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Introducció 

1.1. Les ribonucleases 

Les ribonucleases (RNases) són enzims que catalitzen la degradació dels àcids 

ribonucleics (RNA) i es troben àmpliament distribuïdes a quasi tots els teixits, animals i 

vegetals, i també a microorganismes. 

1.1.1. C lassificació i funcion 

Les R.Nases intervenen en processos de digestió, recanvi i maduració de diferents 

tipus d'RNA. En funció de com aquests enzims actuen sobre el seu substrat natural , 

I'RNA, es poden classificar en exoribonucleases si catalitzen la fom1aci ó de 

mononucleòtids a partir d'un extrem lliure. específicament l'extrem 5' o 3' d'una cadena 

d'RNA, de manera successiva, o bé en endoribonucleases sí catalitzen l'esc isió 

d'enllaços fosfodiester a l'i nterior d'una cadena d'R, A. alliberant oligonucleòtids. 

Atenent a l'especific itat mostrada pel substrat, es pot distingir entre ribonucleases 

inespec(fiques, que catalitzen la degradació de tot tipus de molècules d'RNA, i que 

poden presentar certa especificitat per les bases presents en els punts de tall , i les 

ribonuc leases específiques, que tenen la capacitat d'actuar sobre una subpoblació de 

molècules d'R."JA i catalitzar reacc ions més específiques. i que so len estar involucrades 

en el procés de recanvi i processament de l'RNA. 

Depenent del lloc on es produeix la seva actuació, les ribonucleases també es poden 

classificar en extracef.lulars, si actuen a fora de la cèl·lula on s'han sintetitzat, o en 

intracef.lulars si actuen a l'interior de les cèl·lues i participen en la maduració. 

modificació i recanvi dels diferents tipus d'RNA cel·lular. Les ribonucleases 

extracel·lulars són les més estudiades (pancreàtica, seminal, ... ) i solen ser força 

inespecí fiques i de massa molecular molt baixa, al contrari que les intracel·lulars, les 

quals són molt més específiques i estructuralment complexes. 

No es coneix, en molts casos, la funció concreta de les ribonucleases extracel· lulars. 

La més estudiada, la R.J"\lasa pancreàtica, intervé activament en la digestió de remugants 

i herbívors (Barnard, 1969). Altres. com ara l'angiogenina, la RNasa de plasma seminal 

boví, Ja proteïna catiònjca d'eosinòfi l (ECP) i la neurotoxina derivada d'eosinòfil (EDN) 

i la proteïna P-30 o onconasa presenten propietats biològiques importants que 

s'esmentaran més endavant. La relació entre l'activitat RNasa d'aquestes proteïnes i la 
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seva funció biològica presenta controvèrsia. Alguns autors consideren que les RNases 

extracel·lulars podrien participar en el control del creixement i desenvolupament en 

organismes superiors. La hipòtesi de "l'RNA missatger extracel·lular" proposa una 

combinació d'RNA. RJ.'\Jases i inhibidors d'RNases com a reguladors de processos 

biològics als organismes superiors. L'RNA realitzaria la funció de transmissor en els 

processos de comunicació cel· lular per a distàncies curtes, complementant Ja funció dels 

esteroides per a di stàncies llargues, i la dels polipèptids per a distàncies intermèdies 

(Benner, 1988; Benner i Alleman, 1989). 

És difícil fer una classificació general ja que no s'aconsegueixen agrupacions 

homogènies de ribonucleases, perquè tant al grup de les endoribonucleases com al de 

les exoribonucleases s'hi troben diferents formes d'actuació sobre el substrat i diferents 

graus d'especificitat. 

Sierakowska i Shugar (1977) van dividir les endoribonucleases de man1Ífer 

pirimidina específiques en dos grans grups anomenats tipus secretori i tipus no 

secretori. Aquesta nomenclatura no fa referència a la capacitat de les RNases de ser o 

no secretades al medi extracel·lular per realitzar les seves funcions, sinó que prové de la 

característica dels òrgans a partir del s quals es van purificar i caracteritzar cinèticament 

les primeres ribonucleases humanes: ribonucleases de tipus secretori si eren semblants 

a la ribonucleasa produïda pel pàncrees o ribonucleases de tipus no secretori si eren 

semblants a la ribonucleasa purificada a partir del fetge. És per això que s'ha suggerit la 

nomenclatura de tipus pancreàtic i no pancreàtic en lloc de la de secretor i no secretor 

(Sorrentino i Libonati, 1994). 

Les ribonucleases de tipus pancreàtic es localitzen majoritàriament en òrgans 

secretors, com el pàncrees, el ronyó i les vesícules seminals, així com també en òrgans 

no secretors com el cervell i el cor, i en fluids com Ja llet, la saliva, l'orina, el sèrum i el 

fluid seminal. Aquestes ribonucleases es caracteritzen per presentar la següent 

preferència per a la hidròlisi de substrat: poli(C)>RNA>poli(U). Tenen una activitat 

òptima propera a pH 8 i una capacitat de ser inhibides per Zn2+ i Cu2"t". Hidrolitzen 

l'intermediari 2',3'-fosfat cíclic i poden actuar sobre l'RNA de doble cadena, depenent 

aquesta activitat de la càrrega neta i del grau de glicosilació de la proteïna. 

Les ribonucleases de tipus pancreàtic s'han pogut aïllar en quantitats considerables, 

però molt variables, de pàncrees d'alguns mamífers i d'uns pocs rèptils (Bamard, 
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1969a.b). Aquest autor. va proposar que un nivell ele\at de R.'.Jasa pancreàtica en els 

remugants. en relació a altres mamífers, és la resposta evoluüva per facilitar la digestió 

de I'RNA derivat de la flora microbiana de l'estómac d'aquests mamífers i poder-lo 

utilitzar com a font de nitrogen i fòsfor. Aquests microorganismes es troben al rumen i 

passen a continuació al quall (estómac veritable dels remugants) on són lisats, 

alliberant-se gran quantitat d'R: A que és degradat a l'intestí per la R.~asa provinent del 

pàncrees. L'autor va suggerir també que la presència de ribonucleasa al pàncrees de 

mamífers no remugants pot ser un vestigi evolutiu. Tanmateix. l'expressió de la 

ribonucleasa pancreàtica i altres ribonucleases de tipus sec retori en altres ò rgans indica 

que l'enzim podria tenir altres funcions a part de la digestiva (Beintema i col., 1988c). 

La funció de les R1\lases de tipus secretori com la del cervell boví es manté desconeguda 

per bé que s'ha descrit una possible acció antitumoral (Matousek, 1973), mentre que a la 

R~asa de plasma seminal boví se li han atribuït diverses funcions, com es veurà més 

endavant. 

Les ribonucleases de tipus no pancreàtic són enz1ms intracel·lulars que s'han 

identificat en òrgans tal s com el fetge, la melsa, el pulmó. el ronyó, l'estómac i la 

placenta i també en leucòcits i fluids com el serum i l'orina. Presenten la següent 

preferència per a la hidròlisi de substrat: RNA> poli(U)>poli(C). Tenen una activi tat 

òptima propera a pH 7 i una baixa capacitat de ser inhibides per Zn2"" i Cu2T. Aquests 

enzims degraden els dinucleòtids molt lentament i no s'ha observat activitat d'hidròlisi 

de cUMP i cCMP ni sobre l'RNA de doble cadena. S'ha proposat que poden participar 

en la degradació de I'RNA missatger, en la defensa contra RNAs vírics i en la digestió 

intracel·lular de l'R A (Barnard, 1969b). 

A mesura que es van anar aïllant i seqüenciant altres tipus de ribonucleases va sorg ir 

la necessitar de fer una nova agrupació que, sense arribar a desfer del tot la classificació 

d'endoribonucleases de mamífer pirimidina específiques. fos capaç de relacionar-les 

millor amb altres tipus de ribonucleases, atenent a criteris d'homologia de seqüències i 

similitud de plegament. Així és com va néixer la Superfamília de les ribonucleases 

pirimidina específiques (Be intema i col., 1988), que inclou RNases de tipus secretor i 

no secretor de vertebrats aparentment tant heterogènies com ara l'angiogenina, l'ECP i 

I'ED~. la R}-lasa de plasma seminal boví i la proteïna P-30 o onconasa. entre altres. 

Dins d'aquesta superfamília hi han membres amb activitats biològiques importants que 

en els darrers anys han situat l'estudi de les ribonucleases en un primer pla. A 
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continuació se n'indiquen alguns exemples: 

L'angiogenina participa en el procés de neovascularització i va ser aïllada per primera 

vegada d'una línia de cèl·lules tumorals (Strydom i col., 1985; Shapiro i col., 1986). 

Segons Matousek i col. ( 1995) té una activitat immunosupressora que ha d'actuar 

conjuntament amb la neovascularització del teixit tumoral i d'aquesta manera contribuir 

al seu desenvolupament. 

La RNasa de plasma seminal boví (BS-RNasa) és l'únic membre congut de la 

superfamília de les R.. '\!ases que és un dímer. Consta de dues cadenes idèntiques de 124 

residus, presentant una homologia del 80% amb la RNasa de pàncrees boví. Posseeix 

tres propietats biològiques específiques: és antiespermatogènica (Matousek i 

Grozdanovic. 1 973), immunosupressora (protegeix l'esperma del sistema immunitari 

femení) i antitumoral (Matousek, 1973b; Vescia i Tramontano, 1980; Kim i col., 

1995a,b). A més, se li ha atribuït una funció embriotòxica (Matousek, 1973a; Matousek 

i col. , 1973a,b) i una acció antivírica (Youle i col., 1994). 

L'ECP i l'EDN són proteïnes amb activitat RNasa característica de les RNases no 

secretores (Sorrentino i Glitz, 1991 ), a més, actuen com a neurotoxines amb activitat 

citotòxica selectiva que provoca la degeneració de determinats tipus cel· lulars del teixit 

nerviós (Gieich i col., 1986). 

La proteïna P-30 o onconasa presenta una activitat RNasa limitada i propietats 

anti tumorals, fou aïllada dels oòcits de Rana pipiens (Ardelt i col.. 1991) i posseeix una 

estructura trídimensioanl, obtinguda per raigs X. similar a la de la Rl"\lasa pancreàtica 

bovina (Mosimann i col., 1994). 

S'inclouen en aquesta superfamília altres proteïnes com Ja proteïna de la medul.la 

òssia de pollastre (RSFR) (Kienova i col. , 1992), una lecitina que reconeix àcid siàlic 

(SLB) de Rana catesbeiana (Nina i col., 1993). 

En conjunt, són proteïnes amb estructures primàries homòlogues, però tenen una 

activitat ribonucleàsica específica diferent i funcions biològiques també diferents. 

Zhou i Strydom (1993) van proposar una nomenclatura molt útil i que cada vegada 

s'utilitza més, fonamentada en Ja comparació de les estructures primàries de les 

diferents ribonucleases humanes que han estat aïllades i seqüenciades. Aquests 

investigadors anomenen RNasa 1 a la ribonucleasa de pàncrees o de ti pus secretori, 

RNasa 2 a la neurotoxina derivada d'eosinòfil o de tipus no secretori, RNasa 3 a la 

proteïna catiònica d'eosinòfil, RNasa 4 a la ribonucleasa aïllada de plasma i RNasa 5 a 

l'angiogenina. 
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1.2. La ribonuclea a A de pàncrees boví 

La ribonucleasa A de pàncrees boví (R."\;asa A; EC 3.1.27.5.). que correspon a la 

forma predominant de l'enzim al pàncrees de Bos taurus, ha estat una de les proteïnes 

més àmpliament estudiades i potser l'enzim més estudiat del segle XX. molt 

probablement a causa dels avantatges que presenta respecte d'ailres proteïnes. com ara 

que és de fàcil purificació, abundant en el pàncrees, de gran estabilitat i petita massa 

molecu lar. Aquests avantatges han permès que fos objecte de gran part dels estudis 

realitzats sobre estructura de proteïnes i mecanismes d'activitat enzimàtica. Aquests 

estudis es recullen en nombroses revisions: Anfmsen i White (1961 ); Scheraga i Rupley 

(1962); Bamard (1969a); Richards i Wickoff (1971); Blackburn i Moore (1982); Eftink 

i Biltonen (1987); Parés i col. ( 1991); Nogués col. (1995); Cuchillo i col. (1997); Raines 

(1998). 

1.2. 1. Estudis d'e tructura i fun ció de la RNasa A 

La RNasa A fou el primer enzim i la tercera proteïna (després de la insulina i 

l'hemoglobina) per la qual es va obtenir una seqüencia d'aminoàcids completa (Hirs i 

col.. 1960; Smyth i col., 1963). L'enzim madur, secretat per les cèl· lules exocrines del 

pàncrees boví, consta d'una única cadena polipeptídica de forma globular formada per 

124 residus, que conté 19 dels 20 aminoàcids naturals, llevat del triptòfan. Té una massa 

molecular de 13683 daltons i un pi de 9,3 (Anfinsen i col. , 1952; Smyth i col.. 1963). 

En la seva seqüència s'hi troben vuit residus de cisteïna que formen quatre ponts 

di sulfu r entre les posicions. 26-84, 40-95, 58-I I O i 65-72, els quals, es mantenen en 

totes les ribonucleases pancreàtiques de mamífer. 

1.2.1.1. Estudis per cristaHografia i difracció de raigs X espectroscòpia de 

ressonància magnètica nuclear (RMN) 

Estudis per cristal·lografia i difracció de raiQs X 

L'estructura tridimensional de la RNasa A es va determinar a partir d'estudis per 

cristal·lografia i difracció de raigs X (Kartha i col., 1967) a una resolució de 0,2 nm. El 

mapa obtlngut va permetre traçar la cadena principal de la proteïna. la localització dels 

ponts disul fur i la determinació de les dimensions aproximades de la molècula. La 
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RNasa A té una forma similar a un ronyó amb una profunda depressió on se situen els 

residus del centre actiu. Consta de tres zones amb estrucrura de full plegat ~ 

antiparal·lela formada per tres cadenes llargues i només un 19 % de la seva estructura és 

d'hèlix a. 

Estudis posteriors han permès afinar l'estructura de la R.i"\Jasa A a I ,45 A (Borkakoti i 

col. , 1982) i posteriorment a 1,26 A (Wlodawer i col., 1988). S'observa una estructura 

en forma de U i de dimensions aproximades: 3,5 x 4,5 x 3,1 nm. En l'extrem N-terminal 

es descriu un segment llarg d'hèlix a i dues regions d'hèlix a més curtes (24-33 i 50-60) 

empaquetades enfront d'una regió tipus full plegat ~ formada per tres cadenes 

antiparal·leles (42-48, 71-90 i 94-110) (Wlodawer i col., 1982; Borkakoti i col. , 1982; 

Svenson i col., 1986 i Wlodawer i col., 1988) (FIGURA l.l). Wlodawer i Sjolin (1983) 

complementaren l'estudi per difracció de raigs X amb la difracció per neutrons que va 

permetre definir amb precisió l'orientació d'algunes cadenes laterals. 

La ribonucleasa S, formada pels dos fragments resultants de la digestió controlada de 

la RNasa A amb subtilisina, anomenats S-pèptid (residus 1-20) i S-proteïna (residus 21-

124), té una estructura tridimensional molt similar a la de la RNasa A, però presenta 

l'extrem N-terminal en una posició més allunyada de la resta de la molècula, 

determinant una menor interacció entre aquesta regió i la resta (Carlisle i col., 1974 ). 

S'ha observat que els residus 16-20 del complex RNasa S es troben desorganitzats, fet 

que també s'observa en la RNasa A, ja que un S-pèptid format per tan sols els 15 

primers residus és suficient per a obtenir la unió amb la S-proteïna, i una estructura 

gairebé equivalent a la RNasa A, amb la mateixa activitat catalítica (Richards i 

Wyckoff, 1971 ; Blackburn i Moore, 1982). Es considera que els residus hidrofòbics 

Phe8 i Met] 3 són importants per a la interacció de l'S-pèptid (Simonson i Brünger, 

1992; Kim i col., 1992; V aradarajan i Richards, 1992; Goldberg i Baldwin, 1999). 

Una contribució important per a la comprensió del mecanisme d'unió de la RNasa A 

al seu substrat natura, l'RNA, ha estat la determinació de l'estructura de complexos 

cristal· lins entre l'enzim i àcids nuclèics que actuen com a anàlegs del substrat o del 

producte. Estructures amb oligonucleòtids inclouen d(pA)4 (McPherson i col., 1986a,b ), 

d(pT)4 (Birdsall i col., 1992) i d(ApTpApApG) (Fontecilla-Camps i col., 1994) i amb 

dinucleòtids d(CpA) Zegers i col., 1994), d(CpG) (Aguilar i col., 1991), entre altres. Les 

estructures de la RNasa A i els seus complexos, obtingudes per anàlisis de difracció de 
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raigs X i per R~1N han estat objecte de recents revisions (Gilliland. 1997: Gonzalez i 

col. 1997). 

Darrerament. Liu i col. ( 1998) han determinat l'estructura cristal·lina del dímer de la 

Rl\asa A a una re olució de 2.1 A. La fo rmació del dímer té lloc per un mecanisme 

d'intercanvi de dominis. el qual ha estat descrit, a partir d'estructures cristal· lines. per a 

dímers de més dc 1 O proteïnes d ife rents. En el dímer de la RNasa A. té lloc l'intercanvi 

de l'hèl ix a N-terminal (res idus 1-1 5) de cada subunitat. L'estructura d imèrica la BS­

RNasa ja havia mostrat aquest tipus d'intercanvi (Mazzarella i col. , 1993 ). Tanmateix, la 

interfase entre les dues subunitats del dímer de la RNasa A di fe reix de manera 

substancia l de la dc la BS-RNasa. E n el dímer de Ja RNasa A, aquesta interfase està 

formada per dos full s plegats P antiparaJ ·lels (residus 97-1 03 de cada subunitat), amb sis 

ponts d'hidrogen entre e ls dos fulls plegats p, mentre que a la BS-RNasa. està fo rmada 

principal ment entre dues hèlixs a (residus 24-33) connectades per mitjà de dos ponts 

disulfur. 

e-terminal 

FIC RA LI 

Representació esquemàtica dc la molècula de la RNasa A a partir de l'estructura cristal·lina. Les fletxes 

representen les zones d'estructura de fu ll plegat P i les espirals les zones d'hèlix a . Reproduït de 

Wlodawer i col. ( 1988). 
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Estudis per espectroscòpia dc rcssonànacia magnètica nuclear 

I .a RNa<;a 1\ fou una dc Ics primeres proteïnes estudiades per R 1 . (Saundcrs i col., 

1957). I lahn i Rütcrjans ( 1985) van realitzar el primer estudi dc la RNasa A per I JI­

RfVIN bidimensional i van assignar Ics ressonàncies corresponents a 21 residus. Rico i 

col. ( 191\9) i Robcrtson i col. ( 1989) van assignar l'cspcclrc dc 1[ 1-RMN dc l'enzim en 

so lució aquosa i van identifi car e ls clements dc l'estructura sccundòria . Els dos estudis 

van donar lloc ~~ resultats silllilars llevat d'algunes díscrcpúncics discutides per Rico i 

col. (I C)<) I). Postcriom1cr1t San toro i col. ( 1993) vr1 11 oblc r1ir per RM N una estructura 

tridimens ional d'clcv¡rda reso lució dc la !~Nasa 1\ en so lució n partir d'un nfinamcnt 

mitjan~·a nt cúlcu ls dc dinúm ica rnolccu lar amb restriccions imposades per Ics dades 

experi mentals. Els autors van obteni r 16 estructures independents, la superposició de les 

quals va permetre identificar les zones més mòbils dc In proteïna, la més mòbil de les 

quals correspon n la zona N-tcrminal. Comparant els resultats amb Ics estructures 

obtingudes per cristal·lograli:1 i difracció dc raigs X, es confirma l'estructura global dc la 

proteïna, la majori;r dc ponts d'hidrogen i Ics posicions dc Ics cadenes laterals dc la 

n1ajuria <k- 1 csi dus. Prèvi:rnH.:nt, I kllo i Nowoswiat ( 1Wí5) havien observa t que els 

er ist ;rlls d~.: I{ Nasa 1\ nwlltt:nit:rl el 75'X, dt..: l'activitat ca talítica, fet que va suggerir que 

1\:structura dt.: 1\:nl.illl crista l·lill.at i la dc l'cnl.irn cr1 so lució súr1 111oll si rnilms. 

En resoldre l'cst rue tura dc la RNasa A en so lució pel grup dc Rico i co l·laboraclors es 

confirma que aquest<~ estructura és molt simi lar a l'estructura eristal·lina. Els elements 

d'estructura sccundúri :1 queden ben definits n pnrti r d'un ;¡ nnú l is i de ls angles díed res i els 

p;~lrons dc ponts d'hidrogen. En la FICi lJ I~/\ 1.2 es mostren els ponts d'hidrogen en els 

que parti cipen els útoms dc la cadena prir1cipal dc la RNasa I\ en solució. La primera 

llt:lix <L cr1trc e ls res idus /\ la4 i Meti J csté'l 111oll ben dc finida i regular, arnb ponts 

d'hidrogen del tipus C0¡-1111 ¡ 14 a l lh1rg d~; l'hè lix. Conlrúrianlt.:lll, la segona hèlix a, 

compresa entre els residus /\:m24 i 1\rgJJ, és altament irregular. /\questa hèlix comença 
;unb un pont d'h idrogen del tipus C0¡-11 11 ¡ 13 entre /\sn24 i /\sn27 i el grup CO d'aquest 

darrer residu no sembla estar involucral en cap pont d'hidrogen . La tercera hèlix a 

s'ex ten entre els residus I .cuSI i Scr59, amb angles díedres for tnmcnt restringits. 

Comença per un gir hèlix a i cont inu:1 per dos girs del tipus hèlix J lO · 

Més d'una tercera part dels residus dc la RNnsa I\ es troben formant estructura dc full 

plcg:~t f\. l ~s poden distingir set cadenes indi viduals que inclouen els rcsiducs Pro42 a 

ll isti!{ (1\ 1 ), LysG I :1 /\1;~(>11 (1\2), /\sn71 ;1 <1111 7'1 ([\3), Mcl79 a ThrH7 ([\11), /\l:r9G a 
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Lysl04 CPs). Hisl05 a Glulll CP6) i Val l l6 a Vall24 (p7). Aquestes cadenes estan 

di sposades de forma antiparaHela mostant els patrons següents: p 1 és antiparal·lela a 

P-t. la qual és, a la vegada. antiparal·lela a Ps. P2 és antiparal·lela a PJ. la qual és, a la 

vegada. antiparal·lela a P6 i aquesta darrera ho és. a la vegada, a P7· 
Es troben diversos girs a la Rl'lasa A en solució. A la regió compresa entre els 

residus 14 i 23, que connecta les dues primeres hèlixs a, s'hi troba un gir p del tipus Ili 

seguit per un canvi abrupte de la cadena polipeptídica al residu 18 i per un gir p del 

tipus I format pels residus 22-25, just a l'inici de la segona hèlix ex.. Els residus 65-68 

formen un gir P del tipus I moll ben definit amb el pont d'hidrogen CO¡- Ill-1¡+3 

característic. 

