similar en les glicopro-
tefnes 1 en els glicolipids. En els glicoesfingolipids el gliicid 11i-
gat a l'esfingosina és generalment la glucosa.

Una funcid important dels glicids en les membranes és la d'anco-
rar els 1lipids i proteines que els porten: el cardcter polar i carre-
gat quasi negativament dels gllcids els impideix endinsar-se en la zo-
na hidrofébica de la membrana.

Altre funcid, molt més subtil, és l'estructural, com quan actuen
de determinants antigénics (grups sanguinis) i/o de receptors de diver-
ses substdncies (virus, lectines). Es a dir, 1l'ordenacid particular
dels monosacarids que formen la part glucidica de les glicoprotefnes i
glicolipids és la causa de l'especificitat de cada eritrocit.

Segons aixd, algunes de les glicoproteines presents en la membra-
na eritrocitica sén els antigens de grup sanguini ABO, dels que ja s'ha
definit llur estructura (cf. apartat 2.3.1. d'aquesta INTRODUCCIO) i de
les que, mds endavant, es fard l'estudi fisicoquimic en 1llurs parametres

més representatius.
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1. OBTENCIO DE L'ESTROMA ERITROCITIC

La metodologia emprada per a l'obtencid de 1l'estroma eritroci-
tic es resumeix en la figura 12.

| ERITROCITS

Rentat 3 cops Centrifugacid

amb solucid 15 min

isotdnica a 3000 r.p.m.

ERITROCITS RENTATS
Centrifugacid
Hemdlisi amb 9 vol.de N ? &
sol.amortidora de fosfats 20 min
(pH 7.4 i 20 imOsm) (3 a 9500 r.p.m.
cops) + 9 vol.de sol.
amortidora Tris-HC1l (pH
7.5 1 18 imOsm)(n cops) SOBRENEDANT
ESTROMA
Homogenitzacid
HOMOGENEITZAT
Di3lisi
DIALITZAT . -
Andlisi quimica elemental
Liofilitzacid Contingut proteic
Espectre I.R.
ESTROMA LIOFILITZAT Activitat acetilcolines-

terasa
Determinacié del Trp i Tyr
Andlisi d'aminodcids

FIGURA 12.- Esquema de la metodologia emprada en l'obtencib
de l'estroma eritrocitic.
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1.1. MATERIA PRIMA

El material a partir del qual s'ha obtingut l'estroma, ha consis-
tit en eritrocits empacats de grup sanguini A, provinents d'unitats san-
guinees de 500 mL conservades en dextrosa-citrat. Aquests eritrdcits han
estat rentats tres cops amb solucid salina isotdnica (clorur sédic al
0.85% en aigua destil-lada) i centrifugats en cada rentat a 3000 r.p.m.
durant 15 minuts.

Fls eritrdcits han estat donats pel Bane de Sang de 1'Hospital Cli-
nic de Barcelona i provenien de donants sans.

Amb la finalitat de tenir un major grau d'homogenitat en la mate-
ria prima, la sang emprada en l'obtencid de 1'estroma complia les se-
glients condicions:

a) pertanyia al grup sanguini A':

b) no tenia més de 3 setmanes a partir de la data d'extraccid

c) el titol enfront aglutinines estava comprés entre 1/64 i 1/128 (amb-
dés valors inclosos). E1 titol s'ha determinat per hemaglutinacid di-
recta realitzant la prova en porta. Com aglutinina sempre s'ha emprat
un mateix reactiu anti-grup A (Cromatest anti-A, lot 01419, Knicker-
bocker, Barcelona)

d) la transmitdncia d'una suspensid d'eritrdcits al 0.5% (v/v) en solucid
salina isotdnica havia d'ésser inferior al 10% (o absorbancia superior

a 1.2) realitzant la lectura a 540 nm (figura 13). La determinacid es
realitzd en un espectrefotdmetre Perkin-Elmer 12u.

En total s'han emprat mostres sanguinees de divuit donants.

1.2. HEMOLISI

El procés d'alliberament de 1'hemoglobina continguda a 1l'interior
de 1l'eritrdcit constitueix 1'hemdlisi. la matéria resultant després de
1'hemdlisi s l'estroma i és, esencialment, la membrana de l'eritrocit.
En cas d'cbtenir l'estroma per mitjans hipotdnics, la matéria resultant
reb el nom d'espectre (ghost en anglés) i les membranes resultants sén
una mescla de formes estomatocitiques i discoidals (JOHNSON et al. 1980).
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FIGURA 13.- Valors de les transmitdncies produldes a 540 nm per diferents

suspensions d'eritrécits en solucid salina.

Les menbranes de 1'eritrocit poden obtenir-se per fragmentacid (so-
nicacid, homogenitzacid en medi hipo o isotdnic, congelacid i desconge-
lacid, ...), per lisi quimica (digitonina, saponina, detergents, substan-
cies caotropiques, ...), per lisi hipotdnica (solucions amortidores a
baixa forga idnica: fosfats, citrats, Tris-HCl, bicarbonat, ... aigua
destil-lada) o per lisi isotdnica (el bicarbonat amdnic i el imidazol
produeixen en pocs minuts la lisi a temperatura anbient, mentre que les
solucions isotdniques de Tris-HCl i de glucosa requereixen 120 minuts a
Lu°C per assolir l'hemdlisi).

A la taula 12 s'indiquen les técniques hemolitiques més emprades.
D'aquestes, la que ha tingut m8s aceptacid és la de DODGE et al.(1963)
que proporciona unes membranes que mantenen una disposicid semblant a
la de 1l'eritrocit intacte.

En un estudi previ (ESTELRICH i POUPLANA, 1985) s'ha comprovat que
els m etodes que empren solucions amortidores de fosfats o de Tris-HC1l
sén els que proporcicnen unes quantitats més grans d'hemoglobina alli-
berada.
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Per obtenir 1l'estroma s'ha emprat una modificacid de la técnica
de DODGE et al.(1963) descrita en l'estudi abans esmentat. Aquesta mo-
dificacid consisteix en realitzar les tres primeres hemdlisis amb so-
lucid amortidora de fosfats pH 7.40 (#0.20) i 20 (#2) imOsm, i les se-
glients hemdlisis anb solucid amortidora Tris-HC1 de pH 7.50 (£0.03) i
18 (#1) imOsm, fins que s'obtinguin les membranes blanques o lleugera-
ment rosades i el scbrenedant sigui clar.

En cada pas s'ha centrifugat durant 20 min a 9500 r.p.m. (~14700
g) a 4°C en una centrifuga Sorvall RC-5.