La RNasa i\ conté 4 residus de prolina: Pro42, Pro93, Pro 114 i Pro 117, dels quals, 

l'enllaç peptídic que precedeix a la Pro93 i a la Prol14 adopta una conformació eis a 

l'estat natiu. Aquests dos residus es troben en girs p del tipus VI. Concretament, el 

segment 9 1-94 forma un gir P del tipus VIa i el segment 112-1 15 fom1a un gir p del 

tipus Vlb sense ponts d'hidrogen C0ï+3· 
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f iGURA 1.2 

lntroJu.:c1ó 

Estructura tridimensional de la RNasa A en solució per espectroscòp ia de 111-RM a pH 4 i 35°C. 

Representació esquemàt ica dels ponts d'hidrogen en els quals participen els àtoms dc la cadena principal. 

Les fletxes no discontínues corresponen als ponts d'hidrogen observats en 15 o 16 dc les estructures. 

memre que les fletxes discomínues corresponen als observats en com a mínim I O d'elles. Els cercles 

negres corresponen als protons de grups amida amb una 'cloc i tat d'imercanvi inferior a 1.5 x 10--l min- 1, 

els cercles blancs corresponen a valors superiors a 1,5 x I o-2 min-I i els cerc les grisos a valors 

intermedis. Reproduït de San toro i col. ( 1993 ). 
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1.2.1 .2. Mecanisme de catà lisi 

Tradicionalment. s'ha considerat que la R1 asa A catalitza la hidròlis i dels enllaços 

3'.5'-fosfodiesrer de les cadenes senzilles d'RNA mitjançant una reacció en dues etapes 

(Richards i \Vyckoff. 1971: Eftink i Biltonen. 1987). La primera etapa és una reacció de 

transfosforilació des de la posició 5' d'un nucleòtid a la posició 2' del nucleòtid adjacent 

amb la formació d'un extrem 2'.3'-fosfodiester cíclic i un extrem 5'-0H lliure (FIGLiRA 

1.3.A). Durant la segona etapa té lloc la reacció d'hidròlisi del 2'.3'-fosfodiester cíclic i es 

forma un grup 3'-fosfat terminal. La base nitrogenada de la posició 3' de l'enllaç que 

s'hidrolitza ha de ser tma pirimidina (C o U) mentre que la base de la posició 5' pot ser 

tant una pirimidina com una purina. La reacció de transfosforilació es produeix a una 

velocitat molt superior a la d'hidròlisi i és reversible. 

OR (H) 
I 

O=P-o-
1 
O OH 

H:>C /\-Pyr 
~o/' 
o 
I o=p-o-
1 
O R' 

FIGU RA I.J.A 

1 
Transrosrori l:•ció 

R-OH 

¿ ...... 
'"""'"""" (H) A-OH 

2 

Esquema de les dues etapes de degradació de I'RNA. Reproduït de Cuchillo i col. ( 1993 ). R i R': cadenes 

de polinucleòtid; Pyr: pirimid ma. 

La descripció de la reacció de degradació de I'RNA ha estat font d'ambigüitat, 

especialment pel que fa al paper dels grups 2',3 '-fosfodiesters cíclics. La descripció 

clàssica de la reacció, com es descriu en la FIGURA L3.A, pot ser interpretada com un 

mecanisme seqüencial en el qual R-OH és el primer producte i 3'-fosfomonoester és el 

segon producte d'una reacció de doble desplaçament, i en la qual l'intermediari 2',3'­

fosfodiester es trobaria unit a l'enzim. Aquesta interpretació seqüencial de la reacció es 

troba. per exemple. en els mecanismes proposats per Hammes ( 1968). Roberts i col. 
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( 1969) i Rabin i col. ( 1970). 

Cuchillo i col. (I 993) van mostrar que els grups 2',3'-fosfodiester cíclics no són 

intermediaris units a l'enzim. sinó productes veritables de la reacció , Ja hidròlisi dels 

quals té lloc només en solució aquosa una vegada s'han utilitzat pràcti cament tots els 

substrats polí- o oligonucleòtids. D'aquesta manera, els autors indiquen que no és 

correcte considerar la reacció com un procés seqüencial, sinó que les dues etapes. 

transfosforilació i hidròlisi . s'han de considerar com dos processos catalítics separats. La 

hidròli si dels enllaços 2',3'-fosfodiester s'hauria de considerar com un procés equivalent 

a la reacció inversa de la transfosforilació dels enllaços 3',5'-fosfodiester (FIGURA. 

1.3.A). Els autors suggereixen un canvi en la classificació de la RNasa A: l'enzim 

s'hauria de catalogar com una transferasa i no com una hidrolasa. La naturalesa veritable 

dels productes 2',3'-fosfodiester cíclics formats durant la reacció ha estat també 

demostrada pel grup de Raines (Thompson i col. , 1994) per altres RNases a més de la 

RNasa A. 

Han estat proposats diversos mecanismes de catàlisi per a la RNasa A. El mecanisme 

de catàlisi més acceptat és el de Findlay i col. ( 1961 , 1962), modificat per Roberts i co l. 

(1969) i refinat per Usher i col. ( 1970). En la catàlisi intervenen principalment els anells 

imidazole de dos residus histidjna (FIGURA I.3.B). En l'etapa de transfosforilació, la 

His 12 actua de base, desprotonant el grup 02' i la His119 actua d'àcid, protonant el grup 

05'R que s'allibera i debilitant l'enllaç P-05 ', facilitant així l'atac del 0 2' sobre e l fòsfor. 

Aquestes funcions s'inverteixen en l'etapa d'hidròlisi: la His119 actua de base, capta un 

protó d'una molècula d'aigua, mentre que la Hi s 12 actua d'àcid, protonant el grup 0 2'. 

En les dues etapes es forma un complex intermediari pentacovalent, on el fosfat adopta 

una configuració de bipiràmide trigonal , estabilitzada principalment per la Lys41 

(Allewel i col. , 1973; Borkakoti i col., 1983; Wlodawer i co l. , 1983). Marchiori i col. 

(1974) indicaren que el residu Lys7 podria també intervenir en aquesta estabilització. 

L'estudi de l'estereoquímica de la reacció va determinar que es tractava d'un 

mecanisme in-line mitjançant el qual es forma l'intermediari pentacovalent (Usher i col., 

l970a,b, 1972). 

Estudis posteriors sobre el mecanisme de catàlisi van confirmar el model inicial de 

catàl isi àcid/base on participen els grups imidazole dels residus His12 i His119 (Eftink i 

Biltonen, 1983, 1987; HerscWag, 1994). 
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(His-119) 

~() R 
~(j}i-H I ·... ~\. jJ (His-12) 

-o--;p" r={ 

FIGURA 1.3.8 

E.
l ~H0N-NH 

v 

O B 

PRI;\t [RA ETAPA ECO:">.-\ ETAPA 

Mecanisme calalític de la R.\lasa A . Esquema dels desplaçaments electrònics originats durant la catàlisi 

àcid-base segons el mecanisme catalític acceptat actualment. Reproduït de Fersht ( 1985). 

1.2.1.3. Especificitat de la reacció 

L'enzim presenta una especificitat primària per la base nitrogenada del nucleòtid en 

posició 3' en relació a l'enllaç fosfodiester que s'escindeix, la qual ha de ser una 

pirimidina ja que malgrat s'ha vi st que l'especificitat de la reacció de transfosforilació no 

és abso luta, la hidròlisi de nucleòtids de purina 2',3'-fosfat cíclic és extremadament lenta 

(Beers. 1 960~ !mura i col., 1965). Paral· lela a aquesta especificitat primària. s'ha 

observat que la composició dels nucleòtids adjacents té una gran influència en 

l'eficiència catalítica (kcatl Km) d'aquest enzim. S'ha descrit una especificitat 

"secundària" per la base del nucleòtid en posició S' en relació a l'enllaç fosfodiester que 

s'escindeix. seguint l'ordre A>G>C>U (Rushizky i col., 196 1; Witzel i Bamard. 1962; 

Follman i col., 1967). 

D'altra banda, s'ha descrit un increment de l'eficiència catalítica en funció de la 

longitud del substrat (Beers, 1960; lrie i col. , 1984b). Darrerament, Moussaoui i col. 

(1996) han observat a partir del trencament del poli(C) una preferència de l'enz im per 

unir-se i escindir molècules de substrat llargues de manera que a mesura que la reacció 

procedeix s'acumulen oligonucleòtids de 6-7 residus. 

L'enzim pot associar-se tant a desoxiribonucleòtids com a ribonucleòtids. però només 

pot hidrolitzar els darrers, ja que el grup 2 '-0H de la ribosa és necessari pel mecanisme 

catalític. La configuració de la ribosa ha de ser ¡3-0-ribofuranosa. La possiblitat 
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d'associar-se a desoxiribonucleòtids permet la seva utilització en estudis estructurals 

com l'anàlisi per cristal ·lografia dels complexos RNasa A-desoxiri bonucleòtids per a la 

identificació de les interaccions enzim-substrat i la caracterització dels aminoàcids 

implicats en la interacció. 

1.2.1.4. Interacció R~asa A-RNA 

La formació del complex enzim-substrat és una etapa bàsica en la catàlisi enzimàtica. 

En el cas dels enzims que catalitzen el trencament de substrats polimèrics, com ara les 

RNases, aquesta interacció és més complexa a causa de la necessitat d'una alineació 

correcta entre l'enzim i les regions del substrat que flanquegen el centre actiu. 

A partir de nombrosos estudis estructurals i cinètics sobre el procés d'interacció 

catàlisi de I'RNA per part de la RNasa A, utilitzant diferents metodologies. s'ha proposat 

que en la interacció d'aquesta amb e l seu substrat natural , I'RNA participen, a més del 

centre actiu. altres subsetis. La recopilació d'aquests estudis es troba en els treballs de 

revisió següents: Richards i Wyckoff (1971 ); Blackbum i Moore ( 1982); Eftink i 

Biltonen (1987); Parés i col. (1991); Nogués i col. (1995); CuchiUo i col. (1997): 

Gilliland (1997): Nogués i col. ( 1998). 

Richards i Wyckoff ( 1971) van introduir la nomenclatura pels subsetis d'unió a bases 

(B), riboses (R) i fosfats (p), respectivament. Segons aquesta nomenclatura es defineix 

p 1 com el seti catalític on es troba el grup fosfat de l'enllaç fosfodiester que s'escindeix i 

B 1R 1 com a seti principal específic per pirimidines. A més, arran que aquest enzim 

mostra preferència per nucleòtids de purina en posició 5' en relació a l'enllaç 

fosfodiester que s'escindeix. s'ha definit lm subseti secundari d'unió dc purines B2R2. 

Estudis estructurals per difracció de raigs X de complexos de la RNasa A amb varis 

anàlegs de substrat, mono-, di- i oligonuclèotids, han mostrat els aminoàcids que 

participen aB¡ , R ¡, p¡. 8 2, i R2. L'especificitat de B¡ està mitjançada principalment per 

les cadenes laterals dels residus Thr45 i Phe 120. La Thr45 estableix ponts d'hidrogen 

amb la base pirimidínica i exclou estèricarnent les bases púriques i la Pbe120 estableix 

contactes de van der Waals amb la base pirimidínica i amb la Thr45. S'ha indicat que la 

cadena lateral de la Serl23 també formaria part de B I · L'especificitat de B 1 per a 

nucleòtids de pirimidina no és absolutament estricta. En el seti catalític p 1, la Hi s 12, la 
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His I 19 i la Lys-ll són els aminoàcids que participen en el procés catalític. En el subseti 

d'unió 82, s'han descrit interaccions amb els residus Glu 111 , Gln69 i Asn7 1 i una 

interacció d'apilament de la base púrica amb la His ll 9. La caracterització d'aquests 

subsetis es troba es troba recopilada en els treballs dc revisió esmentats. 

També s'han proposat altres subseti s d'unió de grups fosfats. els més ben 

caracteritzats dels quals són PO i P2 · que es troben adjacents al seti catalític en la 

direcció 5' i 3'. postulats per Mitsui i col. (1978) i Parés i col. (1980). respecti vament. 
Mitsui i col. van proposar a més la participació de la Lys66 a PO· Richardson i col. 

( 1990) van postular la presència dels residus Lys7 i Arg I O a P2· 

El complex R.'\lasa A-R.~A ha estat imitat mitjançant Ja unió de 4 oligòmers de 

tetradesoxi fosfoadenosina [d(pA)4] a una sola molècula de RNasa A (McPherson i col.. 

1986). Els 12 grups fosfat de la cadena d'RNA virtual, començant per l'extrem 5'. 

s'unirien a 9 residus bàs ics. (Lys7. Lys41. Lys66, Arg85. Arg39, Lys91. Lys98, Arg33 i 

Lys31) a través d'interaccions electrostàtiques. Fontecilla-Camps (1994) van resoldre 

l'estructura del complex .RJ'\Jasa A-d(ApTpApApG), la qual va contribuir a la 

caracteritzac ió de diferents substis d'unió, sobretot po. B 1 R 1 p 1 i B2R2P2· 

D'altra banda, es va identificar un ahre subseti dc fixació de bases nitrogenades (B3) 

amb certa preferència per purines a partir d'eswdis cinètics (Rushizky i col.. 196 1: Trie i 

col., 1984) i de modi ficac ió química i dete1minació dc l'estructura cristal·logràficn de 

derivats obtinguts per modi (icac ió química (Parés i col.. 1980; Boqué i col., 1994) i es 

va proposar la presència de la Lys-1 en aquest subseti. 

Estudis cinètics amb oligonucleòtids (Irie i col.. 198-la.b) van suggerir que PO·P1 i P2 

són els subsetis d'unió a fosfats importants per a la catàlisi o per la unió a substrat. 

Tanmateix, estudis cinètics amb poli(U) (Irie i col., 1984b) van demostrar que 

l'eficiència catalítica per aquest anàleg de l'RNA era més elevada, cosa que indicava que 

interaccions enzim-substrat addicionals havien de contribuir a la unió d'aquest substrat 

polimèric. Moussaoui i col. (1996) van analitzar el patró de formació d'oligonucleòtids, 

a través de la seva separació per HPLC. quan la RNasa A uti litza poli(C) com a substrat 

i van observar que l'enzim no actua a l'atzar sinó que mostra preferència per la unió i 

trencament de molècules de substrat més llargues. A partir del patró de la formació de 

producte i la preferència de substrat s'ha demostrat que l'escisió d'una cadena d'RNA 
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està basada en l'estructura d'unió cooperativa de la RNasa A 

pol i nucleòtid (Parés i col.. 1991 ). 

els fosfats del 

A partir de tots aquests resultats s'ha proposat un model per a la interacció de la 

RNasa A amb el seu substrat natural, l'RNA, (FIGURA 1.4). 

Thr-45 
Phe-120 

B, Ser· 123 

\l (\\ Bz 

P- o-c~ I zo 

P~ ~ ~N0~ 
l ys-66 R 0 OH ~ ~L) • "'._# N N s, Lvs-1 /P-o-11).,o,J 

p~ \ ~OOH N~~ 
l~s-41 R' \ O < ,JlL,J 
HtS· 119 1/ N N 

H<$·12 p~-0\C~ 

Lvs·7 R1' O OH 
Arg -10 \ 

FIGURA lA 

Representació esquemàtica de la interacció d'un fragment d'RNA amb la RNasa A. B, R i p fan referència 

als subsetis per a la fixació de bases, riboses i fosfats, respectivament. Els mononucleòtids ]'-pirimidines 

interaccionen a B¡R¡p¡ i els 3'-AMP a B2R2P2· S'indiquen els residus que podrien participar en cada 

subseti. Reproduït de Parés i col. ( 1991 ). 

S'ha proposat que els subsetis d'unió de fosfat adjacents al seti catalític en la direcció 

5' i 3', Po i P2, respectivament, participen en el procés catalític de la RNasa A. A partir 

d'estudis cinètics amb cCMP i poli(C) com a substrats i emprant RNases variants que 

presenten modificacions en els aminoàcids que participen a po i P2 (veure apartat I.3 .3), 

el procés de despolimerització del poli(C), es proposa que les interaccions 
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electrostàtiques a p~ tenen un paper indirecte en el mecanisme catalític i en l'activitat 

endonucleasa de l'enzim. La interacció electrostàtica a PO sembla contribuir només a la 

unió dels polímers, atès que s'observa un augment del valor de la Km pel poli(C). en 

relació a la proteïna salvatge, sense efecte aparent ni en el mecanisme catalític ni en la 

formació del producte (veure apartat 1.3.3). Aquests estudis es troben detallats en el 

treball de revisió de Nogués i col. (1998). 
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1.3. Es tudis de clonatge, expre ió i mutagène i de la R:'tia a A 

La dificultat d'obtenir quantitats considerables de determinats üpus de ribonucleases. 

així com l'interès a realitzar estudis d'estructura i funció de la R>Jasa A o altres RJ'\ases. 

ha portat a diferents autors a considerar el clonatge del gen i l'expressió heteròloga de la 

proteïna en qüestió. 

La producció de la RJ.'\asa A de manera heteròloga ha estat problemàtica. La 

dificultat s'ha degut principalment a dos obstacles. Primer, el cDNA de la RNasa A és 

difícil de clonar perquè el corresponent RNA ha de ser aïllat intacte del pàncrees, el 

qual és un òrgan ric en ribonucleasa (Chirgwin i col., 1979). Segon. nivells elevats de 

RNasa A nativa són citotòxics. Aquests fets van limitar els estudis funcionals i 

estructurals d'un dels enzims dels quals es disposava de més informació. La 

comprovació d'alguna de les hipòtesis. com ara la participació de determinats residus 

aminoacídics en la catàlisi, la interacció enzim-substrat o el procés de plegament, no ha 

estat possible fins que no s'han pogut obtenir sistemes de clonatge i express ió de Ja 

RNasa A apropiats. 

1.3.1. E I gen de la RNasa A 

Carsana i col. (1988) van clonar i analitzar l'estructura del gen que codifica Ja RNasa 

A (FIGURA I.5). La regió codificadora no conté introns i està precedida per una regió 

de 735 nucleòtids on es troben les caixes CAAT i TATA que podrien actuar d'elements 

reguladors. L'estructura del gen suggereix que la seqüència codificadora per a la RNasa 

A s'expressa sota el control de dos promotors diferents. El pèptid senyal de la RNasa A 

està constituït per 26 residus i és molt hidrofòbic (77 % de residus apolars), té una 

càrrega positiva a l'extrem N-terminal (Lys5) i una glicina a l'extrem C-tenninal. 

L'estudi de l'expressió del gen en diferents teixits bovins indica que la majoria de teixits 

sintetitzen, a diferents nivells, l'mRNA corresponent a la RNasa A (Confalone i col., 

1989). També s'observa en altres RNases pancreàtiques de mamífer, a diferència de Ja 

majoria d'enzims pancreàtics, l'expressió en el pàncrees i, a més a més, en altres teixits 

(Beintema i col., 1988a). En la FfGURA 1.5 es numeren els aminoàcids en relació al 

primer residu de la proteïna nativa. Les capses CAAT i TATA es marquen amb creus. 

La seqüència del mRNA es troba subratllada. Les senyals d'splicing en 5' es marquen 

amb rodones plenes. Les senyals de polipirimidines i la senyal d'splicing en 3' es 
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FIGURA 1.5 

Sequència nucleotídica del gen de la RNasa A reproduït de Carsana col. ( 1988) (veure text per a més 

detalls). 
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marquen amb rodones buides. Les senyals de poliadenilació s'indiquen amb rombes 

negres. Les seqüències repetitives es troben emmarcades. 

En els teixits bovins s'han rullat 2 gens amb un elevat grau d'homologia amb el gen 

de la R\lasa A: el gen de la RNasa seminal bovina i el gen de la RNasa de cervell. 

Aquests gens s'haurien originat per duplicació en organismes avantpassats dels 

remugants (Beintema i col.. 1988a). Palmieri i col. (1985) i Preuss i col. ( 1990) 

analitzaren el cD A corresponent a la RNasa seminal bovina i Sasso i col. (1991) 

clonaren i seqüenciaren el gen codificador de la RNasa de cervell. 

I.3.2. Expressió de la RNasa A en procariotes 

Els avenços i les millores en la tecnologia de l'ADN recombinant, l'expressió 

heteròloga de gens i la renaturalització de proteïnes han contribuït a superar els 

obstacles que dificultaven la producció heteròloga de la RNasa A i han portat al 

desenvolupament de varis sistemes d'expressió de laR 'asa A. 

El primer d'aquests sistemes va ser descrit pel grup de Benner i col·laboradors, els 

quals van sintetitzar el gen que codifica la proteïna S, corresponent a la fracció inactiva 

de la RNasa A (residus 21-124), i el van expressar en Escherichia cofi (Nambiar i col. , 

1984). El gen es va dissenyar de manera que incorporava 25 setis específics de 

restricció, facilitant la seva possible utilització posterior en l'obtenció de variants de 

l'enzim per tècniques de mutagènesi modular. Posteriorment, Nambiar i col. (1987) van 

expressar en E. coli un gen sintètic que codifica la RNasa A com a proteïna de fusió 

associada a la p-galactosidasa. Purificar la RNasa A a partir d'aquest sistema 

d'expressió, el qual redueix la degradació intraceJ.Iular per proteòlisi i evita la seva 

activitat citotòxica, va ser laboriós i poc eficient, atès qu~ va presentar rendiments molt 

baixos (aprox. 200 ¡.tg/L de cultiu) i la producció de la proteïna en forma intracel·lular 

insoluble. 

Més endavant, Mc Geehan i Benner (1989) van millorar el rendiment de la producció 

de la RNasa A de Nambiar i col. (1987) eliminant la fusió amb la P-galactosidasa. Els 

autors van clonar el mateix gen sintètic que codifica la RNasa A (Nambiar i col., 1987) 

en E. coli darrera del promotor À. controlat per un repressor sensible a la temperatura. La 

inducció es va realitzar augmentant la temperatura del cultiu a 42°C durant 30 minuts. 
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La proteïna expressada es trobava en cossos d'inclusió. en forma insoluble, i, per tant, 

s'havia de desnaturalitzar i renaturalitzar. Malgrat això el rendiment d'aquest mètode va 

resultar superior a l'anterior (aprox. 2 mg!L de cultiu). La RNasa A produïda presentava 

un residu de formilmetionina en el seu extrem N-terminal. Tant aquest sistema com els 

anteriors requerien la desnaturalització de la RNasa A i la posterior renaturalització en 

presència d'agent ox idant. 

Tautwein i Benner ( 1991 a) van optimitzar el protocol anterior mitjançant dues 

estratègies: I) la utilització de la soca fon - d'E. coli, la qual és deficitària en la proteasa 

La, i 2) l'eliminació de la diana de restricció Not I (GCG GCC) en la regió N-terminal 

(codons núm. 4 i 5) substituint-la pels codons GCA GCA. D'aquesta manera s'impedeix 

que es doni un aparellament estable entre aquesta seqüència i la seqüència Shine­

Dalgarno i permet que aquesta última es trobi accessible. Gràcies a l'optimització 

d'aquest protocol , els autors van obtinir rendiments de 5-15 mg/L de cultiu i de 2-3 

mg/L quan s'utilitzava el medi de cultiu mínim M9. Aquest mètode permet expressar la 

proteïna en un medi 15N M9, utilitzant com a única font de nitrogen el ISNH4CI. La 

proteïna incorpora aminoàcids marcats amb 15N i pot ser estudiada per 3D-IUvfN 

El mateix equip d'investigadors va expressar el mateix gen sintètic que codifica la 

R.!"J"asa A en E coli, utilitzant la seqüència senyal Omp A i una seqüència senyal 

sintètica corresponent al pèptid senyal per a la ~-lactamasa. Es va obtenir només un 

rendiment màxim de 100 ~tg/L (Presnell, 1988). 

Schein i col. (1992) van utilitzar la seqüencia senyal de la RNasa pancreàtica de 

ratolí per expressar el mateix gen sintètic de la RNasa A en E. coli !on -hfp¡·- sota el 

control del promotor de l'operador del triptòfan. Això va ser possible atès que hi ha un 

elevat grau d'homologia entre les seqüències senyal i codificadora de les RNases 

pancreàtiques bovina i de ratolí. Aquest sistema d'expressió va permetre obtenir la 

proteïna recombinant directament en forma soluble a l'espai periplasmic i no agregada 

en cossos d'inclusió. Boix i col. ( 1994) van optimitzar aquest sistema d'expressió de la 

RNasa A i van obtenir, mitjançant un procés de purificació que inclou UI)a etapa de lis i 

cel-lular i tres cromatografies, la secreció de 3-6 mg de proteïna activa per litre de 

cultiu. Aquest sistema és el que va tenia el rendiment més elevat descrit fins al moment. 

Vasantha i Filpula (1989) van expressar un gen sintètic de la RNasa A en Bacil/us 
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subtilis emprant el promotor i Ja seqüència senyal del gen apr[BamP] d'una proteasa 

alcalina de B. subtilis. Van obtenir un proteïna de fusió per inserció d'un gen sintètic per 

a la RNasa A darrera el gen que codifica Ja proteasa alcaJina. Aquest sistema va 

permetre la secreció de la RNasa A correctament processada al medi de cultiu. Ara bé, 

l'acumulació de la RNasa A en el medi de cultiu es va veure limitada, a causa dels 

nivells elevats de proteòlisi causats per les proteases que aquest bacteri secreta al medi 

extraceHular. Això va fer que els nivells d'acumulació fossin de l'ordre de l-5 mg!L de 

cultiu 

Schultz i Baldwin (1992) van expressar el mateix gen sintètic de la R1 asa A 

(Vasantha i Filpula, 1989) en E. coli utilitzant el sistema d'expressió de Ja T7 RNA 

polimerasa. La proteïna expressada s'acumulava en cossos d'inclusió i contenia un 

residu metionina addicional en l'extrem N-tenninal i els ponts disulfur formats 

incorrectament . Mitjançant un procés posterior que consisteix en una primera etapa de 

preparació dels cossos d'inclusió, a partir del sediment obtingut en lisar les cèl·lules, i 

una segona etapa de reducció i oxidació dels ponts disulfur, aquest sistema va permetre 

l'obtenció de 0,5-2 mg de RNasa A per litre de cultiu, per bé que no pura. Els autors 

posteriorment purifiquen la proteïna mitjançant un procés que inclou dues 

precipitacions amb sulfat amònic i una cromatografia. 

Tarragona-Fio! i col. (1992) van clonar i produir en E. coli el precursor de la RNasa 

A, en el qual cDNA de la RNasa A es troba darrera del de la seva seqüència senyal, sota 

control del promotor tac. A més, van inserir, müjançant la tècnica de la PCR, una 

seqüència que codifica per un hexapèptid davant de l'extrem 5' de la pre-RNasa A, per 

tal de minimitzar la formació d'estructures secundàries de l'mRNA. La pre-RNasa A era 

secretada cap a l'espai periplasmic i durant la translocació s'eliminava la seqüència 

senyal. Aquest sistema d'expressió, seguit d'un procés de purificació posterior de la 

RNasa A de la fracció periplàsmica, consistent bàsicament en·una etapa de lisi cel·lular i 

dues cromatografies, va permetre la producció de RNasa A pura i totalment activa en un 

temps molt curt ( 48 h), però amb un rendiment considerablement baix (0, 1 mg/L de 

cultiu). 

Laity i col. (1993) van expressar el gen sintètic de la RNasa A (Vasantha i Filpula, 

1989) en E. coli com a proteïna de fusió amb el gen de la proteïna 1 O-Il de T7, utilitzant 

el sistema d'expressió de la T7 RNA polimerasa. La proteïna s'expressava a nivell 
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Boix i col. ( 1994) \·an estudiar l'efecte de l'eliminació de les càrregues positives dels 

residus Lys7 i Arg 1 O postulats de formar pan dels substeti d'unió de fosfat p2, 

mitjançant la substitució per Gin, en les propietats d'interacció i catàlisi de la R..'\asa A. 

A panir de l'estudi de les dues variants senzilles K 7Q i R 1 OQ i de la variant doble 

K7Q-rR 1 OQ, els autors van suggerir. que la Lys7 i I'Arg I O, a més de participar en la 

fixació de fosfat de la molècula de substrat, R1 A. participaven indirectament en el 

procés catalític. Aquest suggeriment es va fer a partir de l'observació de la disminució 

de l'efic iència catalítica en les variants senzilles i de manera més pronunciada, en la 

variant doble per a tots els substrats assajats, fins i tot pels de massa molecular baixa. 

Els valors de la Km pels substrats de massa molecular petita no variaven, però pel 

poli(C) van resultar significativament superiors. Els valors de la kcat van ser inferiors en 

tots els casos. L'activitat sintètica, és a dir, la inversió de la reacció de transfosforilació, 

era reduïda per les variants senzilles i anul·lada en la variant doble, en substitució d'una 

activitat exonucleasa (Moussaoui i col., 1996). 

deiCardayré i col. (1994) van utilitzar la mutagènesi dirigida per crear variants 

senzilles de la ~'\fasa A que escindissin eficientment després d'un residu de purina i per 

això van substituir els residus Thr45 o Phe120 pels 20 aminoàcids naturals. Es va 

observar que la substitució de la Thr45 per Gly o Ala permetia a la R1 asa A escindir el 

poli(A) i de manera processal i no distributiva. Les variants T45G i T45A mostraven un 

increment de 1 os i l 03 vegades, respectivament, de l'especificitat de polí( A) sobre 

poli(C) i cap canvi pel que fa a l'eficiència catalítica. Induir la RNasa A a degradar 

pol i( A) de manera processal requereix només un canvi en l'especificitat del subseti B I· 

Tanmateix. cap substitució de la Phe120 va donar lloc a un enzim que catalitzés el 

trencament de I'RNA després de residus de purina de manera eficient. 

Thompson i Raines (1994) van produir variants senzilles de la RNasa A en les quals 

la His12 i Ja His l 19 va ser substituïda per Ala. Analitzant el comportament d'aquestes 

variants enfront de diferents substrats van corroborar el paper de la His I 19 com agent 

protonanr de l grup sortint durant el trencament de I'RNA. 

delCardayré i Raines ( 1995) per demostrar que la interacció per pont d 'hidrogen entre 

els residus Asp83 i Thr45 també afecta l'especificitat de la RNasa A, van caracteritzar 

cinèticament les variants T45G, D83A i T45G+D83A. Els resultats van indicar que tant 

la interacció de la Thr45 amb el substrat com la interacció entre Thr45 i Asp83 
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proporcionen un augment de la capacitat de la R.'\asa A per escindi r substrats que 

continguin uridines a través de l'estabilització selectiva de l'estat de transició. Els autors 

van concloure que una interacció entre dos grups funcionals d'un enzim pot també 

contribuir a l'especificitat del substrat. d'igual manera que ho fa una interacció directa 

entre l'enzim i el substrat. 

de!Cardayré i col. ( 1995) van substituir el residu Gin 1 1 per una Ala. Asn i Hi s per tal 

d'estudiar el paper d'aquest residu. Els paràmetres cinètics de les variants enzimàtiques. 

obtinguts per a diferent tipus de substrats, van indicar que la Gin 11 no estabi li tza l'estat 

de transició limi tant de la velocitat durant la catàlisi de la Rl\asa A, sinó que el paper 

principal d'aquest residu és incrementar l'energia lliure del complex enzim-substrat 

d'aquesta manera evitar les unions no productives del substrat. 

Messmore i col. ( 1995), per provar el paper de la Lys41 en Ja catàlisi van combinar 

les tècniques de mutagènesi dirigida i de semisímesi per introduir aminoàcids no 

narurals a la posició 4 I de la RNasa A. De manera específica, van sustituir la Lys41 per 

una Cys. la qual va ser posteriorment alquilada amb cinc haloalquilamines diferents. A 

partir de la caracterització cinètica dels enzims resultants es va trobar una bona 

correlació entre valors elevats d'eficiència catalítica pel trencament del poli(C) i valors 

baixos de pKa de la cadena lateral del residu 41 i van observar que la presència de grups 

que poguessin donar lloc a la formació d'un segon pont d'hidrogen no augmentava 

l'activitat catalíti ca de l'enzim. Aquests resultats van confirmar el paper proposat per a la 

Lys4l d'establ ir un sol pont d'hidrogen amb l'estat de transició durant Ja catàlisi. 

Eberhardt i col. ( 1996) van construir tres variants de la Tyr97, Y97F. Y97 A i Y97G. 

per examinar el paper d'aquest residu en Ja catàJisi i l'estabilitat tèrmica de la RNasa A. 

Les tres variants van presentar una disminució de l'activitat catalítica, la qual cosa va 

demostrar que. malgrat que la Tyr97 es troba distant del centre actiu de l'enzim. la seva 

cadena lateral contribueix a la catàlisi, possiblement establint un pont d'hidrogen que 

estabilitzaria Ja conformació en frans de l'enllaç peptídic Lys4 1-Pro42 i d'aquesta 

manera la cadena lateral de Ja Lys41 romandria en una posició tal que maximitzaria la 

catàlisi. Els resultats de l'estabilitat tèrmica de les variants van indicar que la Tyr97 és 

un residu important per a l'estabilitat tèrmica de la RNasa A, at~s que s'observa una 

desestabilització de 3.5. 12,0 i 11,7 kcal mol-l per a les tres variants, respectivament, en 

relació a l'enzim salvatge. 
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lés recentment. Fisher i col. ( 1998) refermen la importància dels subsetis Po i P2 de 

la RJ\asa A mitjançant l'estudi de les variants K66A, K7A- RI OA i K7A-Rl 0A-K66A 

d'aquesta. Per a cada una d'aquestes variants es mesura la cinètica de trencament del 

substrat poli(C) i la seva capacitat per unir-se a un ONA de cadena senzilla que és un 

anàleg del substrat. Els resultats confirmen que la Lys66 (residu postulat com a 

pertanyent a po) no participa en el procés de catàlisi, però sí en la interacció amb el 

substraL. En canvi , la Lys7 i l'Argl O (residus po tulats com a pertanyents a P2) 

participen en el procés de catàlisi , la qual cosa corrobora els resultats de Boix i col. 

(1994). 

Schultz i col. (1998) confmnen mitjançant l'estudi de les variants D1 2 1N, D l2 1A i 

H 119A de la Rl'\lasa A la importància del pont d'hidrogen que s'estableix entre els 

residus His I 19 i Asp 121 per al correcte posicionament de la Hi s I 19 per dur a terme la 

catàlisi àcid-base. A més a més, el residu Asp 12 1 contribueix a l'estabilitat enzimàtica. 

Aquest residu és un dels pocs exemples en els quals un aminoàcid és important tant per 

a la catàlisi com per a l'estabilitat enzimàtica (Quirk i col., 1998). 

L'ap licació de la mutagènesi dirigida a l'estudi del plegament/desplegament de Ja 

RNasa A ha estat encaminada principalment a l'estud i de Ja fo rmació de ponts disul fu r, 

alterant residus de cisteïna, o bé a l'estudi de reaccions de plegament lent, alterant 

residus de prolina. Aquests treballs es descriuen en detall en els següents apartats. 
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IA. Estudi obre el plegament de la Rl'\asa A 

El camí de plegament d'una proteïna és el procés cinètic que descriu els 

esdeveniments que ocorren quan una cadena polipeptídica desplegada. la qual no té 

estructura regular. procedeix a plegar-se cap al seu estat natiu, el qual està caracteritzat 

per una estructura altament ordenada. Les interaccions que governen aquest procés són 

estrictament aquelles que són definides per la seqüència d'aminoàcids de la proteïna 

(Anfinsen. 1973). Una cadena polipeptídica no pot assolir el seu estat natiu a través 

d'una recerca a l'atzar de l'espai conformacional a causa del llarg temps que s'hauria 

d'invertir per a una recerca d'aquest tipus (Levinthal. 1968). Per tant, els esdeveniments 

inicials en el plegament d'una proteïna han de restringir l'espai conformacional i han 

d'especificar el camí que la cadena hauria de seguir per aconseguir el seu estat natiu. 

El plegament proteic continua essent encara avui un problema principal no resolt. La 

solució no és fàcil ja que requereix la determinació, a nivell de residus d'aminoàcids. de 

les interaccions necessàries per explicar les estructures de l'estat desplegat inicial i 

l'estat natiu final. així com també les de tots els intermediaris i els estats de transició 

presents en la reacció de plegament. Els intermediaris en el camí de plegament són 

generalment espt!cies transitòries. per tant. una caracterització completa del camí de 

plegament requerirà una anàlisi estmctural a l'equilibri juntament amb informació 

cinètica. 

La R asa A ha estat un clàssic en els estudis de plegament/desplegament de les 

proteïnes (Biackburn i Moore. 1982; Kim i Baldwin, 1982, 1990; Matthews, 1993; 

Cuchillo i col., 1997; Neira i col. , 1997). Tanmateix, aquest enzim presenta algunes 

característiques estructurals. com ara la presència de 4 ponts disulfur i l'existència de 

dos enllaços peptídics X-prolina en conformació eis en l'estar natiu. que han complicat 

l'anàlisi del seu camí de plegament pel fet que l'estat desplegat és molt heterogeni. A la 

vegada, aquestes característiques fan que la RNasa A sigui un model molt interessant 

per aquests tipus d'estudis. 

En exemples recents. s'han aplicat tècniques diverses com ara l'espectrometria de 

masses electroesprai per determinar quins ponts disulfur (natius i no natius) es formen 

durant el plegament de la RNasa A reduïda (Ruoppolo i col., 1996) o d'un derivat en el 

qual els 8 residus de cisteïna estan formant enllaços disulfur mixtos amb glutatió 

(Ruoppolo i col. , 1997). L'espectroscòpia d'infraroig amb transformada de Fourier 
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(FTIR). amb la seva senyal específica per als fulls plegats ~ . ha estat utilitzada per 

provar nous aspectes del plegament de la RNasa A (Seshadri i col.. 1994). En aquests i 

altres estudis sobre el plegament de la RNasa A, l'enzim desplegat és obtingut a 

temperatures altes o baixes. pH's alts o baixos, o mitjançant l'ús d'agents caotròpics. El 

desplegament de la R. \!asa A a pressions altes ha cridat l'atenció i ha semblat que 

promet desvetllar-ne encara més apectes (Zhang i col., 1995). 

La majoria dels estudis de plegament de la RNasa A s'han realitzat o bé amb l'enzim 

reduït o oxidat (amb els 4 ponts disulfur natius intactes). Els estudis de l plegament de 

l'enzim reduït s'han centrat en la formació dels ponts disulfur, mentre que els estudis 

amb l'enzim oxidat, bona part d'ells, s'han centrat en la isomerització dels enllaços 

peptídics X-Pro. 

Així mateix, el que es coneix sobre els camins i intermediaris de plegament de la 

RNasa A prové, en gran part, dels treballs existents des de fa mol t temps dels grups d'en 

Baldwin i Scheraga. Baldwin i col·laboradors foren pioners en la captura d'intermediaris 

de plegament de la RNasa A i establiren les bases dels experiments de bescanvi HID per 

quench-jlo'l-v. Scheraga i col· laboradors han fet gran ús de la tècnica de l'stopped-jlow 

(single-jump i double-jump). amb detecció d'espècies primàries de plegament mitjançant 

l'absorbància a I'UV, DC o fluorescència, i han utilitzat variants senzilles de la R1 asa A 

per tal de caracteritzar les múltiples espècies presents en l'heterogenj estat desplegat 

causat per diferents conformacions X-Pro eis/trans. Com a conseqüencia, s'han fet 

avenços importants en la detecc ió de noves fases cinètiques i en la descripció de 

propietats globals dels intermediaris que poblen de manera transitòria el camí de 

replegament. Tot i això, encara no s'ha pogut obtenir una caracterització estructural 

detallada d'aquests intermediaris ni de l'estat de transició. 

A continuació, primer es descriurà breument l'estat natiu de la RNasa A i el que es 

coneix sobre el seu estat desplegat. Posteriorment, es comentaran amb més detall els 

estudis existents sobre el plegament/desplegament de la RNasa A reduïda i amb e ls 

enllaços disulfur intactes, posant especial èmfasi en els intermediaris de desplegament 

detectats i caracteritzats en el seglliment cinètic del camí de plegament/desplegament. 

28 



lnlroducció 

1.-l.l. L'esta t natiu 

L'estructuura tridimensional de la R.t"iasa A nativa ha estat determinada a partir de 

l'estat cristal·lí (Wiodawer i col.. 1988) i en solució aquosa ( amoro i col. , 1993: 

Gonzalez i col., 1997) tal com s'ha descrit en l'apartat 1.2.1.1. 

A partir d'estudis de bescanvi HID a l'equilibri (Santoro i col. 1993: Wang i col. 

1995: ;-Jeira i col. 1999). s'ha vist que l'estructura de full plegat~ entera (amb excepció 

de les protuberàncies) junt amb l'hèlix a III són els segments més estables de la RNasa 

A. La regió de full plegat ~ compresa per les cadenes ~2, p3 , ~6 i ~7 mostra la densitat 

més elevada del bescanvi de protons amida més lent. L'hèlix a lll roman sobre d'aquesta 

regió amb els residus Val57-Cys58 en contacte amb els residus Tyr73-Ser75 i llei 06-

Vall 08, d'aquesta manera es forma un cor hidrofòbic d'excepcional estabilitat. La regió 

formada per les cadenes ~I, ~4 i ps presenta el bescanvi de protons amida més lent en 

els segments phe46-His-l8. Met79-Thr82 i Ala102-Jle106 i en els llocs d'unió del 

segment -pèptid mediat pels ponts d'hidrogen His 12(CO) i Asp 1-l()JH) al -?'-I H i -CO 

de Val-47. respectivament. Aquesta regió és la segona regió més estable de Ja Rl'\lasa A. 

L'hèlix a I1 està connectada a aquesta regió del full plegat ~ a través d~ l'enllaç disulfur 

26-86. Les 3 hèlixs a es troben entre les unitats més resistents a desplegar-se. L'hèlix a 
li i l'hèlix a 111 mostren les seves velocitats de bescanvi més baixes al centre de l'hèlix. 

L'hèlix a J no és tan estable com les altres dues hèlixs. L'estabilitat conformacional 

màxima de la RNasa A és aproximadament 9 kea! mol-l a pH entre 7 i 9 i a 25°C (Pace 

i col. 1990). 

1.4.2. L'estat de plegat 

Recentment, l'estat desplegat de les proteines ha despertat l'interès de vans 

investigadors. pel fet que la determinació de la seva estructura residual i estabilitat pot 

ajudar a compendre millor els mecanismes de plegament de les proteines. Wright i col. 

( 1988) i Moult i Un ger (1991) van assenyalar que aquest estat pot semblar-se a 

intermediaris de plegament o servi r com a regió iniciadora del plegament. 

En el cas de la RNasa A. tant experiments de desnaturalització en equilibri com 

experiments de cinètica de desnaturalització demostren que l'estat desnaturalitzat de la 

RNasa A, ja sigui amb els 4 ponts disulfur intactes o reduits, presenta un important grau 
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d'estructuració. A continuació es descriuen alguns treballs representatius: 

Buckler i col. ( 1995) van aplicar la fluorescència resolta en el temps per detenninar 

l'extensió d'estructura residual en tres estats desnaturalitzats de la R asa A: l'estat 

desplegat amb els enllaços disulfur intactes (U). l'estat reduït sota condicions natives 

(RN) i l'estat reduït a elevada concentració d'agent desnaturalitzant (R). Els autors van 

observar que fins i tot en l'estat totalment desnaturalitzat (R) existeix cena estructura 

plegada residual. Tots els paràmetres determinats assenyalaren un replegament 

substancial que acompanya les transicions des de R cap aRN o U. Comparant aquests 

resultats amb els obtinguts a partir de pèptids aïllats, es va concloure que l'estructura 

formada està estabi litzada tant per interaccions locals com no locals . 

L'estat desnaturalitzat per temperatura de Ja RNasa A ha estat examinat per dispersió 

de raigs X de petit angle (SAXS) i per espectroscòpia d'infraroig amb transformada de 

Fourier i s'ha vist que és com a terme mitjà una estructura compacta que presenta 

estructura secundària residual (Sosnick i Trewhella, 1992; Seshadri i col. , 1994; Zhou i 

col. , 1998). Sota condicions fortament reductores, la proteïna es desplega més, en una 

estructura més flexible, però encara reté una quantitat d'estructura secundària 

comparable. Les dimensions dels estats desnaturalitzats tèrmicament i químicament de 

la proteïna reduïda són diferents, tanmateix són més compactes que el predit per un 

random coi/ de Ja mateixa longitud. 

En els primers treballs de bescanvi d'hidrogens de grups amida per deuteri en la 

RNasa A desnaturalitzada per calor no s'observava protecció significativa dels 

hidrogens amida analitzats (Robertson i Baldwin, 1991 ). Estudis posteriors, en canvi, sí 

que permeten intuir regions protegides del bescanvi i proposen l'existència d'estructura 

residual en l'estat desplegat de la RNasa A amb els enllaços disulfur intactes (Santoro i 

col., 1993; Wang i col. , 1995; Neira i col., 1999). 