Atés la importancia de la baixa osmolaritat de la solucid hemolit-
zant i a 1'alteracid de la capacitat amortidora a baixes forces idniques
s'ha controlat el valor de la forga idnica en qualsevol punt del procés
a partir de les dades subministrades pels valors de l'osmolaritat (en
osmometre Fiske Osmometer) i del pH (en pH-metre digital Crison model
501).

1.3. DIALIST, HOMOGENITZACIO I LIOFILITZACIO

Un cop reunides les menbranes obtingudes segons l'apartat anterior,
aquestes se suspenen al 50% en solucid amortidora fisioldgica (PBS) i es
dialitzen durant tota la nit enfront 10-15 volums d'aigua destil-lada,
mantenint el conjunt a 4°C.

La didlisi s'ha realitzat en tubs de didlisi Visking, de tamany
6-27/32". Abans del seu Us les menbranes s'han preparat amb el seglient
tractament:

a) ebullicid amb aigua destil-lada durant 30 minuts

b) ebullicib amb aigua destil-lada i una mica de bicarbonat sddic durant
10 minuts

c) ebullicid amb etanol al 50% durant 10 minuts

d) ebullicid amb aigua destil-lada durant 5-10 minuts

e) ebullicid amb EDTA sddic 1 mM durant 1 minut

Després de la didlisi les membranes sén homogenitzades en la mateixa
suspensid en un homogenitzador Dounce, i a continuacid, - sén liofilitza-

des en un liofilitzador Telstar.



67

1.4. DETERMINACIONS ANALITIQUES

En les membranes liofilitzades (estroma) s'han realitzat les se-
glents determinacions analitiques:

1.4.1. Analisi quimica elemental

1.4.2, Cén'tingut proteic

1.4.3. Espectre infraroig

1.4.4, Activitat acetilcolinesterasa

1.4.5. Determinacid espectrefotom@trica del triptofan i de la tirosina
1.4.6. Andlisi d'aminodcids

1,4.1.ANALISI QUIMICA ELEMENTAL

S'ha determinat el contingut en hidrogen, carboni, sodi i nitrogen
en un analitzador Carlo Erba 1106. Els percentatges trobats sén els se-
glents:

- sodi: 2.4%

- carboni: 52.6%
- hidrogen: 7.51%
- nitrogen: 10.8%

1.4.2. CONTINGUT PROTEIC

El contingut proteic de l'estroma s'ha determinat per la técnica de
LOWRY et al.(1851). En aquest cas, com en el de qualsevol homogenitzat,
cal tractar previament l'estroma de forma que les protelnes siguin acce-
sibles als reactius. Aix5 s'assoleix per digestid alcalina o per tracta-
ment anb detergents.

Pel que fa a la digestid alcalina, la perllongada exposicid de les
proteines proteolipidiques (18 hores) a la sosa 0.5 N a 37°C, preconitza-
da per HESS i LEWIN (1965), produeix una oxidacid dels 1lipids, la qual
cosa interfereix fortament la valoracid per la técnica de Lowry (EICHBERG
i MOKRASCH, 1969). Per tant, la digestid s'ha realitzat amb sosa 0.1 N a
39°C durant 180 min, condicions que, segons GLAZER i SMITH (1961) fan
possible la ionitzacib total dels grups fendlics presents, responsables

de la cromogenicitat de les proteilnes.
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En quant als detergents, els no interferidors sén el dodecil sul-
fat sddic (SDS) i el desoxicolat sddic (PETERSON, 1979). En aquest cas
la técnica seguida ha estat la de MARKWELL et al.(1981) que empra SDS
al 1%.

Com solucid proteica estandard s'ha emprat per a totes les deter-
minacions una solucid d'alblmina sdrica bovina (BSA) a una concentracid
de 100 pg/mL. D'aquesta solucid s'agafen 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 1 1 mL,
i es completa fins un volum de 1 mL anb aigua desionitzada.

L'estroma s'ha emprat com suspensid a concentracid de 0.500 mg/mL.

Les absorbancies s'han determinat a 500 nm, longitut d'ona més
adient per aquest interval de concentracions en comparacid amb altres
també emprades (660, 720 i 750 nm).

Totes les determinacions s'han realitzat per triplicat.
a) Contingut proteic determinat per digestid alcalina

El valor obtingut ha estat del 48.03% de contingut proteic referit
al pes de l'estroma liofilitzat.

Degut a que el valor de l'absorbdncia de l'estroma estd dins dels
limits lineals de la corba de calibracid, no ha calgut transformar les
variables absorbancia i concentracid en llurs valors reciprocs per ob-
tenir la linealitzacid de la recta estandar (CAMPBELL 1983).

Per altre part, com la quantitat de sosa en les aliquotes analit-
zades és aproximadament de 0.5 mmols i, segons MAKKAR et al.(1982), el
1imit de no interferéncia anb la valoracid és de 0.3 mmols, s'ha realit-
zat paral-lelament una determinacid emprant la modificacid del métode
proposada pels mateixos autors esmentats, i que consisteix en adicionar
sulfat amdnic en quantitat igual a la meitat del nombre de mols de sosa
i escalfament a bany maria durant 15 minuts. Amb aixd, es formen hidro-

xid amdnic i sulfat sddic, que no interfereix.

Els valors de les absorbancies cbtinguts amb aquesta prova paral-le-
la, sols varien en *0.02 envers els obtinguts sense incloure la modifica-

cid, diferdncies que es poden considerar degudes, doncs, a fluctuacions

aleatories.
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b) Contingut proteic determinat per mitjd de detergents
El valor obtingut ha estat del 56.1%.

les diferéncies envers el métode anterior pot explicar-se per una
part, per un major grau de solubilitzaci de les protelnes assolit pel
detergent, i, per altre, pel lleuger augment de l'absorbdncia que pro-
dueix el SDS en la técnica de Lowry.

1.4.3. ESPECTRE INFRAROIG

L'estroma dispersat en bromur potdsic s'ha determinat en un espec-
trefotdmetre per I.R. Perkin Elmer 1430. L'espectre infraroig obtingut
arb l'estroma (figura 13) mostra les seglients caracteristiques:

- Regid per sobre dels 2700 cm~!: Hi ha una banda d'absorcid a 3300 cm™!,
lleugerament afilada que pot correspondre a una vibracid tensional d'una
amina primiria. Altres absorcions queden reflexades pels pics ben defi-
nits a 2925 i 2855 am™!, indicatius de 1l'enllag C-H on el carboni estd

en forma spl.