A partir d'una recopilació d'anàlisis de fragments de la RNasa A realitzats per 

diferents autors, Neira i Rico (1997) assenyalen que les interaccions de curt abast són 

importants per a la formació de poblacions baixes, per bé que significatives, d'elements 

estructurals natius i que és raonable esperar que l'estabilització intrínseca de les 

estructures presents en aquests segments operi també en l'estat desplegat de la cadena 

polipeptídica sota condicions natives. 
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La majoria dels estudis que tracten amb desnaturalització proteica han estat duts a 

tenne a pressió atmosfèrica utilitzant pertorbacions fisicoquímiques. com ara la 

temperatura. pH o agents desnaturalitzants. A més. s'ha vist que aplicant altes pressions 

es pot investigar en detall les proteïnes desnaturalüzades per pressió i les 

desnaturalitzades per fred en solució aquosa. Jonas i Jonas (1994) van indicar que els 

estats desnaturalitzats de les proteïnes per pressió tenen més estructura secundària que 

els estats desnaturalitzats per temperatura i urea. Zhang i col. ( 1995) \'an utilitzar la 1 H 

RNI~ combinada amb la tècnica de bescanvi d'hidrogens amida per estudiar la 

desnaturalització reversible de la R asa A per pressió, fred i calor. Els autors van 

descriure que l'estat desnaturalitzat per pressió de la R:; asa A. contràriament al que 

havien descrit Robertson i Baldwin (1991) per a l'estat desnaturalitzat per temperatura. 

conté alguna estrucutura secundària, ja que s'observen estructures amb ponts d'hidrogen 

estables que protegeixen els hidrogens amida de l'esquelet peptídic de ser bescanviats 

amb el solvent, i mostra les característiques d'un molten-globule. També van proposar 

que l'estat desnaturalitzat per fred de la RNasa A pot contenir estructura parcialment 

plegada. Posteriorment. Nash i col. ( 1996) van anlitzar més detalladament aquest estat 

desnaturalitzat de la R Tasa A, del qual en van determinar els factors de protecció 

d'hidrogens amida de 41 residus. El patró de protecció de l'estat desnaturalitzat per fred 

(P=3.0 kbar. T= -l7°C) és similar al de l'estat desnaturalitzat purament per pressió 

(P=-t2 kbar. T= + I 0°C). però difereix substancialment del desnaturalitzat per calor. 

L'estat desnaruralitzat per fred de la Rl\asa A és, per tant, diferent del desnaturalitzat 

per calor i es comporta de manera substancialment diferent d'un random coi!, 

probablement a causa que la distribució dels residus fortament protegits és poc 

uniforme, espccialmenr fora de la principal regió de full plegat p. Aquest fet va suggerir 

que l'estmctura sccund:lria residual en la R..'-:asa A desnaturalitzada per fred és 

severament desorganitzada, a diferència de. per exemple. l'estructura secundària en 

tòrmes molten-globule de la proteïna. 

A més de l'observació que l'estat desnaturalitzat de la R..'Jasa A per pressió mostra 

característiques d'un molten-globule (Zhang i col., 1995), també s'han detectat espècies 

molten-globule en el desplegament per clorur de guanidini de la RNasa A desplegada 

(Kiefhaber i col. , 1995). Sembla ser un molten-globule sec (l'aigua no hauria penetrat 

encara en el cor hidrofòbic de la RNasa A), malgrat que la majoria de les cadenes 

laterals hagin esdevingut lliures de rotació) i no una espècie molten-globule "hidratada''. 

S'ha proposat que aquesta espècie, el molren-globule, sigui un intermediari en el procés 

de desplegament de la R..Nasa A que precedeix l'etapa limitant de la velocitat. 
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1.4.3. Estudis del plegament/desplegament de la RNasa A amb els enllaços disul fur 

intactes: r eaccions de plegament lent 

La RNasa A va ser la primera proteïna que es va trobar que presentava formes de 

plegament lent (Us) i formes de plegament ràpid (UF) de la proteïna desplegada, 

mostrant cinètiques de replegament multifàsiques, amb reaccions ràpides i lentes, 

aquestes últimes originades per la isomerització cisl trans de les prolines (Blackburn i 

Moore. 1982; Kim i Baldwin, 1990; Nall , 1994). 

La RNasa A desplegada es replega en tres fases cinètiques diferents: dues fases 

principals de plegament lent (60-70% i 10-20% de l'amplitud total del replegament) 

(Schmid i Blaschek, 1981 ; Schmid. 1982, 1983) i una reacció de plegament ràpid que 

representa el 18% de l'amplitud total del replegament. Sota algunes condicions s'ha 

detectat també una tercera fase lenta minoritària (7%) (Lin i Brandts, 1983b). Es creu 

que aquestes tres fases cinètiques principals s'originen a partir de com a mínim tres 

espècies desplegades diferents, anomenades Ur, Us,t, i Us,u, que representen 

aproximadament un 20%, 15% i 65% del total de les espècies desplegades, 

respectivament (Schmid, 1983). També s'ha descrit una espècie minoritària addicional 

Us (Lin i Brandts, 1987). S'ha proposat que cadascuna d'aquestes espècies es plega de 

manera independent fins assolir la conformació nativa, la qual es considera que és una 

sola espècie ben definida. 

L'espècie UF ha estat generalment considerada com un estat desplegat en el qual tots 

els residus de prolina es troben en la conformació nativa. Aquesta espècie es plega en 

una fase ràpida (Lin i Brandts, 1983b) a través d'una reacció que no comprèn la 

isomerització dels enllaços peptídics X-Pro, mentre que les espècies Us,I i Us,ri són 

convertides a espècies intermediàries i finalment passen per una etapa d'isomerització. 

És poc coneguda la naturalesa i el camí de replegament de l'espèc ie Us,I a causa que 

la seva amplitud és molt baixa i la velocitat de replegament molt lenta. Mui i col. (1985) 

van postular l'existència d'un intermediari en el camí de plegament, anomenat I', basant­

se en les anàlisis cinètiques de les dades presents a la literatura, malgrat que aquest 

intermediari no s'ha obsevat experimentalment. 

El replegament de l'espècie Us,II ha estat més ben caracteritzat. En el seu camí de 

32 



lnrroducció 

replegament s'hi troben dos intermediaris: un primer intermediari de formació ràpida 
amb ponts d'hidrogen (1¡) (Udgaonkar i Baldwin, 1988.1 990) i, posteriorment, un segon 

intermediari plegat de manera similar a la forma nati,·a ON). Sembla que en aquest 

camL el plegament precedeix la isomerització, és a dir. ambdós. intermediaris tenen com 

a mínim una Pro en conformació no nati,·a. (Cook i col.. 1979; Schmid i Blaschek. 

1981: chmid. J 983). encara que aquesta conclusió ha estat discutida per Lin i Brandts 
( 1988). L'intermediari amb aparença nativa IN ha estat ben estudiat (Cook i col., 1979. 

Schmid i Blaschek. 1981 ; Schmid, 1983: Schmid i col. , 1986) i comparteix la major 
part dt! les propietats de Ja proteïna nativa. L'espècie I 1 presenta propietats òptiques de 

la proteïna desplegada però. pel que fa als experiments de bescanvi d'hidrogens amida 

per deuteri. és altament estable i conté gran part de l'estructura de ponts d'hidrogen de la 

pr01eïna nativa. especialment en les regions del full plegat p i l'hèlix a III (Udgaonkar i 
Baldwin. 1990). I 1 semblaria una espècie molten-globule en el fet que que té estructura 

secundària estable i li manca l'enterrrament de cadenes laterals de residus de Tyr. En 
canvi, lN és un intermr.!diari amb aparença nativa que pot unir l'inhibidor específic 2'-

CMP i té cadenes laterals de Tyr enterrades. 

Posteriorment, Udgaonkar i Baldwin (1995) van portar a terme una nova 
caracteri tzació de la naturalesa de l'intermediari I I· Van concloure que I 1 no és un 

intermediari amb caracteístiques típiques d'un molten-glohule, sinó que té una estructura 

terciària ben definida malgrat que les cadenes laterals de les seves Tyr no estan 
enterrades. Van arribar a aquesta conclusió a partir de Ja capacitat de l¡ per unir 2'-

CM P, que van deduir a partir d'experiments d'stoppecl-jlo1v controlats pel canvi 

d'absorbància de 2'-CMP a 254 nm que acompanya Ja seva unió a la RNasa A. L'anàlisi 

de les propietats de bescanvi de protons amida protegits revela que tant el nombre com 
l'extensió de Ja protecció és similar en l1 i IN. D'aquesta manera es confirma que I¡ està 

altament estructurat i es deixa com a diferència principal entre els dos intermediaris el 
fer que les cadenes laterals de Tyr25, Tyr73, Tyr92 i Tyr97 es troben enterrades en IN 

però no en I¡. 

En la RNasa A nativa, la Pro93 i la Pro114 es troben en confom1ació eis (Richards i 

Wyckoff. 1971 ; Wlodawer i Sjolin, 1983) i, per tant, són els candidats idonis per 

produir les espècies de plegament lent. La conservació d'aquests dos residus de prolina 

en ribonucleases pancreàtiques de diferents vertebrats (Beintema i col., 1988), cosa que 

és particularment rara per residus presents en llaços superficials (Craik i col., 1982), 

~.., 
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corrobora Ja importància d'un enllaç peptídic en eis en aquestes posicions (Grafl i col.. 

1986). 

Cook i col. ( 1979) ja havien proposat que com a mínim la Pro93 es troba en 

conformació no nativa (1rans) en l'espècie Us,II - Aquest fet està actualment acceptat en 

base als estudis de replegament realitzats per Schmid i el seu grup en RJ ascs 

homòlogues en les quals el residu Pro93 està conservat (Krebs i col., 1983; Schrnid i 

col. , 1986; Lang i col., 1986; Lang i Schmid. 1990). 

S'han portat a terme varis estudi s per determinar si la isomerització de la Pro93 i/o 

Pro 11 4 justifica la presència de les espècies Us de Ja RNasa A desplegada, però s'han 

obtingut resul tats contradictori s (Lin i Brandts. 1983a, 1984: Adler i Scheraga, 1990; 

Biringer i Puntambekar. 199 1 ). Una aproximació recent per sol ventar quin d'aquests 

residus de prolina és responsable de les espècies de plegament lent de la R.Nasa A 

utilitza RNases A recombinants que tenen un o dos residus de prolina substituïts, és a 

dir, variants senz illes o dobles (Schultz i Baldwin, 1992; Schultz i col. , 1992). Els 

resultats amb la variant doble P39A+Pll4G són clars i indiquen que la substitució 

d'ambdós residus de prol ina és suficient per eliminar l'espècie Us principal (Us,fl ). 

Anàlisis cinètiques del plegament/desplegament de dues variants senzi ll es de la RNasa 

A (P 1 l .fG i P 1 14A). indiquen que les espècies de replegament lent (Us) es generen en 

l'estat desplegat d'aquestes vari ants. Aquestes espècies, però, donen lloc a un màxim de 

només 50-60% de l total de les espècies desplegades, en comparació amb el 80% de les 

espècies Us trobades per a la RNasa A salvatge. Aquest resultat és consistent amb la 

idea que tant la Pro93 com la Pro I 14 generen espècies de replegament lent i que 

l'el iminació de la Pro 11 4 fa disminui r la quantitat total d'espècies Us. és a dir, només 

les espècies generades per la isomeritació de eis a trans de la Pro93 es mantenen. La 

cinètica de plegament/desplegament de variants senzilles de la Pro93 de la RJ\asa A 

(P39A i P39S) és complexa, amb molts aspectes sense explicar. D'aquesta manera, la 

conclusió principal del treball de Schultz i col. (1 992) va ser que els dos residus de 

prolina són responsables de les espècies Us principals de la RNasa A, però es desconeix 

encara en quin grau són responsables de les espècies individuals, Us, J i Us,II · 

E l model del replegament de la RNasa A obtingut a partir dels estudis fins ara 

esmentats i generalment acceptat és el següent: 
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Amplitud Velocitat 
GF ~ 1\ 20% ràpida 

L'S .I -7 (l') -7 ~ I 0-20% molt lenta 

Gs.11 ~ I¡ ~ I ~.N 60-70°o lenta 

L'intermadiari 1' no s'ha obserYat experimentalment. L'espècie CF es creu que conté 

ambdós residus de prolina. 93 i 11-L en conformació nativa (eis) i Cs,l- Us,ll- l ¡ i I. es 

creu que tenen com a mínim un residu de prolina (Pro93) en la conformació no nativa 

(frans). 

D'altra banda, el model del desplegament per a la R."\lasa A generalment acceptat és: 

ràpid lent 

N B UF B Us,l.lt 

on la Case ràpida es considera que és una etapa de desplegament conformacional, mentre 

que la fase lenta s'ha proposat que és una etapa d'i somerització de prolina. 

Estudis més recents han complicat aquests models. Houry i col. (199-l) van proposar 

un nou model pel camí de plegament de la RNasa A. basat en la presència de dos 

processos d'isomerització independents: un per a la Pro93 i l'altre per a la Pro 11 4. 

Aquest model ha estat proposat per explicar l'existència d'una nova espècie de 

plegament (Uvr) que dóna lloc a una nova fase de plegament molt ràpid que no havia 

estat detectada en treballs previs. Aquests estudis de replegament van ser duts a terme a 

\'alors de pH molt baixos i a vàries concentracions dc clorur de guanidini, condicions 

que alenteixen la fase de replegament de les espècies S· litjançant les anàlisis dc les 

dades cinètiques basades en aquest nou model , els autors proposaren que en l'espècie 

Uvrambdues prolines es troben en la seva conformació nativa; que la Prol l4 es troba en 

la conformació no nativa en l'espècie UF; i que, com a mínim, la Pro93 es troba en la 

conformació no nativa en les espècies de plegament lent (Us). Aquestes espècies de 

plegament lent engloben. com a mínim, dues espècies: Us,a, amb la Pro93 en la 

conformació no nativa (frans), i Us,p. amb la Pro93 i la Pro 11-l en la confom1ació no 

nativa (fl·ans). No queda clar en aquest treball si aquestes dues espècies de plegament 

lent corresponen a les espècies Us.l i Us,ll proposades en treballs anteriors. Malgrat que 

les isomeritzacions de la Pro93 i la Proll4 s'han proposat per explicar l'origen de les 
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espècies desplegades. només s'ha suggerit la isomerització eis trems de la Pro93 com a 

limitadora en la velocitat del camí de replegament de la R.'Jasa A. L'estudi de les 
cinètiques de replegament de l'espècie Uvf (replegament de la RNasa A en absència 

d'efectes complicats d'isomerització cisltrans de prolines) indica que el camí procedeix 

a través de la formació d'un intermediari hidrofòbicament col·lapsat que presenta 

propietats similars a les del molten-globule . Jq, (Houry i col.. 1995 ). A més. els autors 

van suggerir que els estats de transició limitadors de la veloci tat en el desplegament i 

replegament són substancialment diferents, presentant l'estat de transició del 

replegament propietats similars a les no natives. 

Posteriorment, Houry i col. (1996). continuant amb l'estudi del camí de replegament 
de l'espècie Uvr per stopped-jlow seguit per CD a 222 i 275 nm, van trobar que hi ha 

com a mínim dos intermediaris en el camí de replegament d'aquesta espècie. El primer 
intermediari, que anomenen Iu, es formaria directament a partir de Uvr i es trobaria en 

gran part desplegat. Llavors, lu experimentaria un col.lapse hidrofòbic donant lloc a la 

formació del intermediari 1$, ja anteriorment descrit pels mateixos autors. 

Els valors de CD obtinguts indiquen que Iu no presenta estructura secundària 

significativa i probablement es diferencia de Üvf per un reordenament estructural local. 

mentre que I$ mostra una població considerable d'estmctures secundàries i terciàries de 

l'ordre del 52% i 39% de la RNasa A nati va, respectivament. 

Les estructures de Iu i I$ han estat analitzades a partir d'experiments de double-jump 

combinats amb experiments de bescanvi H/D per Houry i Scheraga ( l996b ). No es va 

observar protecció en els 21 protons amida de l'esquelet polipeptídic analitzats de 
l'intermediari Iu. Els factors de protecció trobats per a aquest intermediari eren similars 

als de l'espècie Uvf, la qual cosa van indicar que Iu no té estructura secundària estable. 

Contràriament, en l$, una gran part de la regió en full plegat p, així com tan1bé l'hèlix a 

li, semblen estar ja formades mentre que la resta de la molècula roman desestructurada. 

En general, els factors de protecció de I$ són baixos, fet que indica que aquest 

intermediari té una estructura dinàmica, la qual és compatible amb què sigui un 

intermediari similar a un molten-globule. Els autors, a més, van comparar l'estructura de 
Iq, amb la de l'intermediari I 1 descrita per Udgaonkar i Baldwin ( 1995) en el camí de 
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plegament de la principal espècie desplegada Us.11· En general, l'estructura regular 

fonnada en lc¡, és moh menor que en l'intennediari I¡. A més, l'estructura de Iq¡ té molta 

menys estabilitat que la de I¡. els factors de protecció de I 1 són de com a mínim un 

ordre de magnitud més grans que els de Iq,. Per tant. una velocitat de replegament més 

lenta dóna lloc a la formació d'intermediaris més estables durant el procés de plegament. 
Segons els autors, Iq¡ és un molten-globule més típic que I¡. atès que l¡ té una estructura 

més regular i probablement té alguns contactes terciaris fixats, mentre que Iq, presenta 

una estructura més flexible i dinàmica. Segons els autors, les diferències en la formació 
d'intermediaris primerencs en el camí de replegament de les espècies Us,II i Uvr 

indiquen que l'estat desplegat dicta el camí de plegament que la proteïna ha de seguir 

per arribar a l'estat natiu. El plegament de Us,II és més lent que el de Uvr a causa de la 

presència en la primera d'aquestes espècies d'enllaços X-Pro no natius. Per tant, la 
formació de I 1 té lloc a una velocitat inferior a la de la formació de Iq,, la qual cosa fa 

que l¡ tingui més temps per formar estructures secundàries estables i establir contactes 

terciaris. Això no és el que passa en el cas de I<P. una velocitat de replegament més lenta 

permet una cooperativitat més elevada entre els diferents elements estn1cturals. 

permetent la formació d'intermediaris més estables (native-like) durant el procés dc 

plegament. 

Sendak i col. ( 1996) van crear una variant de la Rl\asa A, per substitució de la Tyr92 

per Trp. amb una sonda òptica sensible per tal d'obtenir informació sobre el plegament 

de la proteïna mitjançant les tècniques d'stopped-jlow (single i double-jump) seguides 

per fluorescència. L'intermediari hidrofòbicament col·lapsat l4> va ser observat durant el 

temps mort dc la barreja de l'experiment. Ja qual cosa implica que la regió del voltant 

del residu Trp92 està involucrada en la fonnació de 1$. 

Iloury i Scheraga (1996a) van observar, a més de les fases de plegament molt ràpid. 

ràpid i lent, una nova fase de plegament mitjà. Aquesta nova fase s'origina a partir del 
replegament d'una espècie de desplegament diferent que anomenaren Um (espècie de 

replegament mitjà). Per consegüent, hi ha com a mínim 5 espècies, observables 

experimemalment. en l'estat desplegat de la Rl"lasa A: Uvf· UF, Um. Us,l i Us.Jl· Totes 

cinc espècies desplegades corresponen a 8 espècies teòricament possibles que presenten 

diferents confonnacions a cadascun dels enllaços peptídics X-Pro de Pro93, Pro 114 i 
Prol17. Uvr presenta els 3 enllaços peptídics X-Pro en conformació nativa, mentre que 

Um els presenta en conformació no nativa. Els resultats també van indicar que 
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cadascuna de les espècies desplegades es replega cap a l'estat natiu a través de camins 

de plegament diferents a velocitats de replegament també diferents. El paper de la 

isomerització dels enllaços peptídics anteriors a una prolina en el replegament de la 

Ri asa A ha estat provat per mutagènesi dirigida. La velocitat de replegament de la 

variant P42A de la RNasa A va resultar semblant a la de l'enzin natiu, indicant que la 

isomerització eis/ frans de l'enllaç peptídic previ a la Pro42 no dificulta el replegament 

(Dodge i col. , 1994). Tanmateix, un pont d'hidrogen entre la cadena lateral de la Tyr97, 

la qual és la cadena lateral menys mòbil dels sis residus de tirosina i els tres de 

fenilalanina, i l'enllaç peptídic de la Pro42 augmenta substancialment l'estabilitat 

(Eberhardt i col., 1996; Juminaga i col., 1997). 

Dodge i Scheraga ( 1996) van portar a terme un estudi detallat de cinètiques de 

plegament/desplegament per Stopped:flow (single-jump i double-jump) de 4 variants de 

la RNasa A (P42A. P93A, Pll4A i P117 A), en cadascuna de les quals un dels 4 residus 

de prolina de la RNasa A s'havia substituït per una alanina. A partir dels resultats 

obtinguts, i assumint que la isomerització cis/ trans d'enllaços peptídics X-Pro és l'única 

causa de les diferents conformacions de les espècies desplegades i que cada fase 

cinètica reflexa una espècie específica, així com també que els camins de replegament 

de les variants estudiades són similars als de la proteïna salvatge, aquests autors van 

proposar un model que descriu l'estat isomèric dels 4 enllaços peptídics X-Pro de les 

espècies desplegades (Uvr, Uf, Um i Us) de la RNasa A, per desnaturalització química i 

amb els enllaços disulfur intactes, i els canvis conformacionals que ocorren durant el 

replegament d'aquesta (FIGURA 1.6). A més, els resu ltats dels experiments per a les 

variants estudiades van indicar que l'espècie UF presenta dos isòmers: un amb la Pro 117 

en conformació no nativa eis i l'altre amb la Proll4 en conformació no nativa trans. 

L'espècie Um presenta també dos isòmers: un amb Pro93 en conformació no nativa 

trems i l'altre amb Pro 114 i Pro 1 17 en conformacions no natives, frans i eis, 

respectivament. L'espècie Us, U presenta dos isòmers: un amb Pro93 i Pro 117 en 

conformacions no natives, trans i eis, respectivament, i un altre amb Pro 93 i Pro 114 en 

conformacions no natives trans. Finalment, l'espècie Us,I mostra Pro 93, Pro114 i 

Pro 117 en conformacions no natives. Amb els resultats de la variant P 117 A, els autors 

van concloure que a més dels enllaços peptídics en conformació eis que precedeixen la 

Pro93 i la Pro 114, l'enllaç peptídic en conformació frans que precedeix la Pro 114 és 

també responsable de les espècies de plegament lent (Us) de la RNasa A. 
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Model pel desplegament de la RNasa A proposat per Dodge i Scheraga ( 1996). Primer, a partir de l'estat 

natiu (N) es fonna l'espècie Uvf· amb tots els enllaços X-Pro en confonnac ió nativa, en una etapa 

purament confonnacional. Llavors, processos successius i independents d'isomerització cis/ 11·ans i 

transt cis dels enllços peptídics X-Pro93, X-Proll4 i X-Prol l7 donen lloc a les restants espècies presents 

en l'heterogeni estat desplegat. Uvf, UF, Um i Us corresponen a les espècies cinètiques que mostren 

replegament molt ràpid, ràpid, mitjà i lent. Les lletres indicades a la part superior de les diferents espècies 

es refereixen a la conformació eis o frans dels enllaços X-Pro93, X-Pro 114 i X-Pro I 17, en aquest ordre. 

Les constants de velocitat k I, kJ i k5 fan referència a les isomeritzacions cisltrans dels enllaços X­

Pro 114, X-Pro93 i X-Pro 117, respectivament, mentre que les constants de velocitat k2, k-t i k6 fan 

referència a les isomeritzacions translcis dels enllaços X-Pro 114, X-Pro93 i X-Pro I 17 , respectivament. 