- Regid entre 2000 i 1500 em™!: Apareixen pics a aproximadament 1730,
1660 i 1540 cm~!. E1l primer correspon a la vibracid del grup .carbonil,
quasi segurament d'un aldehid alifdtic. El segon és caracteristic d'una
amida | 1 de que els enllagos formats per ponts d'hidrogen es troben en
forma d'a-h8lix. L'abséncia d'absorcid a 1630 am™! indica que 1'estruc-
tura en B-fulla no estd present en la molécula (SCHELLMAN i SCHELLMAN,
1962) i 1'absorcid a 1540 cm™! és propia de grups NH(amida 11) o d'a-
nells aromatics.

- Regid entre 1500 i 1000 cm™!: Apareix un pic a 1450 cm™', representatiu
dels grups =CHz2 i/o CH3 (vibracid de deformacid asimdtrica); a 1390 cm
el pic representa els mateixos grups -CH,/CH; (vibracid de deformacid
asimdtrica); a 1390 cm™! representa els mateixos grups CH,/-CH; perd in-
dicativa d'una vibracid de deformacid simétrica, 1'absorcid a 1070 cmr!?
és caracteristica dels grups alcohol primari i secundari, aixi com de

la vibracid tensional del grup P-0-C; la vibracié del grup P=0 -propia
dels 1fpids- es manifesta a 1240 cm™!; a 1170 cmr! també es posa en re-
lleu el grup P=0, o be, els alcchols terciaris.
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~ Regid per sota dels 900 cm™!: L'absorcid a 710 cm™! pot indicar la pos-
sibilitat de que es trobi el grup -CHz-, si be, aquesta zona estd subjec-
ta a moltes interferéncies.

L'espectre obtingut és semblant a 1'obtingut per MADDY i MALCOLM
(1965). Quan les proteines de la membrana s'extreuen amb n-butanol pro-
porcioneﬁ un espectre amb abséncia d'estructura B-fulla, perd si 1'ex-
traccid s'ha fet amb dimetilformamida, es troba un component en B-fulla,
la qual cosa indica que aquesta estructura ha estat induida pel solvent
(CHAPMAN et al.1968).

1.4.4. ACTIVITAT ACETILCOLINESTERASA

L'activitat acetilcolinesterasa -(acetilcolina -acetilhidrolasa,

" EC.3.1.1.7) s'ha valorat determinant els umols d'acetat formats per 1l'a-
dicid de 1l'estroma a una quantitat d'acetiltiocolina (Sigma, Estats
Units).

Amb NaCl 0.15 M, clorur d'acetiltiocolina 10 mM 1 0.2-0.6 mg d'es-
troma es fa una suspensid (10 mL) a pH 7.6 i 37°C. El pH es manté per
adicib de NaOH 0.1 M. L'activitat es calcula en un radiometer TIT 60
equipat amb un pH-metre pH M62 Standard i un mddul REA 160, segons 1l'adi-
cib de sosa en els 8-20 primers minuts.

S'obté un resultat de 0.82 unitats d'enzim per mg d'estroma liofi-
litzat. Una unitat d'actvitat acetilcolinesterasa es defineix com la
quantitat d'enzim que hidrolitza 1 umol d'acetilcolina per minut.

L'activitat especifica és expressada en unitats per mg de pes de
membrana (HELLER i HANAHAN, 1972).

1.4.5. DETERMINACIO ESPECTROFOTOMETRICA DEL TRIPTOFAN I DE LA
TIROSINA

Hi ha uns aminodcids (triptofan, tirosina, glicina, hidroxilisina,
cistina, cisteina, ...) que es poden determinar en la proteina sense ne-
cessitat d'hidrolitzar-la (BLACKBURN 1968). D'aquests aminodcids, la ti-
rosina i el triptofan sbén els que forneixen millors resultats, podent-se
analitzar en medi dcid, basic o neutre (DONOVAN, 1969).
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L'absorbancia de les proteines a l'espectre ultravioleta entre
250 i 320 nm es deu principalment als aminodcids tirosina (Tyr), trip-
tofan (Trp) i fenilalanina (Phe), si be l'absorbancia d'aquest {i1tim
pot menysprear-se en comparacid amb els altres dos.

En medi basic, existeixen les técniques de GOODWIN i MORTON (1946)
i la de BENCZE i SCHMID (1957), que calcula la relacid tirosina/tripto-
fan a partir de dues caracteristiques fonamentals de les corbes d'ab-
sorcid: (a) el pendent de la linea tangent als dos mixims espectrefo-
tométrics indica la relacid de Tyr/Trp i (b) l'absorbancia del pic més
gran és una mesura del contingut en Tyr-Trp.

El mdtode de Goodwin i Morton, que és el que s'ha emprat, tracta
les protelnes com sistemes de dos components, en els que la corba d'ab-
sorcid d'una proteina és la suma de les absorcions dels aminodcids que
la composen. Aix5, si bé no totalment cert, permet una bona aproximacid.

En sosa 0.1 N, medi emprat per aquesta técnica, les corbes d'absor-
bancia de la Tyr i el Trp s'intersecten en 2 punts: a 257.15 1 a 294.4
rm, en aquests punts d'interseccid 1'absorbancia és una mesura directa
de la concentracid molar total de Tyr i Trp. A altres longituts d'ona,
1'absorbancia varia amb les proporcions relatives dels dos aminodcids.
Si es determinen els valors de les absorbancies a 294.4 nm (longitut
d'ona propera al mdxim de la Tyr) i a, per exemple, 280 nm, i definint
per x els mols totals de Trp+Tyr per litre de solucid, i x - y els mols
de Trp, y seran, per tant, els mols de Tyr, i aixi:

Azgy.y = €294.4°2
Azgg = y*€'280 + (x = y) e"240

on A &s 1'absorbancia determinada i €'280 1 €"280, els coeficients d'ab-
sorcid molar de la Tyr i del Trp, respectivament. Aquests coeficients
s'han calculat previament obtenint-se els seglients valors: €2¢y4.4 = 2375,
€'200 = 1567 1 €"280 = 5225 M '-cm'.

‘Aixf. a partir d'una suspensid d'estroma liofilitzat en sosa 0.1 N
(oH > 13.5) de concentracid igual a 1.03 mg/mL, incubada a 39°C durant
3 hores, s'han obtingut els valors d'absorbancia seglients (figura 14)
emprant un espectrefotdmtre Hewlett-Packard A-8531:
Azgy .4 = 0.780
Azg9 = 0.857
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Anmb aquestes dades s'obtenen els seglients valors:

3.2824.10"* mols totals

x =
y = 2.3511+10"* mols de tirosina
z -y = 0.9313-10-* mols de triptofan

essent la relacid Tyr/Trp igual a 2.524
1.4.6. ANALISI D'AMINOACIDS

L'an3dlisi del contingut en aminodcids (figura 15) s'ha realitzat
segons la técnica de MOORE i STEIN (1963) en un analitzador d'aminodcids
Chromaspeck Rank Hilger.

A partir d'una mostra liofilitzada s'ha realitzat la hidrolisi amb
HC1l 6 N en tubs tancats en els que s'ha efectuat el buit. Després de 24
hores a 110 C el material estd hidrolitzat i els aminodcids es troben en
forma de clorhidrats. Un cop s‘han refredat els tubs, l'excés d'acid s'e-

limina en un rotovapor.

En 1a taula 13 s'expressen els resultats obtinguts en grams d'amino-
dcid per gram d'estroma i com a numero de mols per 1000 mols totals.

Certs aminodcids com la serina, treonina, cisteina i tirosina, es
descomposen parcialment durant la hidrolisi mentre que el triptofan expe-
rimenta una descomposicid gairebé total; aixi doncs, els valors de la .
taula han estat corregits en un 10% per a la serina i en un 5% per a la
cistefna, treonina i tirosina, que sén els percentatges respectius de
descomposicid d'aquests aminodcids. El valor del triptofan s'ha obtingut
a partir de la relacid Tyr/Trp calculada en l'apartat anterior.
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Grams d'aminodcid Nimero de residus

Aminodcid :

Grams d'estroma per 1000 residus
Hidrofobics
Metionina 0.0085 16.75
Valina 0.02u45 66 .89
Isoleucina 0.0193 47.21
Leucina 0.0419 102.37
Triptofan 0.0091 14,21
Tirosina 0.0203 35.87
Fenilalanina 0.0236 y5,74
Neutres
Treonina 0.0211 56.70
Serina 0.0287 87.63
Prolina 0.0195 54.29
Glicina 0.0183 78.08
1/2 Cistelna 0.0046 12.59
Alanina 0.0225 80.90
Aeidies
Aspar‘tJ.\ ic 0.0329 79.58
Glutdmic 0.0471 102.93
Bdsties
lisina 0.0214 u6.85
Histidina 0.0150 28.83
Arginina 0.0232 42.59

TAULA 13.- Composicid en aminodcids de 1l'estroma eritrocitic. Els va-
lors de 1'aspirtic i del glutdmic corresponen, en realitat, al conjunt
aspirtic + asparagina, i glutamic + glutamina, respectivament.
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2.SOLUBILITZACIO

En un sentit estricte, la solubilitzacid de 1l'estroma implicaria
la dispersid en el solvent de totes les moleécules aillades que el com-
posen, de manera que esdevingués un estat en el que les interaccions
solut-solut fossin menyspreables. Si a més, cal tenir en les molécules
wn significat bioldgic, les moldcules aillades han de retenir 1llurs
conformacions natives (i bioldgicament actives).

En realitat, per solubilitzacid de membranes s'entén el procés
que converteix l'estat complexe de la membrana intacta en un estat més
senzill que permet l'andlisi dels components de la menbrana per meto-
des que no poden aplicar-se en la menbrana intacta.

En tot cas, per a poder dir que s'ha arribat amb éxit a la solu-
bilitzacid es requereix que les particules solubles tinguin un coefi-
cient de sedimentacid relativament baix -en termes prdctiques les par-
tfcules no haurien de sedimentar després d'l hora de centrifugacid a
100.000.g (aquest valor aplicat a un medi amb densitat propera a la de
1'aigua) (MADDY i DUNN, 1976).

A aquesta condicid han d'acompanyar-la altres, com el descens de
la complexitat de les particules solubilitzades en relacid amb la mem-
brana intacta i a 1'abolicid d'unions intermoleculars, si aquestes no
sén necessaries per a la funcionalitat d'una determinada proteina.

El caracter dels solvents emprats varia segons la naturalesa del
material a solubilitzar. Els 1lipids poden solubilitzar-se facilment en
solvents no polars o en medis aquosos mitjangant sonicacid. En quant a
a les proteines, l'eleccid de solvent depend de la localitzacid de la
proteina. Les proteines perifériques com que estan unides a la menbra-
na predominantment, o exclusivament, per interaccions electrostdtiques,
poden extreure's amb solucions d'agents quelants (aquest seria el cas
de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa). Les proteines que es tro-
ben immerses totalment en la capa bilipidica, s'extreuen amb solvents
orginics. En el cas que aqui interessa, el de les glicoproteines amb
activitat antigénica, com ja s'ha descrit en l'apartat 4.3.1.2. de 1la
INTRODUCCIO, tenen part de la cadena en medi aquds i part en medi lipi-
dic.
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Tedricament, un gran nombre de solvents orginics sén potencial-
ment adients per a solubilitzar les proteines i glicoproteines que es
troben parcialment submergides en la capa lipidica. No obstant, els
solvents orginics tenen dues grans desventatges: (a) virtualment totes
les técniques de quimica proteinica sén més eficaces en condicions
aquoses, i (b) la dempstracid de l'activitat bioldgica és gairebé ex-
clusivament confinada al medi aquds.

Cal, doncs, emprar un solvent que, per una part alliberi les pro-
teInes dels 1lipids i, per altre, proporcioni una fase aquosa on es
trobin presents les glicoproteines. Aixd s'assoleix amb certs tracta-
ments a base de solvents orginics i solvents polars, i també amb els

detergents.

Les propietats solubilitzants dels detergents rauen en llur cardc-
ter amfifilic, el qual permet la interaccid tant amb les regions hidro-
filiques com amb les lipofiliques, formant micel.les que imiten 1l'inte-
rior hidrofdébic de la bicapa lipidica de la membrana.

En la solubilitzacid per detergents hi ha dos tipus d'interaccions
d'importancia capital: la interaccid de les molécules de detergent amb
els components de la membrana i les interaccions entre les molécules de
detergent. En el primer cas €s sabut que a altes concentracions de de-
tergent pot ocdrrer un canvi de la conformacid. En el segon, la inter-
accid entre les molécules de detergent te molta importdncia puix la
concentracid efectiva de detergent per a lligar-se amb la protefna no
és la concentracid total de detergent sind la de detergent lliure.

En condicions escaients d'excés de detergent, l'estructura de la
merbrana es desorganitza, i els lipids i proteines es trcben, llavors,
en les micel-les de detergent, de forma que cada proteina o complexe
proteinic estd present en una micel:la separada.

S'ha emprat un gran nombre de detergents en estudis de fisicoqui-
mica bioldgica (HELENIUS i SIMONS, 1975; HELENIUS et al., 1979).