Juminaga i col. ( 1997) han investigat tres viariants de la RNasa A (Y25F, Y92F i 

Y97F) pel que fa a activitats enzimàtiques, estabilitats moleculars i cinètiques de 

desplegament/replegament. Aquest estudi va suggerir que tant la Tyr 92 com la Tyr 115 

contribueixen a la fase de desplegament lent seguit per fluorescència, fet que contradiu 

la conclusió dels estudis previs de Schmid i col. (1986). Els resultats van indicar que les 

propietats fluorescents de la Tyr 115 poden seguir la isomerització cisl trans de l'enllaç 

peptídic X-Pro. A partir de l'ajust exhaustiu de tots els models possibles de 
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desplegament de la R.'lasa A, els autors van descriure un model perfeccionat de la 

isomerització de prolines pel desplegament per a la RNasa A. Les dades cinètiques 

recolzen la identificació de la Pro93 com la prolina que la seva isomerització distingeix 
les espècies de replegament lent (ÜS.ll i Us.I) de les altres, les espècies de replegament 

ràpid (Uvf. UF i Um). i implica que la Pro93 isomeri tza en les reaccions de replegament 

lent: Lis.l -7 i I • -7 •. De manera similar. la Pro 11-l sembla que distingeix entre Livf 

i UF. i la Pro 117 sembla distingir Us.ll de Lis,l i Üm de (.;F i Uvr. Un estudi posterior en 

el qual s'empra la variant Y I lS F de la RNasa A confirma que el model de desplegament 

pel desplegament de la RNasa A proposat en la FIGURA L6 (Juminaga i col., 1998). 

Torrent ( 1996) va obtenir la variant Y 11 S W de la RJ'Jasa A, la qual proporciona la 

presència d'un únic residu de triptòfan en la cadena polipeptídica de la RNasa A, atès 

que aquesta proteïna no presenta cap residu de triptòfan en la seva seqüència 

d'aminoàcids. Es va observar que la introducció del residu Trp 11 S incrementa la 

fluorescència de la proteïna, tal com s'observa també per a la variant Y92W (Sendak i 

col., 1998), i que l'estabilitat de la variant mesurada a partir del desplegament induït per 

urea o altes pressions és pràcticament idèntica a la de la proteïna salvatge. Per tant, la 

variant YllSW podria servir com a sonda pel seguiment del desplegament local de la 

regió C-terminal de la proteïna. Recentment. Torrent i col. ( 1999) han corroborat 

aquests resultats i han afegit que l'estabilitat de la variant és també similar a la de la 

RJ.'-Jasa A si s'uti litza la temperatura com a agent desnaturalitzant. 

1.4.4. Estudis del plegament/desplegament de la RNasa A reduïda-nativa: formació 

dels enllaços disulfur 

El plegament oxidatiu de la Rl\asa A és un procés molt complex amb un gran 

nombre d'intermediaris. L'estudi del plegament de la Rl"Jasa A a través de la formació 

d'enllaços disulfur implica la caracterització termodinàmica, cinètica i estructural de tots 

els possibles intermediaris disulfur. Assumint que els processos de plegament 

conforrnacional estan acoblats a la formació d'enllaços disulfur, l'anàlisi dels 

intermediaris disulfur haurien d'ajudar a compendre millor el camí de plegament. 

La regeneració de la RNasa A mitjançant parells redox tiol de massa molecular petita 

ha estat estudiada en nombrosos laboratoris (Creighton, l 977, 1979; Konishi i col., 

l981 ,l982a-c; Wearne i Creigton, 1988). Ara bé, els resultats obtinguts són encara 
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matèria de controvèrsia i han conduït a proposar dos mecanismes diferents per a la 

regenerac ió de la R1'\asa A nativa a partir d'una espècie totalment desplegada i reduïda: 

1. En el primer mecanisme se segueixen múltiples camins, presentant cadascun 

d'ells diferents etapes detenninants de la velocitat. La quanti tat relativa de proteïna 

nativa generada a través de cada camí depèn de les condicions de la solució (Konishi i 

col.. 1982a-c; Scheraga i col., 1987). 

2. En el segon mecanisme hi ha un únic camí de plegament amb l'etapa 

determinant de la velocitat que correspon a la formació de l'enllaç disulfur final 

(Creighton, 1977,1979; Weame i Creigton, 1988). 

Un dels pums que ha generat controvèrsia ha estat la interpretació de les dades 

experimentals obtingudes uti litzant dos parells redox diferents, el gutatió oxidat-glutatió 
reduït (GSSG/GSH) i el ditiotreitol oxidat-ditiotreitol reduït (DTT oxiDTTred). Aquests 

dos compostos reaccionen de manera diferent amb grups tiol (Gilbert, 1994 ). 

Rothwarf i Scheraga ( 1993a-d) han estudiat en una sèrie de treballs el camí de 

regeneració de la R1 asa A utilitzant ambós compostos i temperatures diferents. Aquests 

autors conclouen que els camins de regeneració depenen de la naturalesa de l'agent 

redox, així com també del potencial redox al qual aquests són utilitzats. L'ús de 

G G/GSH afavoreix els camins de regeneració múltiple, mentre que l'ús de 
DTT oxiDTTred afavoreix la regeneració a través dc pocs camins. A més. els autors 

conclouen que en funció del tipus d'agent redox emprat els processos de regeneració 

procedeixen per camins diferents. 

Els primers intents d'obtenir Rl\asa A completament regenerada utilitzant el parell 
DTT0 x/DTTred van ser un fracàs (Wearne i Creigton, 1988; Creighton, 1988). La 

primera regeneració exitosa de la RNasa A totalment reduïda mitjançant el parell DTT, 

sota condicions anaeròbiques, va ser el descrit per Rothwarf i Scheraga ( 1991 ). 

Quan es va seguir el camí de regeneració de la RNasa A utilitzant el parell 
DTT0 x/DTTred· es va identificar un camí de regeneració principal (Rothwarf i Scheraga. 

1993a,b). Aquest camí. procedeix a través d'una etapa determinant de la velocitat que 

implica una reorganització intramolecular d'una o més espècies amb tres enllaços 
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disulfur, i és un camí essencialment idèntic al model proposat per Creighton (1 988). 

D'aquesta manera, les observacions experimentals i les conclusions de Creighton poden 

ser, en part, compatibles amb el model de múltiples camins de Scheraga. La diferència 

principal rau en la proposta de Creighton, segons Ja qual els camins de formació i 

reducció de la proteïna nativa són els mateixos. 

Malgrat que Ja regeneració de Ja fu'Jasa A nativa utilitzant com a parell redox el 

glutatió ha estat portada a terme de manera exitosa en molts laboratoris, l'aïllament 

d'intermediaris amb enllaços disulfur s'ha vist dificultat per la complexitat de la barreja 

en equi libri dels isòmers redox. L'única excepció va ser una espècie amb tres enllaços 

disulfur, aïllada de manera homogènia, a la qual li mancava l'enllaç disulfur 40-95. Es 

va veure que aquest intermediari mostrava una estructura compacte similar a la nativa i 

era enzimàticament actiu, però amb una conformació menys estable que es 

desestabilitzaba amb només la meitat de la concentració d'urea requerida per 

desnaturalitzar la RNasa A nativa (Creighton, 1980; Gaiat i col., 1981 ). 

En el camí de reducció de la RNasa A, especialment quan s'utilitza DTT com a agent 

reductor, ha estat difícil no només aïllar sinó també detectar espècies imtermediàries 

amb enllaços disulfur trencats o disposats en un nou ordre (Creighton, 1977,1979, 1988). 

Això no obstant, Rothwarf i Scheraga (1991), emprant DTT com a agent reductor i 2-

aminoetilmetanotiosulfonat com a agent bloquejant, van aïllar una espècie, semblant a 

la conformació nativa, amb tres enllaços disulfur, en la qual mancava l'enllaç disulfur 

65-72. Aquest intermediari. anomenat des-[65-72]-RNasa A, va mostrat una estabilitat 

tèrmica substancialment inferior a la de Ja RNasa A nativa i un 81% de l'activitat 

enzimàtica de Ja RNasa A nativa enfront del substrat cCMP, mentre que les 

conformacions trobades per a aquesta espècie mostraven una estructura molt ben 

definida i similar a la de l'enzim natiu, diferenciant-se només en la regió compresa pels 

resiudus 60-72 (Talluri i col., 1994). La gran similitud estructural entre des-(65-72]­

RNasa A i l'enzim natiu va suggerir que no eren necessaris canvis conformacionals 

grans per a la seva interconversió. Per tant, els autors conclouen que en els camins de 

reducció que inclouen l'intermediari des-[65-72]-RNasa A, l'etapa limitant de la 

velocitat correspon a un desplegament parcial d'una regió de la proteïna i no a un procés 

de desplegament conformacional global, com s'havia suggerit en treballs anteriors 

(Creighton, 1988). Els res.ultats, a més a més, suggereixen que en els camins de 

regeneració que involucren la des-(65-72]-RNasa A, la regió compresa entre els residus 

60 i 72 és la darrera a plegar-se. 
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Li i col. ( I 995), examinam el camí de reducció de laR 'asa A a dife rents condicions 

de pH, temperatura, i concentració de DTT, van descriure l'aïllament i caracterització de 

dos intermediaris, semblants a la conformació nativa. amb tres enllaços disulfur, 
anomenats I 1 i !2. I 1 va ser identificat com des-[65-72]-RNasa A. descrit prèviament per 

Talluri i col. ( 1994). mentre que l2. al qualli manca l'enllaç disulfur 40-95 (des-[40-95]­

R 'asa A). podria correspondre a l'intermediari descrit per Creighton (1980) en el camí 

de replegament de Ja R.'\fasa A utilitzant glutatió oxidat. Aquest darrer intermediari 

només presenta un 5% de l'activitat de la RNasa A nativa enfront del substrat cCMP, 

suggerint que el residu Lys4 l està més alterat en la des-[40-95]-RNasa A que en la des­

[ 65-72]-RNasa A. A ambdós intermediaris, els manquen els mateixos enllaços disulfur 

que manquen a les dues variants termoestables de la R.'\fasa A (C[65-72]S i C[ 40-95] ) 

(Laity i col.. I 993). 

Les cinètiques de reducció de la RNasa A nativa i els intermediaris purificats 

suggereixen que el desplegament per reducció de la R.l\fasa A amb DTT ocorre a través 

de camins paral·lels, en els quals, cadascun dels intermediaris anteriorment esmentats hi 

estaria implicat, i que les etapes limitants de la velocitat estarien determinades per dos 

desplegaments locals diferents i no per un de global (Li i col.. 1995). Aquests resultats 

són contraris a l'opinió generalment acceptada que el desplegament proteic segueix un 

mecanisme de tot o res i que l'etapa limitant de la velocitat està controlada per una 

reorganització de l'estructura nativa (Creighton, 1994). 

El camí de regeneració ox idativa de la RNasa A en presència de DTT oxiDTTred 

procedeix a través de dos espècies independents, principal i secundària. amb tres 

enllaços disulfur i determinants de la velocitat. des-[40-95] i des-[65-72]. 

respectivament (Rothwarf i cheraga 1991 ,1993a-d; Rothwarfi col.. 1995). De manera 
similar. el camí de reducció de la RNasa A en presència de DTTred procedeix també a 

través dels mateixos dos intermediaris determinants de la velocitat (Li i col., 1995). Els 

camins poblats amb major i menor proporció en Ja reducció de la RNasa A són, 

tanmateix. l'invers dels camins de regeneració, amb les espècies, amb tres enllaços 

disulfur determinants de la velocitat, principal i secundària, des-[65-72] i des-[40-95], 

respectivament (Li i col. , 1995). 

Ruoppolo i col. ( 1996) van estudiar el camí de replegament de la RNasa A reduïda i 

desnaturalitzada mitjançant l'escisió enzimàtica. separació i identificació de fragments 
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per espectrometria de masses. que permet la identificació de la formació i el 

reordenament dels enllaços disulfur durant el procés. Els resultats van indicar que tant 

es formen enllaços disulfur natius com no natius durant el replegament de la R.~asa A 

reduïda i desnaturalitzada sota diferents condicions experimentals. Es \·an obsenar 

només 14 d'un total de 28 espècies amb un sol enllaç disulfur possibles quan la 

reoxidació tenia lloc en presència d'urea 8 M. De manera interessant, es van detectar 

tots els enllaços disulfur natius excepte el 26-84. Malgrat que 14 espècies és una fracció 

significativa del total teòric. l'aparició de només un subconj unt d'enllaços disulfur indica 

clarament que la formació dels enllaços di sui fur no ocorre a l'atzar ni quan la reox idac ió 

té lloc sota condicions desnaturalitzants. Quan la reoxidació va ser duta a terme sota 

condicions no desnaturalitzants, es va observar la formac ió de varis enllaços disulfur no 

natius ben definits. així com també de natius. a les etapes inicials del procés de 

plegament. A les etapes finals de replegament, els enllaços disulfur no natius eren 

sumament diminuïts o absents. 

Xu i col. (1996) van determinar les identitats i poblacions relatives d'intermediaris 

amb un sol enllaç disulfur formats durant el camí de regeneració oxidativa de la RNasa 

A mitjançant l'ús de mapatges peptídics, detecció d'enllaços disulfurs específics i 

espectrometria de masses. Es van detectar un total de 24 sobre 28 intermediaris 

teòricament possibles amb un únic enllaç di sulfur i es va veure que la població d'aquests 

intermediari s no segueix una di stribució a l'atzar sinó que predominen les espècies que 

presenten un dels 4 enllaços disulfurs natius. L'intermediari amb l'enllaç disulfur 65-72 

és l'espèc ie més poblada, la qual ocupa un 40% del conjunt d'espècies amb un enllaç 

disulfur. És probable que aquest enllaç disulfur estigui altament poblat en les darreres 

etapes del plegament, i això afavoreixi els camins de regeneració en els quals aquest 

enllaç es forma primer. L'estabilitat de l'espècie amb l'enllaç disulfur 65-72 s'atribueix a 

la formació d'una estructura en gir p la qual pot també servir com a regió iniciadora del 

plegament proteic. A més, els resultats van suggerir que les interaccions que estabilitzen 

l'enllaç disulfur entre els residus de cisteïna 65 i 72 tenen un paper important en Ja 

determinació dels camins de regeneració de la RNasa A. 

Posteriorment, estudis de RMN i d'estabilitat tèrmica de les variants de la Rl"Tasa A 

[C65S, C72S] (Shimotakahara i col., 1997) i [C40A, C95A] (Laity i col. , 1997), que són 

anàlegs estructurals dels intermediaris des-[65-72] i des-[ 40-95] de la regeneració 

oxidativa de la RNasa A, respectivament, han suggerit que aquests dos intermediaris 
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tenen estructures tridimensionals plegades similars a la de l'estat natiu de la R..~asa A. 

però globalment són menys estables. amb una fluctuació substancial en el loop del 

disulfur mutat i en el seu ambient circumdant. Per tant, en l'etapa determinant de la 

velocitat dels camins principals de regeneració, hi estan involucrats tant els 

reordenaments disulfur com el plegament conformacional. Específicament. la 

caracterització estructural de la variant [C40A. C95A) va indicar que el trencament de 

l'enllaç disulfur Cys40-Cys95 en el intermediari des-[ -+0-95) no facilita el trencament de 

l'en llaç disulfur Cys65-Cys72 a través de perturbacions estructurals. De fet , la regió que 

envolta Cys65-Cys72 en la variant [C40A, C95A] és la regió de la proteïna més similar 

a la nativa. Aquest fet està en concordança amb els estudis de regeneració i reducció, els 

quals indiquen que els dos camins tant per a la regeneració com per a la reducció 

impliquen estats de transició diferents quan a conformació (l i i col., 1995). 

Posteriorment. Pearson i col. (l998) han resolt l'estructura cristaHogràfica de la variant 

[C40A. C95A] i han observat que l'enllaç disulfur 65-72 no es veu afectat per la 

mutació. 

Darrerament. Rothwarf i col. ( 1998a.b) han confirmat que la regeneració de la RNasa 

A desde la forma reduïda a la nativa procedeix a través de dos camins paral·lels en els 

quals es formen els dos intermediaris des-[65-72) i des-[40-95]. Aquestes espècies es 

formen durant l'etapa que determina la velocitat d'ambdós camins. una etapa en la qual 

té lloc la major part del plegament conformacional, i són les mateixes que s'havien 

trobat durant la reducció de la R.Nasa A. A més, a partir d'anàlisis cinètiques es va veure 

que dcs-[65-72] i des-l40-95] són els únics intermediaris de l'estat post-transició que 

apareixen després de l'etapa determinant de Ja velocitat i es pleguen ràpidament cap a 

l'estat natiu . 

Lester i col. (1997) van estudiar dues variants de la RNasa A en les quals s'havien 

substituït 4 dels 8 residues de Cys per Ser i Ala per formar [C40S, C65S, C72S, C95 ] i 

[C40A, C65A, C72A. C95A], respectivament. L'oxidació amb DTT ox d'aquestes 

variants prèviament reduïdes i amb els grups tiols bloquejats va donar lloc a la formació 

de les 3 possibles espècies amb dos enllaços disulfur: l'espècie amb els 2 enllaços 

disulfur natius (26-84, 58-11 O) i dues espècies amb els 2 enllaços disulfur no natius (26-

11 O, 58-8-l) i (26-58, 84-11 0). Es va veure que la formació dels enllaços disulfur no és 

completament a l'atzar sinó que la població de l'espècie amb els dos enllaços disulfur 

natius era més gran que la predita a partir de consideracions de loop entropy, la qual 
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cosa va indicar que les interaccions entàlpiques han de contribuir també al procés de 

plegament. És a dir. les interaccions locals específiques presents en la proteïna reduïda 

dirigeixen la formació preferencial dels enllaços disulfur natius en les dues variants de 

la RNasa A analitzades. La preferència per a la formació dels enllaços disulfur natius 

observada pot resultar de la presència d'interaccions locals i de mig abast en la 

proximitat dels residus Cys26, Cys58, Cys84 i Cys 11 O. Aquestes interaccions locals 

poden ser degudes a la fo rmació de regions anomenades de nucleació o regions d'inici 

del plegament proteic originades principalment per interaccions hidrofòbiques que es 

donen en estadis primaris del plegament (veure el següent apartat). 

1.4.5. Regions proposades com a centres de nucleació o regions iniciadores del 

plegament proteic de la RNasa A 

En 1978, Matheson i Scheraga, considerant els aspectes inicials del plegament 

proteic en solució aquosa, anomenat procés de nucleació, van examinar la qüestió de 

l'existència de regions de nucleació i la base estructural i molecular per a la seva 

formació. Els autors van proposar que el procés de nucleació es porta a terme mitjançant 

una reacció en la qual una secció de la cadena polipeptídica es plega sobre si mateixa i 

crea una estructura específica en forma de butxaca (hairpin-like conformation) 

estabilitzada principalment per interaccions hidrofòbiques de curt abast. La creació 

d'aquesta butxaca permetria llavors la formació ràpida i directa de la conformació nativa 

completa de la proteïna. Basats en aquestes assumpcions, Matheson i Scheraga van 

utilitzar un mètode matemàtic per predir regions de nucleació en el plegament proteic a 

partir de l'estimació de l'energia lliure de formació d'aquestes buL'<aques. Coneixent Ja 

seqüencia d'aminoàcids de la proteïna i amb l'ajut de l'ordinador van buscar butxaques 

de residus no polars que la seva energia d'interacció compensés l'augment de l'energia 

lliure necessària per acostar aquests residus de tal manera que puguin formar 

interaccions hidrofòbiques. La butxaca, formada per 11 residus com a mínim per tal 

d'evitar el contacte amb el solvent, més favorable al plegament va ser predita com a 

regió de nucleació de la proteïna. A partir del model anterior, els autors van descriure 

una regió de nucleació molt estable per a RNasa A que estaria formada per 13 residus, 

del residu Jlel06 al residu Valll8. 

Posteriorment, s'han realitzat molts treballs experimentals i teòrics que han recolzat 

la idea que les estructures locals termodinàmicament estables tenen un paper important 
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en les etapes inicials del plegament proteic (Rose. 1979; Scheraga. 1980; Kim 

Baldwin. 1982; Scheraga, 1984). 

Némethy i Scheraga ( I 979). van identificar 6 regions de nucleació en la RNasa A a 

partir del mapa de contacte de l'estructura cristal· lina de la RNasa S: residus 4-11 (regió 

A). 25-34 (regió B). 51 -57 (regió C). 53-79 (regió 0 ). 71-1 I I (regió E) i 103-1 24 (regió 

F). 

Montelione i col. ( 1984) van adoptar el terme regions iniciadores del plegament, de 

l'anglès, chain fo/ding initiation structure or sites (CFIS), per referir-se a les 

conformacions locals més estables terrnodinàmicament que es formen a partir 

d'interaccions de curt abast durant les etapes inicials del plegament descrites 

anteriorment per Matheson i Scheraga (1978) com a regions de nucleació. 

Probablement. aquestes estructures redueixen l'espai conformacional que el polipèptid 

necessita provar abans del plegament. dirigeixen (o influencien) esdeveniments de 

plegament subseqüents. i proporcionen estructures en forma de cor estables al voltant de 

les quals la resta de Ja cadena polipeptídica pot plegar-se. 

Estudis posteriors amb fragments de la RNasa A i derivats d'aquesta amb els enllaços 

disulfur reduïts. han recolzat la idea que les interacc ions de curt abast són suficients per 

definir estructures locals en varis segments independents de la cadena polipeptídica. 

D'aquests estudis destaquen els realitzats amb e ls pèptids següents : ( l ) l'hèlix a N­

termi nal (CFIS A. residus 4-11 ) (Kim i coL, 1982; Rico i col., 1986. 1987), (2) Cys58-

Cys72 (CFIS O, residus 53-79) (Aitman i Scheraga. 1990). (3) Ac-Tyr92-Pro93-Asn94-

NHMe. (CFIS E. residus 71-111 ) (Stimson i col. , 1982), (4) Ac-Asn113-Prol 14-

Tyr 115-NHMe (CFI F. residus 1 03-124) (Montelione i col.. 1984). i (5) el pèptid 16è 

aïllat per cromatografia a partir d'un digerit tríptic de la RNasa A oxidada (CFIS F, 

residus 1 03-1 24) (Haas i col. , 1987). 

Rico i col. ( 1989) van evidenciar, a partir d'experiments de bescanvi de protons 

amida H/D de la RNasa A a 55°C per RMN, un elevat grau de protecció per part dels 

residus: Val63, Ile 107, Va1108, Alal09, Val1 16 i Val118. Segons aq uests resultats. els 

autors van indicar que aquesta regió de la molècula romandria compacta mentre que 

altres parts estarien parcialment desplegades o mostrarien una elevada flexibilitat, la 

qual cosa estaria en concordança amb la proposta de Matheson i Scheraga ( 1978) sobre 

4ï 



l ntroducc•ó 

la regió I 06- 118 com a centre de nucleac ió de la RNasa A. 

De manera similar. Tall ur] i Scheraga ( 1990) van examinar el bescanvi HID de la 

R..'Jasa A a pH 2,5 i a diferents temperatures. abarcam la regió de la transició tèrmica. 