El detergents idnics, cas del SDS, tendeixen a desnaturalitzar les
proteines per destruccid de llur estructura secundaria, tercidria i qua-
ternaria, si be, a concentracions baixes, es mantenen llurs propietats

antigéniques.
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Els detergents no idnics o els lleugerament idnics sén menys des-
naturalitzants i poden emprar-se per extreure de la menbrana elements
que preserven les interaccions protelna-proteina.

Amb tot, 1'Gs de detergents presenta inconvenients forca impor-
tants: elevada absorbancia a 280 nm, induccid de precipitats en la
t&cnica de valoracid de proteines de Lowry et al., interferéncies en
la valoracib de BRADFORD (1976), i -en cas de detergents idnics i in-
cliis del desoxicolat sddic, interferéncies en l'electroforesi en 1'en-
focament isoeléctric~, elevat pes micel:lar que impossibilita la fil-
tracid per gel car la variacid en el tamany de la proteina és menys-
preable en comparacid amb el tamany de la micel-la.

En la taula 14 es resumeixen esquemdticament els tipus de solvents
emprats per a solubilitzar les proteines de la membrana de l'eritrocit.

D'aquests métodes els que es defineixen com especifics per a glico-
proteines sén el d'HAMAGUCHI i CLEVE (1972), basat en l'extraccid dels
1lipids per la mescla cloroform/metanol (2:1, v:v), el de MARCHESI et al.
(1972) que fa servir el diiodesalicilat de liti com a solvent principal,
i 1'extraccid amb fenol de HOWE et al.(1973), la de BLUMENFELD i ZVILI-
CHOVSKY (1973) que solubilitza les membranes amb piridina agquosa i, fi-
nalment, FINNE (1980) empra una técnica per cbtenir glicoprotelnes que
es fonamenta en 1l'extraccid lipidica de SVENNERHOLM i FREDMAN (1980) i
en la modificacié de DEJTER-JUSZYNSKI et al.(1978).
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1. Modificacif de les condicions electrostAtiques de l'entorn de les membranes

(a) Baixa forga idnica
(aigua)

(b) Baixa forga idénica +

agent quelant (EDTA,p.e.)

(c) Baixa fore¢a iénica +

agent reductor {(diticeri-
tritol)

(d) Alta forga idnica

{e) pH baix {(Acid acédtic di~-
luit)

(f) pH alt (sosa dilulda)

Harris (1971)

Hamaguchi i Cleve (1971)

Tillack (1370)

Maddy 1 Dunn (treball no
publicat)

Tanner i Gray (1971)

Maddy i Xelly (1971)

Steck L Yu (1973)

2. Modificaci dels grups ionogénics de les membranes

(a) Reactius ionogénics de
tipus sulfidril

(b) Oxidcids (maleic, citra~
cénic, dimetilmaleic)

Carter (1973)

Moldow et al. (1972)

3.Agents caotrdpics-perturbants de protelnes

(a) Tiocianat potdsic

(b) Urea

{(c) Clorhidrat de guanidina

(d) Diiodesalicilat de 1liti
4. Enzims

(a) Tripsina 1 termolisina
{b) Pronasa

(c) Neuraminidasa

(d) Quimotripsina

(e) Fosfolipases (Az, D 1 C)

5. Solvents organics

(a) n-Butanol

(b) n-Butanol + EDTA

(c) 2-Cloroetanol

Morrison { Neurath (1953)

Lauf 1 Poulik (1968)

Gwynne 1 Tanford (1970)

Marchesi et al. (1972)

Jenkins i Tanner (1976)
Nanni et al. (1977}

Godin {4 Schrier (1970)
Akyyama i Osawa (1972)

Seghier et al. (1977)

Maddy (1966)

Maddy et al. (1972)

Zahler 1 Weibel (1970)

Complexe protefni¢ multiunita-
ri

Polipéptids d'alt pes molecu~
lar

Alliberament del 40% de les
protelnes de l'eritrécit, ge-
neralment d'elevat pes molecu-
lar

Alliberament de les proteines,
que s8n extretes pel EDTA

Extracci8 especifica de glice-
raldehid-3-fosfat deshidroge=-

nasa

Solubilitzacif de les protel~
nes de l'estroma tamb& solubi-
litzades pel EDTA

Solubilitzaci6 d'algunes pro=-
tefnes solubilitzades també
pel EDTA

Solubilitzaci§ d'algunes pro-
tefnes de la membrana

Solubilitzacié general

Extracci8 de proteases actives

Les proteines extretes s'havien
separat per electroforesi en
gel de midd

Quasi solubilitzacid total de
les protefnes, perd algunes in-
teraccions protelna-lipid es
mostren resistents

Solubilitzaci8 de les glicopro-
tefnes~glicoforines purificades
amb un tractament amb fenol

Obtencis de fragments de la
glicoprotelna més gran

Solubilitzacif de proteines
a partir d'eritrdcits d'anyell

Diferents fragments proteinics

Fragments externs de les pro-
tefnes de membrana

Alliberament de substdncies
antigéniques amb activitat de
grup B

Les substancies lipfdiques
passen a la fase butandlica

La preséncia d'EDTA facilita
el fraccionament de les prote!
nes solubilitzades per l'accit
del butanol

Solubilitzaci$ completa



(@) dimetilformamida

(e) hexa-fluoracetona

(f) cloroform/metanol
(g.1.) relacib 1:1 (v/v)

(£.2.) relacib 2:1 (v/v)

(£.3.) relacib 1:2 (v/v)

(g) n-butanol + etanol

(h) n-butanol + cloroform
(1) etanol abs. + cloroform

(§) etanol + éter

(k) 2-mercaptoetancl + EDTA

{1) acetona

(m) 4cid acétic al 90%

(n) fenol

(o} piridina aqliosa

7. Detergents no idnics
(a) Triton X-100

{b) Tween 20

(¢) Lubrol WX

(d) Berul Emu-043

8. Detergents idnics

(a) Desoxicolat i/o colat
sddics

{b) Dodecilsulfat sdédic
(SDS)

Chapman et al. (1968)

Juliano (1972)

Reed et al., (1960)

Hamaguchi i Cleve (1972)

Svennerholm (1980)
Gardas 1 Koscielak (1971)
Finne (1978)

Hakomori (1978)

Rosenberg i Guidotti(1968)
Liljas et al, (1974)

Koscielak et al. (1973)
Schubert et al., (1972)

Howe et al. (1973)

Blumenfeld i 2Zvilichovsky
(1973)

Fiori et al. (1971)