Els resultats van indicar que a la temperatura del punt mig de la transició tèrmica. 46°C 

en les condicions assajades. els únics protons amida que no s'han bescanviat són els dels 

residus:Va\54. Va\63, lle\07. Va\ 108 i Val\ 16. El protó amida de Vall\6 va mostrar 

una veloci tat de bescanvi H/D lenta fins i tot a temperatures superiors a 46°e, Ja qual 

cosa podria indicar la retenció, en aquesta regió, d'estructura similar a la nativa en l'estat 

desnaturalitzat. 

Bea ls i col. ( 1991) van anal itzar les propietats conformacionals d'un pèptid marcat. 

format pels 20 residus de la regió e -terminal de la Rl"\Jasa A ( I 05-124) per determinar si 

les interacc ions hidrofòbiques de curt abast entre els residus l 06-11 8 són suficientment 

fortes per induir la formació d'una estructura plegada en el fragment peptídic esmentat. 

Aquest pèptid conté molts residus no polars, una cisteïna (Ci s 11 0), un sol grup amino 

(l'amina N-terminal), i tres grups carboxil (Glu 111, Asp 121 i el carboxil e -terminal). A 

més, aquesta regió de la R.."'Jasa A ( 1 05-124) es troba en una estructura de fu ll plegat P 
antiparal.lela hairpin-like que conté un gir d'inversió P del tipus VI. degut a la presència 

d'una prolina en conformació eis, en Glyi 12-Asnll3-Pro114-Tyrl\5. 

Els resultats van indicar l'existència d'una estructura parcialment ordenada en el 

pèptid en so lució, en absència d'agent desnaturalitzant i a temperatures ~20°C, 

estabilitzada per interaccions hidrofòbiques de curt abast. Aquestes interaccions 

hidrofòbiques en e l pèptid, probablement degudes a la predominància de residus no 

polars, semblaven ser el factor principal en la formació d'estructura compacta en el 

pèptid, tal com s'esperaria en un CFI . Aquests resultats concorden amb el model del 

CFIS teòric proposat per Matheson i Scheraga ( 1978), que predi u els residus l 06- 11 8 

com a regió de nucleació pel plegament de la R.'Jasa A i que les interaccions 

hidrofòbiques de curt abast són les forces estabilitzadores dominants que compensen la 

pèrdua d'entropia en formació de l'estructura plegada. 

La distribució d'estructures observades en el pèptid en solució semblava ser 

predominantment no nativa, és a dir. es tractaria d'un conjunt d'estructures en equilibri 

que comprenen des de conformacions compactes similars a la nativa fins a 

conformacions esteses. Aquest fet no significa que el pèptid no contingui tm CFlS. En 

el model de Matheson i Scheraga ( 1978), un CFIS no requereix adquirir la conformació 
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nativa en les primeres etapes de plegament per ser capaç de dirigir el posterior 

plegament, sinó que pot adoptar inicialment una conformació no nativa. però compacta, 

i restringir la quantitat d'espai conformacional que la proteïna ha de provar. Aquest 

model és directament aplicable al pèptid estudiat, en el qual l'enllaç peptídic Asn 113-

Pro I I~ es troba molt probablement tant en conformació eis com rrans. Aquest fet 

esta\·a en concordança amb els estudis de Pinc us i col. (1983) que mitjançant càlculs 

d't:nergia conformacional d'aquest mateix pèptid havien predit que les conformacions en 

full plegat ~ similars a la nativa són energèticament favorables tant per a la conformació 

de l'enllaç peptídic Asn 113-Pro 11 4 en eis com en trans. Probablement, en els es tad is 

inicials del plegament de la RNasa A es podria formar una estructura compacta en el 

CFIS del pèptid, amb el grup Asn 113-Pro 114 tant en conformació eis com frans, que 

posteriorment es reorganitzaria per donar lloc a la conformació nativa mitjançant una 

isomerització eisl trans en els estadis finals de plegament. 

Aquest estudi va demostrar que el plegament local pot tenir lloc en una regió 

identificada com a CFTS i que existeixen fets suficients, experimentals i teòrics , per 

identificar el pètid estudiat ( I 05-124) com un CFTS. Les interaccions hidrofòbiques de 

curt abast. en absència d'interaccions de mig i llarg abast amb la molècula de RJ"\Iasa A 

restant. poden induir la formació d'un conjunt d'estructures parcialment ordenades i 

compactes en absència d'agent desnaturalitzant. 

A partir del model de plegament/desplegament de la RNasa A proposat per Dodge i 

Sheraga ( 1996) (FIGURA J.6), el qual especifica l'estat isomèric cis/a·ans de les 

espècies desplegades a cada enllaç peptídic X-Pro, i l'anàlisi de 4 variants d'aquesta 

proteïna (P~2A, P93A. P 114A i P 1 17 A), els autors van examinar les diferències en la 

distribució d'espècies desplegades entre la proteïna salvatge i les 4 variants i van avaluar 

quines isomeritzacions d'enllaços peptídics X-Pro estan associades amb la velocitat de 

replegament de la proteïna. D'aquesta manera van poder saber quines de les regions 

proposades com a iniciadores del plegament de la cadena polipeptídica (CFIS's) de la 

RNasa A estan afectades per la isomerització de prolines. Els autors utilitzaren aquest 

raonament per confirmar l'existència de CFIS's postulats per a la RNasa A. El model va 

mostrar que l'estat isomèric de l'enllaç peptídic Lys41 -Pro42 no determina la velocitat 

del replegament de la RNasa A desnaturalitzada químicament i amb els enllaços 

disulfur intactes. Per tant, la reQió del voltant de la Pro42 de la RNasa A no seria un 

CFIS. En canvi, l'estat d'isomerització dels enllaços peptídics Tyr92-Pro93, A sn 113-

Pro 114 i Valli6-Pro 117 afecten el plegament de la RNasa A cap a l'estat natiu. Aquest 

49 



Introducció 

resultat recolzaria el fet que Ja regió del voltant del gi r p de tipus VI a Ja posició Tyr92-

Pro93 i Ja regió compresa pels residus I 06-1 18 serien CFIS's i que l'estructura 

trid imensional s'hauria de formar en aquestes regions abans que Ja proteïna es pugui 

plegar cap a l'estat natiu. 

Xu i col. ( 1996) van suggerir que les interaccions locals, les quals formen regions 

CFIS's. dirigeixen la formació d'enllaços disulfur. cosa que dóna lloc a una preferència 

pels enllaços disulfur natius. Lester i col. ( 1997), van proposar que la preferència 

observada per a la formació dels enllaços disulfur natius en les variants de la RNasa A 

rc40A,C65A,C72A,C95A] i [C40S,C65S,C72S,C95S), les quals contenen 2 enJiaços 

disulfur, pot resultar de Ja presència d'interaccions locals i de mig abast en la proximitat 

dels residus Cys26, Cys58, Cys84 i CysllO. A més, a partir dels espectres de 1H-RMN 

van dcmostar que les conformacions de les 3 espècies (una amb els enllços disulfur 

natius i dues no natius) d'ambdues variants són similars i predominantment 

desordenades. Tanmateix, es percep estructura local al voltant d'un dels 4 residus d'His. 

el més probable dels quals sembla ser la His I 05. Aquesta estructura local pot resultar de 

la hidrofobicitat inherent d'un CFIS (possiblement el 105-124), de les interaccions 

produïdes per la formació d'un enllaç disulfur o de les interaccions entre el residu d'His i 

un residu de Cys proper. 

Udgaonkar i Baldwin ( 1995) van analitzar les propietats de bescanvi de protons 

amida dels residus Val63 , Thr lOO, Ile106 i Val116 de la regió de full plegat P de 
l'intermediari del camí de replegament de l'espècie desplegada majoritària (Us, ll) de la 

RJ'Jasa A, IN, i van observar que aquests residus hi estan altament protegits. Prèviament, 

Udgaonkar i Baldwin (1990) havien observat que aquests mateixos residus estaven 
també altament protegits en l'intermediari l¡. Aquests resultats van indicar l'existència 

d'una estructura secundària altament ordenada en la regió del CFIS I 06-1 18 dels 
intermediaris I 1 i IN. 

Arran que Houry i col. (1995) havien mostrat que l'intermediari hidrofòbicament 
col· lapsat 1$ del camí replegament de l'espècie Uvf està format principalment per 

interaccions hidrofòbiques, Houry i Scheraga (1996b) van comprovar si Ja regió del 

CFIS l 06-118, corresponent a la regió més hidrofòbica de la RNasa A, es trobava 

protegida en aquest intermediari. Mitjançant experiments de double-jump swpped-jlow 

seguits per bescanvi H/D van observar uns nivells mitjans i baixos de protecció al 
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bescanvi dels protons amida analitzats de l'esquelet polipeptídic d'aquesta regió (de les 

posicions l 06, l 09, 116 i I I 8). Aquesta observació va indicar que l'estructura en 

aquesta regió d'I$ és probablement de naturalesa dinàmica i flexible, la qual cosa 

implica que els contactes terciaris són necessaris per a una estabilització addicional 

d'aquesta regió de la proteïna. En la R.: asa A nativa. la regió I 06-1 18 es troba 

empaquetada aprop de l'hèlix a III i de la regió de full plegat p (71-81 ). però en 

l'intermediari Iq, l'hèlix a li[ no sembla estar formada i la regió 71 -81 només ho sembla 

estar parcialment. Per consegüent, la regió hidrofòbicament col·lapsada I 06-118 no 

presenta una estabil ització addicional per interaccions terciàries en r~. 

Darrerament, e ira i col. ( 1999) a partir d'experiments de bescanvi d'IUdrogens de la 

R\"asa A combinats amb RYfN 2D realitzats a diferents valors de pH i temperatura, han 

suggerit la presència d'un possible CFI que comprèn les regions de full plegat p 62-64. 

72-75, I 06-11 O i 116- 119, junt amb la cara de l'hèlix a III que conté els residus 54 i 57. 

Aquest extens CFIS podria donar lloc a un intermediari de plegament, l'estabilitat i 

localització del qual en el camí de plegament de la RNasa A no s'ha pogut deduir a 

pa11ir dels resultats. 

Tots els treballs descrits en aquest apartat corroboren la importància de la regió I 06-

118 com a centre de nucleació de la Rt'\Jasa A. 
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1.5. Estudi en cors hidrofòbics de proteïnes globulars 

Les proteïnes globulars tenen un patró general de plegament en el qual els residus 

hidrofòbics se situen a l'interior mentre que els residus polars es troben a la superfície, 

la qual cosa suggereix que l'enterrament dels residus hidrofòbics per protegir els àtoms 

no polars de l'aigua del solvent, fenomen conegut com a efecte hidrofòbic. impulsa (o 

dirigeix) el plegament proteic (Bema!, 1939; Kauzmann. 1959; Oill, 1990). Els residus 

que interaccionen per formar el cor hidrofòbic d'una proteïna tenen un clar paper en la 

determinació de l'estructura i l'estabilitat proteica (Richards, 1977). Per bé que moltes 

substitucions de residus de la superfície de la proteïna no tenen efectes adversos, les 

substitucions a posicions internes tendeixen a ser severament desestabilitzadores (Alber 

i col., I 987). De manera similar, és conegut que en una família de proteïnes 

homòlogues, els residus més conservats, apart dels aminoàcids funcionals, són aquells 

que estan enterrats (Perutz i col.. 1965). Varis factors poden contribuir a Ja importància 

del cor hidrofòbic com ara l'efecte hidrofòbic (Kauzmann, 1959; Tanford, 1980) i 

l'elevada densitat d'empaquetament de les cadenes laterals del cor (Richards, 1977; 

Chothia. 1975). 

La contribució de les cadenes laterals dels aminoàcids interiors a l'estabilitat proteica 

és sovint analitzada mitjançant el tractament de l'interior de Ja proteïna com un líquid 

apolar (Fauchère i Pliska, 1983; Nozaki i Tanford, 1971: Radzicka i Wolfenden, 1988). 

Tanmateix, els interiors de les proteïnes difereixen dels líquids apolars en molts 

aspectes, com ara que els residus interiors estan més ben empaquetats que les molècules 

dels líquids apolars i que existeixen variacions en la polaritat. l'organització i la densitat 

a l'interior de les prote'Lnes. Una mesura quantitativa de l'efecte hidrofòbic s'obté 

generalment a partir de les solubilitats de molècules no polars, particularment 

hidrocarburs. en aigua. Un consens obtin~ut a partir de moltes mesures és que la 

transferència d'un hidrocarbur alifàtic des d'un solvent no polar a l'aigua costa 20-30 

cal/(mol·A2), en la qual l'àrea es defineix com l'àrea accessible al solvent (Lee i 

Richards, 1971). Ara bé, estudis més recents en els quals s'utilitzen la mutagènesi 

dirigida i la desnaturalització proteica suggereixen que la força d'aquest efecte 

hidrofòbic podria ser molt més gran. En un exemple típic, un residu hidrofòbic del cor 

de la proteïna se substitueix per un residu hidrofòbic més petit i es determina el canvi 

d'estabilitat proteica resultant entre Ja forma de Ja proteïna plegada versus la desplegada, 

el qual es pren com a mesura de la diferència entre l'estabilització hidrofòbica 
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proporcionada per dos aminoàcids. Experiments d'aquests tipus portats a terme amb 

proteïnes diferents han donat resultats variables. La raó d'aquestes discrepàncies roman. 

encara. objecte de debat. Una de les principals dificultats en solventar aquest problema 

és la manca de dades estructurals rellevants que permetin respondre a tota una sèrie de 

preguntes com ara: l) Com respon una estructura proteica quan un residu hidrofòbic 

voluminós és substituït per un altre de tamany més petit? 2) L'estructura proteica es 

manté essencialment inalterada. o bé hi ha un reordenament estructural per evitar la 

creació de la cavitat? 3) Si es creen cavitats, contenen solvent? 

Entendre com l'ambient d'un residu hidrofòbic afecta la seva contribució a 

l'estabilitat de la proteïna és, per tant, important per a una acurada predicció de la 

contribució del residu a l'estabil itat global. Això és essencial ja que l'energia lliure del 

plegament proteic és generalment petita. 5-15 kcallmol (Privalov, 1979), la qual pot ser 

molt similar als canvis d'energia lliure involucrats en la mutació. 

A continuació es descriuen alguns treballs realitzats en cors hidrofòbics de diferents 

proteïnes globulars que poden ser representatius del que s'ha esmentat en els paràgrafs 

anteriors: 

Per tal de dilucidar el paper dels residus individuals en l'estabilització de la 

conformació de les proteïnes, Yutani i col. (1987) van construir una sèrie de variants de 

la subunitat a de la triptòfan sintasa d' E. coli, substituïdes pels 20 aminoàcids a la 

posició 49. la qual està enterrada a l'interior hidrofòbic de la proteïna. A partir de la 

determinació dels valors de l'energia lliure del desplegament de les variants induït per 

clorur de guanidini. van observar que l'estabilitat conformacional tendeix a augmentar 

de manera lineal amb l'augment de la hidrofobicitat del residu. sempre que el volum 

d'aquest sigui inferior a un cert límit. el dels residus aromàtics. De manera similar. 

Matsumara i col. ( 1988) van observar el mateix efecte a partir mutacions en lle3 del 

lisozim del bacteriòfag T4. 

Kellis i col. (1989) van estudiar l'energètica de l'empaquetament complementari de 

cadenes laterals no polars de l'interior del cor hidrofòbic de la ribonucleasa 

extracel·lular de Bacil/us amyloliquefaciens, coneguda com a barnasa, a partir de 

l'anàlisi de 5 variants d'aquesta proteïna en les quals s'havia substituït un residu d'IIe per 

Val o Ala o un residu de Leu per Ala. A. Les mutacions van ser escollides de manera 

que la possibilitat d'introduir interaccions addicionals fos mínima [fenomen conegut 
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com a delecions no disruptives (Fersht, 1987)] per poder d'aquesta manera comparar 

directament la proteïna salvatge amb les seves variants i relac ionar els canvis 

d'estabilitat en crear cavitats amb els canvis estructurals. La desestabilizació resultant de 

la creació de cavitats va ser determinada a partir de les mesures de l'energia lliure del 

desplegament induït per urea. clorur de guanidini o calor. Els diferents mètodes van 

donar resultats consistents i es va assignar la pèrdua d'estabilitat de les proteïnes 

mutades en 1,0-1 ,6 kcal/mol per grup metilè eliminat, que correspon a una contribució 

dels residus hidrofòbics a l'estabilitat de 45-60 cal/(mol·A2), valor que excedeix 

l'obtingut a partir d'experiments de partició de cadenes laterals pertinents entre so lvents 

aquosos i no polars 20-30 cal!(moi·A2). Segons e ls autors, bona part d'aquesta 

discrepància surgeix pel fet que en plegar-se una proteïna s'enterren dues superfícies, 

tant la cadena lateral de l'aminoàcid en qüestió com les parts de la proteïna amb (o 

contra ?) les quals s'empaqueta. Aquests experiments demostren que la importància de 

les interaccions hidrofòbiques varia considerablement en funció de la posició en una 

proteïna i que l'empaquetament de les cadenes laterals no polars a l'interior d'una 

proteïna és crucial per estabilitzar la seva estructura tridimensional. 

Lim i Sauer (1989) van alterar a l'atzar una sèrie de residus del cor hidrofòbic del 

domini -terminal del repressor del fag "A. (Leu18, Val36, Met40, Val47, Phe51 , Leu57 i 

Leu65) de manera individual i combinada. Mitjançant la selecció de les variants per la 

funció repressora in vivo, van identificar diferents seqüències que especifiquen el 

plegament del repressor À i van veure que, malgrat que el nombre de seqüències 

funcionals és limitat per restriccions de composició, volum i interaccions estèriques, el 

simple fet que les posicions romanguin hidrofòbiques és el principal determinant de la 

compatibilitat del cor amb el plegament de la proteïna salvatge. A més, van observar 

que una sèrie de mutacions senzilles en el cor són desfavorables a menys que 

simultànian1ent tinguin lloc mutacions complementàries a posicions adjacents del cor. 

Els autors van concloure que les substitucions permeses en una posició del cor depenen 

del context i van suggerir que e l camí de l'evolució de les proteïnes és. probablement, 

altament dirigit i limitat a certes regions de la proteïna. 

Per tal de quantificar la contribució dels residus hidrofòbics a l'estabilitat de l'estat 

natiu d'una proteïna, Shortle i col. (1990) van preparar 83 variants senzilles de la 

nucleasa d'staphylococcus, en les quals van substituir cada residu de leucina, valina, 

tirosina, isoleucina, metionina i fenilalanina per alanina i glicina, i, a més, els residus 
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d'isoleucina es van substitui r per valina. D'aquesta manera. les cadenes laterals 

hidrofòbiques s'escurcen i no es modifica la forma. la qual cosa fa que els resul tats 

puguin ser interpretats de manera senzilla en termes de pèrdua d'àtoms de la cadena 

lateral. Els resultats de les desnaturalitzacions d'aquestes variants amb clorur de 

guanidini 'an mostrar 3 tendències inesperades: I) La pèrdua d'estabilitat mitjana per a 

les variants amb el mateix tipus de mutació és 2-3 vegades superior a l'estimada en base 

a l'energia ll iure de transferència de la cadena lateral hidrofòbica des d'aigua a n­

octanol. 2) La magnitud de la pèrdua d'estabilitat en una determinada substitució varia 

molt entre les diferents posicions, la qual cosa indica que l'ambient circumdant al residu 

específic determina la contribució a l'estabilitat que farà la seva cadena lateral. En base 

a anàlisis estadístiques, el paràmetre que proporciona una millor estimació d'aquest 

efecte ambiental és el nombre de carbonis Ccx en una esfera de radi 1 OA del Ccx del 

residu substituït. 3) Es va trobar una correlació significativa entre la pèrdua d'estabilitat 

i el valor absolut del canvi d'energia lliure en funció dels canvis en la concentració de 

clorur de guanidini. Aquesta correlació recolza la conclusió que les substitucions 

d'aminàcids poden desestabilitzar una proteïna de manera indirecta a través dels seus 

efectes en l'estructura i l'energia lliure de l'estat desnaturalitzat. Les contribucions dels 

residus hidrofòbics individuals a l'energia lliure del plegament global, tanmateix. roman 

un tret controvertit. 

Atès que les mesures de solubilitat i pressió de vapor d'hidrocarburs des d'un solvent 

no polar cap a l'aigua per unitat d'àrea accessible al solvent estima la força de l'efecte 

hidrofòbic en un rang de 20-30 cal/(mol·A2), Sharp i col. ( 1991) van reavaluar les dades 

de solubilitat en base a nous desenvolupaments termodinàmics i van trobar un valor de 

46-47 call(mol·A2). Els autors van demostrar que les equacions dels gasos ideals, 

combinades amb els volums molars experimentals corregits per la diferència de tamany 

entre el solut i el solvent. poden respondre a aquests canvis. En basc a això, van obtenir 

escales de solubilitat pels 20 aminoàcids basades en energies de transferència des de 

ciclohexà cap a aigua i des d'octanol cap a aigua. Es va trobar una bona concordança 

entre aquestes escales. particularment la d'octanol, i les mesures d'estabilitat proteica de 

variants de proteïnes substituïdes en una posició hidrofòbica interna concreta per 

residus hidrofòbics més petits. obtingudes en la barnasa (Kellis i col., 1989) i la 

nucleasa d'staphylococcus (Shortle i col., 1990). Com a primera aproximació, l'efecte de 

substituir un residu no polar per un de no polar més petit en l'estabilització proteica es 

deu al canvi en la hidrofobicitat, mesurada mitjançant experiments de transferència des 
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de solvents orgànics a aigua. Les variacions que s'esperarien resulten de variacions en 

l'empaquetament i d'interaccions locals, però la contribució dels residus hidrofòbics 

individuals a l'energia lliure de plegament global segueix essent tema de debat. 

Per examinar si les interaccions en el cor hidrofòbic d'una proteïna poden ser 

adequadament modelades en base a les propietats d'un líquid hidrocarbonat. Sandberg i 

Terwilliger ( 1991 ) van estudiar els efectes de les mutacions apolars en els residus Val35 

i Ile47 del cor hidrofòbic de la proteïna del gen V del bacteriòfag fi. Van preparar 29 

variants de la proteïna, 17 de les quals eren dobles, i en van mesurar l'energia lliure del 

desplegament. Els resultats van indicar que e ls canvis d'estabi litat produïts en aquestes 

dues posicions enterrades de la proteïna són bastant diferents: a la posició 47, les 

substitucions alifàtiques tenen els efectes esperats dels canvis en la hidrofobicitat 

mesurats a partir de la variació de l'energia de transferència des de ciclohexà cap a 

aigua, mentre que a la posició 35, existeix una restricció del tamany dels residus 

alifàtics, els més grossos que la valina desestabilitzen la proteïna malgrat n'augmenten 

la hidrofobicitat, la qual cosa suggereix que Ja posició 35 és més rígida que la 47. A 

més, les variants que contenen residus poc polars en aquestes dues posicions 

suggereixen que l'interior de la proteïna és més polar que un líquid hidrocarbonat. Els 

autors van concloure que la consideració dels in teriors de les proteïnes com un model de 

líquid apolar ha d'incloure també les interaccions polars i una energia d'empaquetament 

dependent de la posició assoc iada als canvis en l'estructura interna de la proteïna. 