Liljas et al.(1974)

Bjerrum i Lundhal(1974)

Bjerrum et al.(1974)

Liljas (1978)

Simmonds 1 Yon (1977)
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El solvent indueix una certa
estructura en ~fulla en les
protelnes

Solubilitzacié general

Obtencid d'estroma exent de
1lfpids

Solucid aqfiosa de glicoprotef-
nes amb diversa activitat an-
tigénica

L'extracci8 lipfdica forneix
un material exent de lipids

Solubilitzacié de proteines
amb contaminants lipfdics

Solubilitzaci6 general
Solubilitzacié general

Solubilitzacié general

Extracci8 de protefnes desna-
turalitzades :

Solubilitzacib parcial

Solubilitzacié de les protefne
que no sén solubles en acid
acétic diluit

Obtencis d'una solucib agfiosa
de glicoprotefnes

Solubilitzaci preferent de
les glicoprotelnes

Solubilitzacib general de di-
verses fraccions protefniques

Obtencid de fraccions protel-
niques que no sén solubilitza-
des per altres técniques

Preparacid de proteines per
immuncelectroforesi

Preparacif de protefnes per
immunoelectroforesi

Protelnes que mantenen la ma-
jor part de les propietats f{-
sicoquimiques degut al baix
pes micel-lar del detergent

ObtenciS de protefnes dissocia
des en subunitats monomériques

TAULA 14.- Solvents i técniques emprades en la solubilitzacié de proteines

de membrana de l'eritrécit.
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2.1. COMPARACIO DE METODES

Davant 1l'existéncia de diverses técniques per extreure glicopro-
tefnes de la membrana, hom ha cregut oporti realitzar un estudi compa-
ratiu de les principals, a fi de tenir uns criteris cbjectius que jus-
tifiquin 1'elecci d'un métode o altre.

Els métodes escollits per a realitzar l'estudi comparatiu sén el
d'Hamaguchi i Cleve, el de Marchesi et al. i el de Finne.

El d'Hamaguchi i Cleve (figura 16) es basa en l'extraccid de 1i-
pids per mitjd de la mescla Cl3CH/MeOH a una relacid 2:1 (v/v), defi-
nida per FOLCH-PI et al.(1951) com molt adient per extreure 1ipids.

Els autors indiquen que en la fase aquosa es trocben presents les
activitats antigéniques I, Ss, MN, A, B i H. La interfase conté la ma-
jor part de les proteilnes de membrana, excepte les principals glico-
proteines, 1 la fase orginica mostra activitat antigénica A, Bi H 1

estd exepta de glicoproteines.

Anb aquest tractament es recupera un 3.7% de la proteina present
en l'estroma, valor comprés dins d'una forquilla de 2.6 i 4.9%.

Posteriorment, Dejter-Juszynski et al. han afegit a la técnica
una doble extraccié butandlica de la part aquosa, amb la finalitat |
d'extreure els glicolipids de baix pes molecular que, segons els es-
mentats investigadors, estan presents en aquesta fase.

El métode de Marchesi et al. (figura 17) empra el diiodesalicilat
de liti (LIS) com agent dissociant de péptids, i el fenol com a subs-
tdncia extractora de 1ipids. La glicoprotefna aillada és una {nica ca-
dena polipeptidica amb un 60% de glicids i un 40% de proteina. El pes
molecular del mondmer &s aproximadament de 50.000. Aquesta molécula
transporta els antigens de grup sanguini A, B, I, MN, i els receptors
per al virus influenza i per a diverses fitoaglutinines.

La proteina recuperada &s del 3-4% de la present en 1l'estroma.

El mdtode de Finne (figura 18) estd basat en part en 1l'extraccid
de Svennerholm i Fredman, que empra la mescla Cl;CH:MeOH:H20 (4:8:3,
v/v/v), a relacib envers l'estroma de 3 a 1 (v/v); i per altre, en
1'extraccid cloroformo-metandlica abans esmentada, aixi com en la do-
ble extraccié amb n-butanol. La recuperacid és del 3.3%.
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ESTROMA + Tris~HC1l 10 mM/EDTA 0.1 oM pH 7.5
(= 2 mg de proteina/ml)

1) adicid de 9 vol de Cl:CH/MeOH 2:]1 v/v

2) agitacid 30 wmin a temperatura ambient

3) centrifugacid a 1500 r.p.m. 10 min

Fase superior Fase inferior

(aquosa) (orgdnica)

4 1) centrifugacid a 3000 r.p.m. 20 min
2) concentracid a rotovapor fins 1/4-1/10 del volum
3) precipitacié amb 9 volums d'etanol absolut

4) centrifugacid a 3000 r.p.m. 20 min

sobrenedant l precipitat

liofilitzacid

GLICOPROTEINES

FIGURA 16.- Esquema del métode d'obteneid de glicoproteines segons Hama-
guchi i Cleve (1972). .



ESTROMA + Tris~HCl 50 mM/Lis 0.3 M pH 7.5

(= 25 mg de proteina/mlL)

2) adicid de 2 volums d‘'aigua a 4°C

3) mantenir 5-10 min a 4°C

[ 1

pellet sobrenedant

centrifugacid a 4000g
de fenol al 507% (pes/volum)

agitant 15 min a 4°C

durant 1 hora

fase aquosa

| interfasel [;Qse orgénicaJ

1) didlisi a 4°C enfront aigua durant 36 hores

2) liofilitzacid
3) rentat 3 cops amb EtOH absolut

4) centrifugacid a 4000z, 1 hora

l

—

fase superior

l pellet

/ redisolucid amb aigua

SOLUCIO DE GLICOPROTEINES
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4) centrifugacid a 45.000g, 90 min, 4°C

FIGURA 17.- Métode d'obtencié de glicoproteines segons Marchesi et

(1972).