Eriksson i col. (1992) van construir i analitzar 6 variants del cor hidrofòbic de l 

li sozim del bacteriòfag T4, en 5 de les quals s'havia substituït un residu de leucina per 

alanina i en una d'elles un residu de fenilalanina per alanina, per tal d'estudiar la 

resposta de l'estructura proteica a mutacions creadores de cavitats i la seva relació amb 

l'efecte hidrofòbic. Les substitucions van donar lloc a una disminució de l'estabilitat de 

la proteïna que oscil· la 2,7-5,0 kcallmol, segons les variants. La resolució de les 

estructures de les variants per raigs X va indicar que, en cada cas, l'e liminació de la 

cadena lateral salvatge permet a alguns dels àtoms circumdants moure's cap a l'espai 

vacant, però sempre hi queda una cavitat, el volum de la qual vari a en funció de les 

variants 24 -l 50 A3. No es van observar molècules de solvent en cap d'aquestes 

cavitats. Es va trobar una correlació entre la desestabilització de les variants en les quals 

s'havia substituït Leu per Ala en relació a la proteïna salvatge i el tamany de la cavitat 

creada. La pèrdua global d'estabilita t va poder ser separada en dos termes, un terme 
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associat al tamany de la cavitat creada. i un terme constant ( -2.0 kcal 'mol). 

corresponent a la reducció de l'estabilitat hidrofòbica, i que és aproximadament igual a 

la diferència entre l'energia lliure de transferència des d'aigua a octanol de Leu en 

relació a Ala (Fauchére i Pliska. 1983). Els autors proposen que per explicar els canvis 

observats en l'estabili tat proteica causada per mutacions creadores de cavitats no és 

necessari suggerir que l'efecte hidrofòbic compti dues vegades. una pel residu eliminat i 

l'altra per la cavitat creada (Kellis i col.. 1989), ni cal tampoc discutir que la força de 

l'efecte hidrofòbic ha de ser revisada del valor acceptat d'aproximadament 20-30 

call(mol·A2) a un nou valor de 43-47 cal/(mol·A2) (Sharp i col., 1991 ). En canvi, creuen 

que en substituir una cadena lateral interna voluminosa com ara Leu per Ala, es perden 

molts contactes de van de Waals en la proteïna plegada i aquesta seria la base física pel 

terme de desestabilització associat a la creació de la cavitat. Els reajustaments de la 

proteïna que redueixen el tamany de la cavitat tendeixen a restaurar l'estabilitat proteica 

ja que probablement augmenten la compacitat global de la proteïna en afegir noves 

energies d'interacció de van de Waals. Els resultats no recolzarien el model de la gota 

líquida d'oli per a l'interior de la proteïna. sinó que el cor inclouria parts relativament 

rígides i parts més flexibles, però no desordenades. 

Serrano i col. (I 992) van anal itzar els canvis en l'estabilitat de 64 variants de la 

barnasa per obtenir informació sobre les magnituds dels canvis d'estabilitat proteica 

causats per mutacions en residus que són importants per mantenir l'estructura. Els autors 

van arribar a una sèrie dc conclusions: 1) Es dóna una pobra correlació entre els canvis 

d'energia lliure del desplegament i les diferències en l'àrea accessible al solvent de la 

cadena lateral enterrada entre la proteïna salvatge i Ja mutada. La millor correlació es 

troba amb el nombre de grups metil/metilè de cadenes laterals a un radi de 6 A del grup 

hidrofòbic eliminat. Aquests resultats indiquen que un factor important en la 

determinació de l'efecte de mutacions hidrofòbiques a l'estabilitat de la proteïna és la 

densitat d'empaquetament de l'àrea i, per consegüent, la rigidesa de la proteïna en 

aquella àrea. 2) El truncament de cadenes laterals de residus hidrofòbics enterrats té, en 

general, el major efecte en l'estabilitat. Prenent, a més, els valors obtinguts per Shortle i 

col. ( 1990) i Sandberg i Terwilliger ( 1991) en mutar residus hidrofòbics de la nucleasa 

d'staphylococcus i la proteïna del gen V, respectivament, Serrano i col. van assignar la 

pèrdua d'estabilitat de les proteïnes mutades en residus completament enterrats (àrea 

accessible al solvent < 5 A2) a l ,5 ± 0,6 kcal/mol per grup metilè eliminat, que equival 

a 63 cal/(moi·A2) per l'enterrament de superfície hidrofòbica i és, també, 2-3 vegades el 

57 



Introducció 

trobat en estudis model 20-30 call(mol·A2). 

De manera similar, Jackson i col. (1993) van mutar residus hidrofòbics del cor 

hidrofòbic de l'inhibidor 2 de la quimotripsina per tal de mesurar la seva contribució a 

l'estabilltat de la proteïna. El canvi mitjà en l'energia lli ure del desplegament per a una 

mutació rte per Val és de 1,2 ± 0,1 kcallmol, per a una mutació Val per Ala 3,4 ± 1,5 

kcal/mol i per a mutacions lle per Ala o Leu per Ala 3,6 ± 0,6 kcal/mol. Això dóna un 

canvi mitjà en l'energia lliure de desplegament de I ,3 ± 0,5 kcal/mol per grup metilè 

eliminat, que equival a 55 call(moi·A2), el qual és molt similar al valor mitjà de 63 

cal/(mol·A2) descrit per Serrano i col. (1992). A partir dels valors dels canvis en 

l'energia lliure del desplegament entre la proteïna salvatge i les variants, van trobar dues 

bones correlacions amb l'ambient del residu mutat a la proteïna, concretament amb la 

diferència en l'àrea accessible al solvent de la cadena lateral enterrada entre la proteïna 

salvatge i la variant, i amb el nombre de grups meti l/metilè a un radi de 6 A del grup 

hidro fòbic eliminat. Aquesta segona correlació és molt similar a la trobada per a la 

barnasa (Serrana i col. , 1992), la qual cosa suggereix que és una relació general i 

aplicable als cors hidrofòbics d'altres proteïnes globulars. La combinació de les dades de 

l'inhibidor 2 de la quimotripsina i de la barnasa mostren una mi llor coiTelació amb el 

nombre de grups metil/metilè a un radi de 6 A del grup eliminat; això indica que Ja 

densitat d'empaquetament al voltant d'un residu particular és important per determinar la 

contribució que fa el residu a l'estabilitat proteica. Una de les variants en la qual una Ile 

s'havia substituït per Val, va resultar ser lleugerament més estable que la proteïna 

salvatge. Els autors van analitzar l'estructura cristal·lina d'aquesta variant i ho van 

atribuir a petits moviments de les cadenes laterals del cor. 

Buckle i col. (1996) van descriure les estructures cristal·lines de 4 variants de Ja 

barnasa creadores de cavitats, 3 de les quals corresponien a substitucions Ile per Ala i 

l'altra a Leu per Ala, i les van comparar amb les respostes estructurals a la mutació Leu 

per Ala de les variants del T4 lisozim (Eriksson i col., 1992). En primer lloc, es van 

observar reordenaments de l'estructura de la barnasa que provoquen que les cavitats 

coHapsin parcialment, i es va trobar una relació aproximadament lineal entre els canvis 

d'estabilitat i el volum de la cavitat, similar a la trobada per les variants del T4 lisozim. 

En segon lloc, van trobar una molècula d'aigua en Ja cavitat, creada en mutar, d'una de 

les variants de la bamasa, la qual establia un sol pont d'hidrogen amb la proteïna. A 

més, van realitzar un estudi computacional de cavitats hidrofòbiques produïdes per 
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mutacions similars en diferents proteïnes, el qual va mostrar que totes les cavitats 

contenen una porció d'àtoms polars, la disponibilitat dels quals té implicacions per 

compendre els camins de plegament ja que un cor solvatat se suposa que és present en 

l'estat de transició pel plegament i desplegament. Els autors creuen que és possible que 

cavitats de cors hidrofòbics. creades en mutar. d'altres proteïnes puguin contenir 

molècules d'aigua, malgrat que aquestes no puguin ser detectades per anàlisis 

cristal·logràfics. 

Recentment. Xu i col. ( 1998) han substituït diferents tipus de residus no polars 

vo luminosos (Leu, lle, Val , Met o Phe) enterrats en el cor del T4 lisozim per Ala. En 25 

dels casos va ser possible determinar les estructures cristal·lines de les variants, les 

mutacions de la majoria dels quals van crear cavitats internes. però en alguns altres es 

Yan formar clivelles o canals oberts a la superficie. Els canvis estructurals observats. 

corresponents als desplaçaments dels àtoms de les cadenes principals, van ser mínims 

en uns casos (~ 0,3 À) mentre que en altres van arribar fins a 2 A. En una de les 

variants. l'estructura va col·lapsar tant que el volum de la suposada cavitat va ser zero. 

Els resultats van suggerir que l'ocupació de les cavitats pel solvent és baixa, per bé que 

en dues de les variants s'hi han trobat una i dues molècules d'aigu~ respectivament, ben 

ordenades. En aquestes dues variants, la mutació ha permès establir ponts d'hidrogen 

amb àtoms polars que estan oclusos a la proteïna salvatge i mostrar que les cavitats són 

una mica polars. La perdua d'estabilitat de totes les variants amb cavitats. excepte per a 

la que conté una molècula d'aigua a la cavitat, es pot racionalitzar com una combinació 

de dos termes de la mateixa manera que Eriksson i col. ( 1992) van descriure. En la 

variant que el col·lapse va evitar la formació de la cavitat, la pèrdua d'energia deguda a 

la substitució va ser la menor de les variants amb la substitució Ile per Ala. amb un 

valor de proper al corresponent al terme hidrofòbic sol (-2.1 kcal/mol). 
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l.6. Objectius 

Tal com es descriu en aquesta introducció, la ribonucleasa de pàncrees boví, RNasa 

A, ha estat un model clàssic per als estudis del plegament/desplegament proteic. 

Malgrat això, fins que no es va aconseguir l'expressió heteròloga del gen que la codifica 

no va ser possible abordar estudis de plegament/desplegament alterant la composició 

d'aminoàcids de la mateixa. La major part d'aquests estudis, emprant com a eina la 

mutagènesi diridiga, han anat encaminats a alterar residus de prolina o de cisteïna. Fins 

al moment present i üns on arriben els nostres coneixements de l'àmplia bibliografia 

existent sobre la RNasa, no s'havia plantejat alterar altres aminoàcids que puguin ser 

importants per a dirigir el plegament d'aquest enzim com poden ser aminoàcids que 

pertanyin a cors hidrofòbics, tal com ha estat fet abastament per a altres proteïnes 

globulars petites. 

Per tot el que s'ha esmentat anterionnent, l'objectiu general d'aquest treball ha estat 

alterar els aminoàcids hidrofòbics que pertanyen a una regió postulada com a centre de 

nucleació (CFIS) de la RNasa A, concretament la compresa entre els aminoàcids Ile 1 06 

i Valll8, per tal d'obtenir informació sobre la contribució d'aquests residus a l'estabilitat 

global de la molècula, així com també sobre la seva importància relativa dins d'aquesta 

regió. 

Els objectius concrets que es van proposar per assolir l'objectiu general són: 

1. Obtenció per mutagènesi dirigida per oligonucleòtid d'una sèrie de variants de la 

RNasa A en les quals els residus hidrofòbics Ile106, Ilel07, Vall08, Alal09, Vall16 i 

V al118 han estat substituïts per altres residus d'hidrofobicitat i tamany inferiors. 

D'aquesta manera es va proposar la construcció de les 13 variants senzilles de la RNasa 

A següents: I106L, Il06V, Il06A, Il07L, Il07V, Il07A, Vl08A, V108G, Al09G, 

Vll6A, V116G, V118A i Vll8G. 

2. Obtenció per mutagènesi dirigida per oligonucleòtid de variants de la RNasa A 

amb doble mutació, concretament les 3 variants: Il06V+Yl15W, I1 06A+Yl15W i 

1107L+Yl15W. 

3. Optimitzar un protocol de purificació de la proteïna salvatge i les seves variants, 
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senzilles i dobles. que permeti obtenir quantitats suficients de cadascuna per ser 

caracteritzades. 

-L Caracterització de cada una de les variants en relació a la proteïna salvatge per: 

4.1. Mesures d'activitat enzimàtica mitjançant la determinació dels paràmetres 

cinètics per mètodes espectrefotomètrics utilitzant substrats de baixa i elevada massa 

molecular: cCMP i poli(C). 

4.2. Determinació de l'estrucutra secundària i terciària (estructura global) 

mi tjançant espectrefotometria a l'UV i dicroisme circular (DC). 

4.3. Determinació de l'estabilitat mitjançant la seva desnaturalització tèrmica 

seguida per DC i per calorimetria d'escombrat diferencial (OSC). El DC permet la 

determinació de les alteracions en les estructures secundàries i terciàries durant el 

procés de desnaturalització tèrmica i el DSC permet el càlcul directe de totes les 

funcions termodinàmiques del procés de desplegament. 

4.4. Espectroscòpia de fluorescència de l'estat excitat per una modalitat 

d'aquesta espectroscòpia, la de fase amb multifreqüència, amb Ja finalitat d'esbrinar 

l'efectivitat del residu de triptòfan introduït en Ja posició 115 com a sonda per a detectar 

canvis conformacionals locals de la regió CFIS esmentada (limitat a les variants de la 

RJ'Jasa A que incorporen la doble mutació i a la variant senzilla YII5W). 
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11.1 . Equipament i productes químics 

ll.l.l. Equipament 

Durant aquest treball s'ha utilitzat de manera rutinària l'equipament que es detalla a la 

TAULA Il. I. A més a més, en detenninades ocasions s'ha fet ús d'equipament més 

específic que serà detallat en el moment d'esmentar la tècnica per a la qual és necessari. 

TAULA IJ.I -Equipament utilitza! en aquest treball 

Equip Marca Model País 
Agitadors magnètics SELECTA Agimatic-. .\11 Espanya 

SBS-Insrruments A-163 Espanya 
Agitador vórrex TECI-INOKA RTELL TKJS Itàlia 
Agitadors orbitals SELECTA Rotabit Espanya 

HEIOOLPII Un i max 20 I O Alemanya 
Aparell d'ultrafiltració d'aigua MILLIPORE Milli-Q RG EUA 
Autoclaus SELECTA 437-G i 437-P Espanya 

RAYPA AE-75 Espanya 
Balances A& O Co. SAL TER FY-300 i ER- 120A Japó 

METTLER AEI60 Espanya 
Banys termostàtics SELECTA Unitronic 320 OR Espanya 

SELECTA Tcctron-1 00 Espanya 
Bomba de buit TELSTAR 2G.9 Espanya 
Bomba persitàltica PHARMAC IA Biorech P-1 Suècia 
Cabina de flux laminar TELSTAR PV-100 Espanya 
Càmera fotogràfica POLAROID MP-l .._ EUA 
Centrífuga SOR VALL RC-58 EUA 
Co l.lcctor de fraccions PHARM AC IA Biotech Frac-200 i Redi-Frac Suècia 
Conductímetre CRISON 524 Espanya 
Conge lador -80°C SA YO MDF-192AT Japó 
Frigorífic congelador PHILIPS/WHIRPOOL COMBI Alemanya 
Destil.lador d'aigua IILLIPORE Milli-RO 6 EUA 
Espectrefotòmetre CECIL CE6602 Anglaterra 
Eswfa de cultiu RAYPA 1-280 Espanya 
Estufa d'assecat HE RA EUS T6030 Alemanya 
fonts d'alimentació APELEX ST304 i PS3002 França 

electroforesis PHARMACIA Biotech EPS 300 Suècia 
Incubador de precissió SELECTA HotCold-UM Espanya 
Liofilitzador HETO CT60e Dinamarca 
M inicentrífuga SIGMA 2KI5 Alemanya 
Microones PHILIPS M70-l Alemanya 
pH-metre CRISON micropl-12000 Espanya 
Roto vapor (Speed-Va e) l-l ET O VR- I I J 20/240 Dinamarca 
Transil.luminador de llum UV TFX 20M França 
Tennociclador BIOMETRA Personal Cycler Alemanya 
Ulrratiltrador tangencial MILLIPORE Acrylic Minitan 11 EUA 
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11.1.2. Productes químics 

Els productes químics que s'han utilitzat de manera general durant aquest treball han 

estat de grau analític. procedents de les cases comercials Boehringer Mannheim 

(Alemanya), Fluka (Suïssa), Merck (Alemanya), Panreac (Espanya), Serva (Alemanya) i 

Sigma Chemical Co. (EUA). Pel que fa als productes d'ús més específic, la seva 

procedència serà indicada a mesura que apareguin en el text. 
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11.2. 1\la teria l biològic i medis d e cul tiu 

Il.2.1. '-'la teria l biològic 

Duram aquest treball s'han emprat les següents soques de l'espècie Escherichia coli : 

E.coli TG l (Gibson. 198-t). de genotip: 

thr, hsd05, s upE, ó. (lac-proAB) I F'[traD36, proA+, proB+, Iac q fac Zó.M 15] 

Aquesta soca, distribuïda per Amersham Ltd. (Anglaterra) ha estat utilitzada de 

manera general com a hospedant dels vectors pUC119, pET22b(+) i els seus respectius 

derivats durant les diverses manipulacions genètiques precedents a l'expressió del gen. 

Es tracta d'una soca idònia per a la propagació i manipulació de vectors pel fet de 

créixer molt bé en medis rics, i tenir una elevada taxa de transformabilitat. 

E. coli BL21(DE3) (Studier i col.. 1990), de genotip: 

F-, omp T, r B-, m s- (DE3) 

Aquesta soca és la que ha estat utilitzada durant tot el treball com a soca d'expressió 

de la R..: asa A recombinant i les seves variants. Presenta la particularitat que en el gen 

int del genoma bacterià s'h i ha inserit el bacteriòfag DE3, derivat del fag À, que és 

portador d'un fragment de ONA que conté el gen laci, el promotor /acUV5, un fragment 

inicial del gen lacZ i el gen que codifica la R. A polimerasa de T7. Arran d'aquesta 

inserció, el gen ini està interromput i. per tant, inactivat. Aquesta inactivació fa que el 

bacteriòfag DE3 estigui en un estat de lisogènia i necessiti un helper tant per a la 

integració com per a l'excisió del genoma. En aquestes condicions de lisogènia l'únic 

promotor conegut per dirigir la transcripció del gen de la R.NA polimerasa de T7 és el 

promotor Iac UV5, el qual és induïble per IPTG (isopropil-P-D-tiogalactopi ranòsid). 

L'addició d'aquest inductor a un cultiu d'aquesta soca en fase de creixement, genera la 

transcripció de la RNA polimerasa de T7, la qual alhora transcriu el gen que ha estat 

clonat en el plasmidi pET22b(- ). darrera del promotor que reconeix aquesta polimerasa. 

11.2.2. Vectors 

S'han utilitzat dos tipus de vectors: el vetar de clonatge pUC 119 el vector 

d'expressió pET22b(+). 
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pUC119 (Vieira i Messing, 1987) 

És un vector derivat del pUC l9, que alhora ho és de l'Ml3mpl9. A diferència del 

pUC 19, porta les seqüències necessàries per a la iniciació, terminació i empaquetament 

del fag M 13 , raó per la qual també se l'anomena fagèmid. Mercès a aquestes seqüències 

es pot obtenir UNA de cadena senzilla o monocadena (ssDNA) que pot resultar molt útil 

com a motllo en processos de seqüenciació i/o mutagènesi dirigida. A més a més, els 

plasmidis de la família pUC són d'alt nombre de còpies (de 500 a 700 de mitjana per 

cèl·lula), cosa que els fa molt interessants de cara a l'obtenció de gran quantitat de DNA 

per a clonatges i altres manipulacions. És interessant que el lloc de clonatge múltiple 

(polycloning site) del pUC119 sigui idèntic al d'M l3mp 19, fet que agilita el pas d'un 

fragment de ONA d'un vector a l'altre. 

Aquest vector (FIGURA Il.l.A) s'ha utilitzat per a la mutagènesi dirigida del gen de 

la RNasa A, per al posterior clonatge d'aquest gen mutat i per a la seva seqüenciació. 

pET22b(+) (Studier i Moffat, 1986) 

És lm plasmidi que conté un origen de repl icació d'E. coli (ori), un gen de resistència 

a l'ampiciHina i un origen de replicació fl , el qual permet la producció de DNA 

plasmídic de cadena senzilla per infecció de soques hoste F' amb la presència d'un fag de 

suport. Té un promotor del tipus T7lac, la qual cosa significa que existeix un operador 

fac just darrera del promotor de la RNA polimerasa de T7. A més, el pET22b(+) és 

portador del promotor natural i de la seqüència codificant del repressor !ac (laci) , 

orientat en el sentit oposat al promotor T7lac. Quan aquest vector s'utilitza en lisògens 

del tipus DE3 per a l'expressió de gens foranis, el repressor Iac actua tant sobre el 

promotor lacUVS per reprimir la transcripció de la RNA polimerasa de T7 (veure aparat 

anterior II.2.1), com sobre el promotor T7 Iac per bloquejar la transcripció del gen 

forani per qualsevulla RNA polimerasa de T7 que es pugui trobar. El sistema descrit 

serveix per regular l'expressió de la seqüència senyal pe!B de 63 pb que codifica un 

pèptid senyal d'exportació. Darrera d'aquesta seqüència es poden inserir els gens foranis 

a través de les dianes Msc I i Sal I, produint-se la proteïna per a la qual codifiquen 

fusionada al pèptid pelB. Aquest pèptid senyal està dissenyat per exportar les proteJ'nes 

heteròlogues al periplasma de la cèl· lula bacteriana (Better i col. , 1998). El vector també 

comprèn un terminador propi de la RNA polimerasa de T7, necessari per impedir la 

transcripció de tot el vector. 

Aquest vector (FIGURA Il .l .B) s'ha utilitzat per a l'expressió de la RNasa A 

recombinant (rRNasa A) i variants d'aquesta en E. coli BL2 1 (DE3). 
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pBXR (delCardayré i col.. 1995) 

E l gen de la R asa A obtingut a partir d'una llibreria de cD A de pàncrees de vaca 

es va lligar a un vector d'expressió pET22b(-r-) (FIGURA lLI .B). a través de Ics dianes 

,\/sc 1 i Sa/ 1. La construcció resultant s'anomena pBXR (FIGURA ll.l.C) on BXR fa 

referència a Bacterial eXpression of RNase A. Aquesta construcció es va utilitzar per 

transformar cèl·lules d'E. coli BL2l(DE3), les quals ja transformades van ser cedides, 

en forma de gliccrinats, pel Dr. Ronald T. Raines del Departament de Bioquímica i 

Química dc la Univers itat dc Wisconsin-Madison (Wisconsin-EUA). 
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11.2.3. :\ledi de cultiu 

Per al creixement i propagació de les diferents soques bacterianes. ponadores o no de 

\·ectors. s'han utilitzat els medis de cultiu que es detallen a continuació. 