1) agitacid a temperatura ambient 5-10 min

adicid d'un volum igual de fenol

al.
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ESTROMA + Tris-HC1 10 mM/EDTA 0.1 mM pH 7.5
(= 2.5-3.0 mg proteina/mL)

1) dilucid 1:1 amb aigua
2) adicid mesclant de 2,67 volums de MeOH
3) adicid mesclant de 1.33 volums de CliCH
4) deixar 30 min a 23°C

1.Filtrar Whatman n°l ————me—e—  2.Rentar amb H,0/Cl;CH/MeOH
(3:8:4, v/v/v)

filtrat

(fase lipidica)

mescla orgdnico-aquosa
VA

fase superior aquosa fase inferior orginica

didlisi amb aigua + NH,OH q.s.p. pH 8.0
extraccid 2 cops amb r-butanol
centrifugacid a 30.000g 15 min

I |
fase superior butandlica fase inferior aquosa

cromatografia per DEAE-cel:.lulosa en

presédncia de Mulfogen al 1%

fraccic absorbida fraccid no abscrbida
(GLICOPROTEINES) (MACROGLICOLIPIDS)

FIGURA 18.- Esquema del métode d'obtencid de glicoproteines segons

Finne (1980).
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2.1.1. PARAMETRES COMPARATIUS

Els pardmetres de comparacid d'aquestes técniques han estat els
quatre seglients:

cromatografia en capa fina

- espectroscopia infraroja

~ contingut proteic

capacitat inhibitdria de 1'hemaglutinacid

El material de comparacid ha estat la fase aquosa obtinguda i a
partir de la qual s'han de precipitar les glicoprotelnes. Com la técni-
ca de precipitacid de les glicoproteines és comma als tres métodes, és
valid extrapolar els resultats cbtinguts amb aquesta fase als que s'ob-
tindrien anb les glicoproteines finals, simplificant, d'aquesta manera,
la metodologia i minimitzant els errors. '

En els tres métodes s'ha partit d'una suspensid d'estroma liofilit-
zat en solucid amortidora Tris-HCl. Tots els reactius emprats han estat
de qualitat analitica, havent-se obtingut el diiodesalicilat de 1liti
d'Eastman Kodak (11187). S'ha fet (s d'aigua bidestil-:lada en permanga-
nat potdsic amb posterior purificacié per un sistema Milli-Q (Millipore).

- Cromatografia en capa fina

Hom ha emprat com a fase estaciondria cromatofolis de gel de sili-
ce (Kieselgel 60 Fps54, Merck 5554) de 0.2 mm de gruixor.

Com a liquids de desenvolupament hom s'ha emprat els segiients sis-
temes solvents, proposats per RANDERATH (1965) com a més idonis:

I. Cl3CH/MeOH/H,0 (65:25:u4, v/v/v) per a fosfolipids
II. Eter de petroli/EtOEt/AcOH glacial (90:10:1, v/v/v) per a lipids

neutres
ITI. Eter de petroli/Cl;CH (90:10, v/v) per a colesterol

IV. Propanol/H,0 (7:3, v/v) i
V. C13CH/MeOH/H,0 (65:35:8, v/v/v) anbdds per a glicolipids de baix pes

molecular.

El revelat s'ha realitzat amb vapors de iode o per cbservacid sota
1lum ultravioleta a A = 254 nm.
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a) métode d'Hamaguchi i Cleve

Amb el sistema solvent I s'ha palesat 1l'existéncia de fosfolipids
en la fase organica i en la interfase. No apareixen taques fosfolipi-
diques en la fase aquosa.

La fase organica també conté 1ipids neutres i colesterol -o els
seus derivats— segons hom pot cbservar-se amb els sistemes solvents II
i ITI. En canvi, no apareix cap taca en els sistemes solvents IV i V
en la fase aquosa. En concret, en el sistema solvent V es mostra el
front d'elucid quan s'cbserva sota 1lum ultravioleta, sense que els va-

por de iode mostrin cap taca.

Tampoc no s'cbserva la preséncia de substdncia en la zona d'apli-
cacib, aixi, doncs, hom pot afirmar que, en aquesta fase, no hi ha ma-
croglicolipids ni poliglicosilceramides, car no tenen mobilitat en
aquests sistemes solvents (KOSCIELAK et al., 1977).

Si hom cromatografia alhora una aliquota d'una solucid de glicopro-
tefna humana de la fraccid V del sérum (Pentex, Miles 82-318-1, Estats
Units) en solucid amortidora PBS, s'obté un capteniment semblant.

En cas de fer una doble extraccid amb n-butanol de la fase aquosa,
1'existéncia de substancies lipidiques sols es palesa quan l'extraccid
amb Cl;CH/MeOH ha estat incomplerta.

b) Métode de Marchesi et al.

Anb la fase orgdnica, desecada en un rotovapor i dissolta amb clo-
roformo~-metanol (2:1, v/v) s'ha comprovat l'existéncia de fosfolipids,
1ipids neutres i colesterol, en els sistemes solvents I, IT i IIT, res-
pectivament. A més, les substdncies que composen la fase organica tenen

mobilitat en els sistemes solvents IV i V.

La fase aquosa d'aquest metode no presenta mobilitat en els siste-
mes solvents I, II, III 1 V, i, en canvi, en el sistema IV, s'observa
part de la substancia en el front de la fase mobil sota llum a 254 nm.
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c) métode de Finne

Amb el sistema solvent I apareixen fosfolipids en la fase lipidi-
ca i en menor quantitat en la fase inferior organica. Un cas semblant
passa amb el sistema solvent II, propi dels 1ipids neutres. Pel que fa
al sistema ITI, propi del colesterol, hom observa que la mostra aplica-
da de la fase inferior organica roman en la zona d'aplicacid, mentre
que hi ha mobilitat en la fase anomenada lipidica.

El sistema solvent IV mostra l'existéncia de glicolipids de baix
pes molecular en la fase superior aquosa, mentre que amb el sistema V
aquests glicolipids es posen de manifest tant en la fase superior aquo-

sa com en la inferior organica.

Després de la doble extraccid butandlica, les fases butandliques
cromatografiades anb el sistema solvent V presenten -al revelar-les amb
vapors de iode- taques indicatives de la preséncia de 1lipids. Aquests
no s'observen en la fase inferior aqu o sa, la qual cosa indica que en
aquest cas si que cal 1l'extraccid amb n-butanol per assolir una delipi-
dacid total.

- Espectroscopia I.R.

La determinacid s'ha realitzat en un espectrefotdmetre per I.R.
Perkin Elmer 1430, dispersant la mostra en KBr, quan aquesta és sdlida,
o emprant plaques de NaCl o dissolucions amb Cl3CH si sén liquides.

Aquesta determinacid te com a finalitat veure les variacions que

cada pas representa en les respectives metodologies envers 1l'estroma de
partida.

Per altre part, NAVARRO et al.(1984) han desenvolupat una técnica,
basada en la determinacid de les drees -que representen les intensitats
d'absorbincia- en 1'interval entre 1730 i 1745 cm-! (aquest 1limit pot
perllongar-se fins 1800 cm !), que quantifica 1'éster lipidic i en 1'in-
terval entre 1650 i 1700 cm~'que correspon a l'amida I d'una proteina

desnaturalitzada.
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a) Métode d'Hamaguchi i Cleve

L'espectre I.R. d'una aliquota liofilitzada obtinguda de la part
aquosa (figura 19) fet amb pastilla de KBr, mostra absorbancia a 3200
cm!, anmb una forma propia de la vibracid de tensid del grup -OH.

El pic a 2090 am~! podria indicar la vibracié de tensid del grup

. . + .
zwitterion NH3 que, sovint, no s'cbserva.

El pic a 1630 cm™! és propi de 1l'amida I (vibracid de tensid del
grup carbonil) mentre que el pic a 1550 cm™! &s propi de 1'amida IT
(vibracid de tensid del grup C-H i de flexid del grup N-H).

El pic a 1460 cm™! &s, per la seva part, propi dels grups -CHp- i
CHs.

El pic a 1410 cm™! indica vibracié del grup -OH en el pla. L'amida
IIT (vibracid de tensid del grup C-N i de flexid del grup N-H) s'obser-
va a 1290 cm™!. A 1040 cm™!, 1'absorbincia pot &sser indicativa dels
grups C-C, €-0 1. C-N, i en aquest cas seria ben raonable que corres-
pongués a la vibracid tensional dels grups C-0 presents en els glcids.

La fase orgdnica s'ha determinat emprant cloroform com a solvent,
i 1'espectre (figura 20) mostra un ample pic a 3400 cm™!, que podria
indicar el grup -OH associat intramolecularment. Els pics a 2850 i 2925
om~!, també prsents a l'estroma, indiquen 1l'enllag €-H on el carboni

estd en forma sp’.

El pic a 1735 an! és el propi d'un éster lipidic (aldehid alifi-

tic), el corresponent a 1650 cm™! caracteritza les amides I.

El pic a 1465 an™! podria indicar la preséncia de grups ~-CHz o
vibrant amb deformacid asimétrica. La deformacid simétrica dels mateixos
grups es reflexa a 1380 cm™'. L'absorbincia en la zoma de 1210 a 1240

om™ és propia del grup P=0.

El petit pic a 1085 cm™! pot ésser assignat a diferents grups.



30

*OA3] I
1yonbewey, p eojusp3 e| Jad epnbujiqo esonbe 9sej B| 2p °yY°| a4329ds3 -*G| VYN |4

eI R I R O N O N RO IO CE R R SREXCREIREOIORXD) RO TR X XU N RN
s et R -y S SRR e, - ST, L I AE. LR Lo S
bt [ ]
SRS i g S TSP BV |7 T ANVASMOD 3L T e - T MoNVEENIONGD SLFL) ea gﬂj
w hifo T BT " a00m wvy NS - TTOEY T T asmavos cowdo..i o "Mo.“escc w«q:aww ‘-4 nve
T TGIwO mamoNIRm T T (-W) M TANNIAVAM e

vt
”



91

*dA31) | 1yonbewey,p ed1ud93 e ua epnbuyiqo esjupbio asey e| ap ‘y*| 24322ds3 -°0Z ving 14

£9C7 - 0015 "ON JUvd T T T ) FINNEIN

R . . onmmperey) 3 NIOIO
SV o 90 i T HIV4 D ¢
TEETETS gemete VO[T TINVISNGD Wit T T IS e T T T T NOUVEINIONGD (ZL61) sasto T IyonPewey
R ——— .n.ﬂ.i-O?-usO eS8 300W NYDS T S e s e INIAYOS soles WOTIQUEYS-0RIJOMTO §Fontog ne
o 1i-W0) WIEWANIAYM (1wl WIIWANIAYM

(1.4 005t

i
_

.
i

e i

o

[ o i B

Z"' -y




	TJEL00001.pdf
	TJEL00002.pdf
	TJEL00003.pdf
	TJEL00004.pdf
	TJEL00005.pdf
	TJEL00006.pdf
	TJEL00007.pdf
	TJEL00008.pdf
	TJEL00009.pdf
	TJEL00010.pdf
	TJEL00011.pdf
	TJEL00012.pdf
	TJEL00013.pdf
	TJEL00014.pdf
	TJEL00015.pdf
	TJEL00016.pdf
	TJEL00017.pdf
	TJEL00018.pdf
	TJEL00019.pdf
	TJEL00020.pdf
	TJEL00021.pdf
	TJEL00022.pdf
	TJEL00023.pdf
	TJEL00024.pdf
	TJEL00025.pdf
	TJEL00026.pdf
	TJEL00027.pdf
	TJEL00028.pdf
	TJEL00029.pdf
	TJEL00030.pdf
	TJEL00031.pdf
	TJEL00032.pdf
	TJEL00033.pdf
	TJEL00034.pdf
	TJEL00035.pdf
	TJEL00036.pdf
	TJEL00037.pdf
	TJEL00038.pdf
	TJEL00039.pdf
	TJEL00040.pdf
	TJEL00041.pdf
	TJEL00042.pdf
	TJEL00043.pdf
	TJEL00044.pdf
	TJEL00045.pdf
	TJEL00046.pdf
	TJEL00047.pdf
	TJEL00047B.pdf
	TJEL00048.pdf
	TJEL00049.pdf
	TJEL00050.pdf
	TJEL00051.pdf
	TJEL00052.pdf
	TJEL00053.pdf
	TJEL00054.pdf
	TJEL00055.pdf
	TJEL00056.pdf
	TJEL00057.pdf
	TJEL00058.pdf
	TJEL00059.pdf
	TJEL00060.pdf
	TJEL00061.pdf
	TJEL00062.pdf
	TJEL00063.pdf
	TJEL00064.pdf
	TJEL00065.pdf
	TJEL00066.pdf
	TJEL00067.pdf
	TJEL00068.pdf
	TJEL00069.pdf
	TJEL00070.pdf
	TJEL00071.pdf
	TJEL00072.pdf
	TJEL00073.pdf
	TJEL00074.pdf
	TJEL00075.pdf
	TJEL00076.pdf
	TJEL00077.pdf
	TJEL00078.pdf
	TJEL00079.pdf
	TJEL00080.pdf
	TJEL00081.pdf
	TJEL00082.pdf
	TJEL00083.pdf
	TJEL00084.pdf
	TJEL00085.pdf
	TJEL00086.pdf
	TJEL00087.pdf
	TJEL00088.pdf
	TJEL00089.pdf
	TJEL00090.pdf
	TJEL00091.pdf
	TJEL00092.pdf
	TJEL00093.pdf
	TJEL00094.pdf
	TJEL00095.pdf
	TJEL00096.pdf
	TJEL00097.pdf
	TJEL00098.pdf
	TJEL00099.pdf
	TJEL00100.pdf
	TJEL00101.pdf