Medi LB (Luria-Bertrani) 

Es tracta d'un medi ric d'ús generalitzat en biologia molecular. S'ha utilitzat amb 

ambdues soques d'E. coli, tant per a l'obtenció i manipulació dels vectors com per a les 

proves d'expressió de les diferents construccions resultants d'aquesta manipulació. 

Composició per 1 litre d'LB: 

bactotriptona JO g 

extret de llevat 5o o 

aC I lO g 

aigua destil·lada I L 

Per a l'obtenció de medi sòlid en placa de Petri s'han d'afegir 15 g d'agar ( 1.5 <}o 

final). Cal ajustar el pH a 7,5 amb aOH i posteriorment esterilitzar amb autoclau 

durant 20 minuts a 120°C. 

Medi TB (Terrifïc Broth) 

És un medi especialment ric que s'ha utilitzat per a l'expressió de la rRNasa A i les 

seves variants en cultius d'E coli BL2 1 (DE3) ja que permet obtenir un creixement 

cel· lular molt elevat. 

Composició per 1 litre de TB: 

bactotri ptona 

extret de llevat 

glicerol (80 %) 

fosfat potàssic monobàsic 

fosfat potàssic dibàsic 

12 g 

24 g 

4 mL 

2,3 I g 

12.5 g 

La bactotriptona i l'extret de llevat es dissolen en 900 mL d'aigua destil·lada, mentre 

que les sals en I 00 mL. Ambdues solucions s'esteril itzen per separat, així com també el 

glicerol 80%, sotmetent-ho a 120°C durant 20 minuts a l'autoclau. Un cop estèrils es 
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reuneixen per assolir les concentracions esmentades, mantenint sempre les condicions 

d'esteri I i tat necessàries. 

Medi mínim M9 

El medi M9 és un medi mínim que s'ha utilitzat per al creixement i manteniment en 

placa de la soca E. coli TG 1. 

Composició per 1 litre d'M9: 

sals M9 x5 200mL 

MgS04 IM 2mL 

CaCI2 0,1 M I mL 

tiamina I M I mL 

glucosa 20% lO mL 

aigua destil·lada IL 

Aquestes solucions s'esterilitzen per separat, sotmetent-les a I 20°C durant 20 minuts 

a l'autoclau, tret de la solució de tiamina, que s'esterilitza per fil tració. Per a l'obtenció 

del medi sòlid per al cultiu en placa, cal afegir 15 g d'agar ( 1,5 % final). 

Composició de les sals M9 x5: 

Na2HP04·H20 32,3 g 

KH2P04 15 g 

NH4CI 5g 

Na CI 2,5 g 

aigua destil·lada I L 

Una vegada barrejades totes les sals s'ajusta el pH a 7,4 i s'esterilitza autoclavant-se 

20 minuts a l20°C. 

Addició d'antibiòtic al medi de cultiu 

Quan es treballa amb soques transformades amb vectors, els medis de cultiu s'han de 

suplementar amb antibiòtics pels quals eJ vector confereix resistència. D'aquesta manera 

creixen només les cel·lules portadores del vector, i la soca no perd la informació 

genètica de la qual és portadora. Per suplementar els medis, s'ha partit d'una solució 
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mare (d'emmagatzematge) d'antibiòtic, preparada per seperat i esterilitzada. 

Durant aquest treball s'ha utilitzat únicament l'antibiòtic arnpicil·lina (Amp o Ap). 

que es prepara a una solució d'emmagatzematge de 25 mg/mL en aigua destil·lada que 

posteriorment s'esterilitza per filtració (0,22 )lm de diàmetre de por) i es guarda 

alíquotada a -20°C. La concentració de treball de l'ampicil·lina ha estat de 50 )..lg.'mL 

(pels cultius encaminats a l'expressió) o bé 400 )..lg/mL (pels pre-inòculs). Quan cal 

suplementar un medi sòlid (en placa). l'antibiòtic s'afegeix quan el medi ja s'ha refredat i 

just abans de dispensar-lo a les plaques. a una concentració final de 50 )..lg/mL. Aquestes 

plaques es poden mantenir en condicions òptimes durant uns dies a 4°C, però si 

l'emmagatzematge es perllonga més, és recomanable tomar a suplementar les plaques 

amb l'antibiòtic abans del seu ús. 

II.2A. :vtanteniment de les soques 

Per al manteniment a curt termini de les soques d'E. coli esmentades anteriorment, 

portadores o no de plasmidis, s'han mantingut sembrades en plaques de Petri amb el 

medi adequat. i guardades a 4°C. Per al seu manteniment a llarg temini s'han guardat en 

fom1a de glicerinats a -80°C. El procés per a l'obtenció d'un glicerinat és el següent: 

I. Inocular el cultiu de la soca desitjada en 3 mL de medi de cultiu adequat. 

2. Incubar a 3 7°C en agitació (250 r.p.m.) emre 12 i 18 hores. 

3. Prendre una alíquota de O. 75 mL del cultiu, transferir-la a un tub eppendorf estèril i afegir-hi 

0,25 mL d'una solució de glicerol 80 % esterilitzada amb autoclau a 120°C durant 20 minuts 

(20% final ). 

4. Mesclar invertint el tub eppendorf i congelar inmediatament a -80°C. 

11.2.5. Creixement dels cultius 

11.2.5.1. Condicions generals aplicades al creixement dels cultius 

Per als cultius líquids: 

- El volum del medi de cultiu ha estat sempre com a màxim 1/5 part de Ja capacitat 

del flascó. 

- Els cultius de menys de I O mL s'han preparat sempre a partir d'una colònia única 

aïllada en placa de Petri o bé d'un gliceri nat, a una relació de 1:100 (glicerinat:medi). 
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Per als cultius de volum superior sempre s'ha fet créixer abans un pre-inòcul de volum 

adequat, referit normalment com a cultiu overnight (O '), per després afegir-lo al medi 

de cultiu a una relació de 1: I 00 (inòcul:medi). 

- La temperatura de creixement per a tots els cultius ha estat sempre de 37°C. 

- El temps d'incubació dels cultius 011\ ha estat sempre d'entre 12 i 15 hores. Es 

desaconsellen incubacions de més durada ja que poden tenir lloc processos proteolítics i 

també pot veure's reduïda la població de cèl·lules portadores del vector d'interès, en 

favor de la població de cèl·lules sense vector. 

- Tots els cultius s'han incubat en agitació constant a 250 r.p.m. 

Per als cultius en placa de Petri: 

-Les incubacions han estat també sempre realitzades a 3JCC. 

- La durada de la incubació ha oscil· lat entre 10 i 16 hores. S'ha procurat obtenir 

colònies clares sense la presència de colònies satèl·lit al voltant. Les colònies satèl· lit 

apareixen després de períodes llargs d'incubació, i són propiciades per la degradació de 

l'antibiòtic al voltant de les colònies que són realment portadores de vector. 

11.2.5.2. Condicions de creixement dels cultius i inducció per a l'expressió de la 

RNasa A recombinant i variants en E. coli. 

S'ha partit de soques d'E. coli BL21(DE3) portadores del plasmidi pET22b(+) amb el 

gen de la RNasa A clonat, construcció anomenada pBXR (FIGURA II.1.c), per a 

l'expressió de rRNasa A, i dels plasmidis pET22b(+) amb els gens de la RNasa A mutats 

per a l'expressió de les variants d'aquesta proteïna. En tos els casos s'ha partit de soques 

conservades en forma de glicerinats a -80°C. 

Abans d'iniciar el procés d'expressió d'aquestes soques encaminades a l'expressió dels 

gens recombinants, s'ha sembrat la soca desitjada en placa LB + Ap (50 ¡.¡.g/mL). 

Per al creixement en medi líquid de la soca, s'ha realitzat en primer lloc un cultiu 0/N 

d'una colònia única aïllada en placa, en 1 O mL de medi líquid TB suplementat amb 

Ampicil-lina 400 ¡.¡.g/mL. És aconsellable realitzar dos cultius 0/N més, fent una dilució 

1/102 i 11104 del primer. Una vegada transcorregut el temps d'incubació s'inocula el 

cultiu menys crescut dels tres, a una relació de 1/ 100, en 1 litre de medi líquid TB 

suplementat en aquest cas amb Ampicil·lina 50 ¡.¡.g/mL, i es deixa incubant a 37°C en 

agitació. A partir d'aquest moment, i cada dues hores, es van extraient alíquotes de O, 1 

mL del cultiu que es mesclan amb 0,9 mL de medi fresc TB i se'n mesura l'absorbància 
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a 550 nm per tal de realitzar un seguiment del creixement del cultiu bacterià. 

A les 3-5 hores d'ha\·er-se iniciat el cultiu i després d'haver comprovat que el ,·alor de 
I'Asso es troba al \'Oltant de 1 UDO s'afegeix IPTG a una concentració final de 1 mM. 

consef\ ant en tot moment les condicions d'esterilitat adients. L'addició de l'IPTG es 

realitza per induir l'expressió del gen de la Ri'-Iasa A atès que en el vector emprat. 

pET22b(-'-). el gen es troba fusionat a un pèptid senyal que en dirigeix l'exportació cap a 

l'espai periplàsmic i l'expressió del qual és controlada per un promotor de la RNA 

polimerasa de T7 que és induïble per IPTG. 

A les 2-4 hores després de Ja inducció del cultiu se centrifuga tot el cultiu a 10000 xg 

durant 20 minuts. El sediment es pot guardar a -80°C fins al moment del seu 

processament. Si les cèl· lules bacterianes han de ser llisades passant-les per una French 

Press es guarda el sediment resuspès en SO mL d'amortidor de llisat (Tris/HCl 20 m I. 

EDT A 1 o mM, pH 8,0) a -80°C. 
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11.3. Mètodes de treball amb D~A 

11.3.1. Obtenció de DNA dels vectors 

11.3.1.1. Minipreparacions de DNA plasmídic a partir de cultiu d'E. coli 

Les anomenades minipreparacions de O A plasmídic permeten obtenir de manera 

relativament ràpida quantitats que poden oscil·lar entre 5 i I O ¡..¡.g de ONA plasmídic. 

D'entre les variants existents, durant aquest treball s'ha utilitzat la de la lisi alcalina, que 

és una modificació dels mètodes de Birnboim i Doli (1979) i lsh-Horowicz i Burke 

(1 981 ). El procediment que s'ha seguit és el que es detalla a continuació: 

I. Inocular una colònia de la soca desitjada, que hagi estat prèviament transformada i sembrada en 

placa, en 3-1 O mL de LB amb l'antibiòtic adequat. Incubar entre 12 i 15 h a 37°C amb agitació 

a 250 r.p.m. 

2. Distribuir el cultiu en tubs eppendorf, en alíquotes d'l,5 mL. Centrifugar a 12000 xg durant 5 

mín en una centrifuga de taula. Alternativament es poden realitzar diverses centrifugacions d'un 

mateix cultiu en un mateix tub, per tal d'acumular el vector en una única mostra (fins a un 

màxim de lO mL). 

3. Eliminar el sobrenadant per aspiració. utilitzant la punta d'una pipeta pasteur, deixar el 

sediment format per les cèl·lules bacterianes el més sec possible. 

4. Resuspendre el sediment en I 00 ¡..¡L de solució I amb una micropipeta o bé agitant 

vigorosament an1b el vòrtex. Mantenir 5 min en gel picat. 

5. Afegir 200 J.!L de la solució 11 acabada de preparar. Barrejar les fases que es formen invertint el 

rub ràpidament diverses vegades, fins que la solució esdevé gairebé transparent. És molt 

important no agitar amb el vòrtex. Mantenir en gel 5 mín. 

6. A fe gir 150 J.lL de la solució 111 refredada a 4°C. Agitar amb el vòrtex durant 20-30 seg. S'hauria 

d'observar un precipitat blanquinós. Mantenir el tub en gel durant 5 mín. 

7. Centrifugar a 12000 xg durant 15 min per aconseguir la formació d'un sediment sòlid. El 

sobrenadant, on es troba dissolta la major part del DNA plasmídic, es transfereix a un nou tub 

eppendorf, anant amb compte de no arrossegar part del sediment. 

8. Afegir un volum igual de la solució de fenol :cloroform:alcohol isoamílic (25:24: I). Barrejar 

agitant amb el vòrtex fins a formar una emulsió i centrifugar a 12000 xg durant 2 min. 

Transferir la fase aquosa (superior) a un nou tub eppendorf. 

9. Afegir-hi un volum igual de la solució de cloroform:alcohol isoamílic (24: I). Barrejar agitant 
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amb el vòrtex per a fonnar una emulsió. Centrifugar a 12000 xg duram 30 seg. Transferir la 

fase aquosa (superior) a un nou tub eppendorf. 

I O. Precipitar el D~A plasmídic afegint-hi 2,5 volums d'etanol fred ( -20°C). Mesclar invertint el 

tub diverses vegades. Mantenir 30 min a -80°C. 

I I Centrifugar a 12000 xg durant I O mi n. 

12. Eliminar el sobrenadant per aspiració. 

13. Afegir-hi I mL d'etanol 70 ° o refredat prèviamenr a -:woc Invertir 2-3 vegades el rub. 

14. Centrifugar a 12000 xg durant 5 min. 

15. Eliminar el sobrenadant. Tornar a centriñ1gar a 12000 xg durant 5-1 O seg per concentrar les 

restes de líquid. Eliminar-les per aspiració. 

16. Deixar assecar el sediment amb el tub obert durant 5-10 min . 

17. La resuspensió del sediment es fa en volums variables (10-50 f..IL) de TE o aigua Milli-Q, en 

tots dos casos ha.,ent-los prèviament esterilitzat amb l'autoclau. Es pot escalfar a 70°C durant 

1 O min per tal d'eliminar possibles restes de nucleases i alhora facilitar la resuspenció del 

sediment. Si no està previst fer-ne un ús immediat és millor guardar el ONA a -20°C. 

18. Opcionalment es pot resuspendre el sediment amb una solució de RNasa a una concentració de 

O, I mg/mL, per tal d'eliminar les restes d'RNA que inevitablement s'ha purificat conjuntament 

amb el ONA plasmídic. 

olucions necessà ries: 

Solució 1: Glucosa 50 mM, Tris/HCI25 mM (pH 8.0), EDTA lO mM (pH 8.0) 

S'esterilitza a l'autoclau a 120°C durant 20 mini s'emmagatzema a 4°C. 

Solucio II :NaOH 0.2 N, Dodecil sulfat sòdic (SDS) I % 

Aquesta solució es prepara immediatament abans d'utilitzar-la i es parteix d'una solució NaOH 2 

d'una solució SOS I O 0 o. Aquestes dues solucions no han d'estar imprescindiblement autoclavades i es 

poden guardar a temperatura ambient. 

Solució III: 60 mL Acetat potàssic 5 M; 11,5 mL d'Àcid acètic glacial; 28,5 mL d'aigua Milli-Q 

S'esterilitza a l'autoclau a 120°C durant20 min i s'emmagatzema a 4°C. 

Solució fenol:clorofonn:alcohol isoamflic (25:24: 1) 

Es barregen 25 volums de fenol, amb 24 de cloroform i I volum d'alcohol isoamílic. 

S'ha panit de fenol preparat comercialment tamponat a pH 8,0 i guardat a 4°C protegit de la llum. 

La barrega resultant també es guarda a 4°C i protegida de la llum. 

Solució cloroform:alcohol isoamflic (24: I) 

Es barregen 24 volums de cloroform amb I volum d'alcohol isoamilic. 

Solució TE: Tris/HC I !O mM, EDTA I mM, pH 8,0 
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Per prepar aquesta solució es mescla I ml d'una solució Tris I M (pH 8,0) amb 0,4 mL d'una solució 

EDTA 0,25 M i s'enrasa amb aigua Milli-Q fins a I 00 mL. 

La barreja resultant s'esterilitza a l'autoclau a 120°( durant 20 mín. 

Solució de R:-Jasa· 

Es prepara a una concentració de I mg ml en aigua Milli-Q estèril. S'alíquota i se submergeix en un 

ban}' escalfat anteriorment a 100°C durant 15 min. 

Es guarda a -20°( fins al moment del seu ús. que es diluirà a una proporció I: lO amb aigua Mill i-Q 

estèril. 

11.3.2. Manipulació del DNA 

II.3.2.1. Electroforesi de DNA en gels d'agarosa 

Aquesta tècnica s'ha utilitzat en aquest treball per analitzar preparacions de ONA 

plasmídic, productes de digestió amb enzims de restricció i productes de PCR, a més de 

ser l'etapa preliminar per a la purificació del ONA (apartat 1!.3.2.2) i un mètode 

excel· lent d'estimació de la concentració de ONA (apartat II.3 .2.4). 

Per a la preparació dels gels s'ha utilitzat agarosa de baixa electroendòsmosi (Ecogen, 

Espanya) i els equips MT-1001 i MT-1 002 (Ecogen) que permeten preparar gels de 

grandàries: 6.5 cm x 8 cm i 15 cm x I I cm, respectivament. El percentatge d'agarosa per 

a la preparació dels gels ha osciHat sempre entre un 0,8 % i un I ,4 % en amortidor Tris­

acetat-EOT A (T AE), depenent de les necessitats experimentals (percentatges elevats per 

a fragments petits de ONA). 

El procediment per a la preparació del gel es detalla a continuació: 

I. Pesar la quantitat necessària d'agarosa d'acord amb el percentatge final desitjat del gel 

dipositar-ho en un contenidor de tipus erlenmeyer. 

2. Afegir-hi aigua destil·lada igual al volum final del gel menys el volum d'amortidor concentrat 

que cal afegir després de l'ebullició. Bullir-ho per fondre l'agarosa. Aquest pas es duu a terme o 

bé sobre un encenedor bunsen o bé en un microones. En qualsevol cas és important que tota 

l'agarosa estigui fosa i no quedin partícules en suspensió. 

3. Afegir-hi l'amortidor concentrat (TAE x50) i, si s'escau, el bromur d'etidi, a una concentració 

fina l de 0,5 J..Lg/mL. Mesclar bé i esperar fins que la temperatura de la solució sigui inferior als 

50°C abans d'abocar-ho en el motllo. En aquest procés d'abocar l'agarosa, prèviament al qual 

haurem col·locat la pinta per a la formació de les butxaques, cal anar amb compte que no es 
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formin bombolles que podrien interferir en el posterior recorregut de les mostres. 

Composició de l'amortidor T AE x50 (I litre): 

Tris-base 

àcid acètic glacial 

242 g 

57,1 mL 

EDTA 18.6 g 

aigua destil·lada fins a I L 

o és necessari ajustar el pH. La solució de treball (x I) té la composició final següent: 

Tris/acetat 40 mM, EDT A I mM, pH 8,3 

4. Deixar gelificar l'agarosa, procés que pren més temps com menor sigui el percentatge d'agarosa 

del gel. Mentre està gelificant es prepara l'amortidor d'elució diluint l'amortidor concentrat 

(TAE x50) utilitzat en la preparació del gel en aigua Milli-Q. 

El volum de gel i el d'amortidor d'elució per a cadascún dels models de l'equip d'electroforesi utilitzats 

foren els següents: 

Model de l'equip 

MT-1 00 1 

MT-1 002 

Volum de gel 

50 mL 

IOOmL 

Volum d'amortidor 

500mL 

1000 ml 

Procediment pern la càrrega del gel i condicio ns d'electrofores i: 

1. Afegir a les mostres que es volen carregar 1 I I O (v/v) d'amortidor de càrrega xI O. Opcionalment. 

les mostres es poden escalfar a 70°C durant I O minuts refredant-les a continuació en gel picat. 

Composició de l'amortidor de càrrega x6 (I 00 mL): 

glicerol 30 mL 

blau de bromofenol (BPB) (Merck) 250 mg 

Xilen cianol (XC) (Eastman Kodak) 250 mg 

aigua Milli-Q fins a 100 mL 

La composició de treball (xI) és la següent: glicerol 5 %, BPB 0,0-n % i XC 0,042 °1> 

2. Carregar les mostres a les butxaques. Juntament amb les mostres es carreguen els marcadors de 

massa molecular adequada segons els requeriments de cada cas. Els marcadors emprats foren 

els subministrats per les cases comercials Boehringer Mannheim (Alemanya) i ew England 

Biolabs (EUA). Aquests marcadors se subministren dissolts sense amortidor de càrrega per la 

qual cosa s'han de diluir en un volum igual d'amortidor de càrrega i 8 volums d'aigua Milli-Q o 

bé amortidor TE. De la dissolució resultant se n'apliquen 1 O ~tL. 

3. Per a l'electroforesi s'ha utilitzat un voltatge de 80-100 mV. L'electroforesi es perllonga fins que 

el primer colorant (BPB) assoleix aproximadament els 3/4 del recorregut del gel. 

77 



~latenal1 :-.1etodes 

4 La tinció dels àcids nucleics s'ha dut a tenne emprant bromur d'etidi. de dues maneres diferents. 

En un cas s'ha afegit directament a l'agarosa, abans d'abocar- la al motllo. a una concentració 

final de 0,5 ¡.tg mL D'aquesta manera els àcids nucleics es tenyeixen durant el procés 

electroforètic. la qual cosa pennet seguir la migració de les bandes duram la realització del 

mateix. En l'altre cas. procediment alternatiu, s'ha submergit el gel durant 15-30 minen 200 mL 

de bromur d'etidi a 0,5 11g.'mL en el mateix amortidor d'electroforesi i, a continuació. si convé 

eliminar l'excés de bromur d'etidi se submergeix el gel duram 15-30 min en 200 mL d'una 

solució de YlgS04 I mM o senzillament aigua destil· lada. 

5. Els gels situats sobre un transil·luminador de llum UV es van fotografiar amb una Polaroid 

MP4+ equipada amb un filtre taronja Wraten 23A i una pel·licula Polaroid 665. De fonna 

rutinària s'usa una obertura de diafragma de 5,6 i un temps d'exposició de 8 seg. 

IT.3.2.2. Purificació de fragments de DNA 

L'aïllament d'un fragment de DNA de doble cadena lineal, provinent d'una digestió 

d'un vector amb enzims de restricció és una etapa imprescindible per a moltes 

manipulacions posteriors que s'han dut a terme en aquest estudi com ara digestions amb 

altres enzims. lligaments, seqüenciació i amplificacions per PCR. Depenent de la 

longitud dels fragments de DNA a purificar. s'ha utilitzat el sistema Geneclean® o bé el 

MERmaid®. ambdós subministrats per BIO 1 O 1 Inc. (EUA). 

El Geneclean® és un mètode molt vàlid per purificar D A de cadena senzilla o doble 

de més de 200 pb, ja sigui a partir d'un gel d'agarosa, o bé directament de la solució en la 

qual es troba. És molt útil tant per deixar fragments de D A a punt de ser sotmesos a un 

procés de lligament, com per aconseguir DNA plasmídic sencer d'un grau de puresa 

suficient per a qualsevol manipulació delicada, com la seqüenciació o l'amplificació per 

PCR d'una regió del plasmidi. Els passos seguits per dur a terme una purificació amb 

Geneclean® es detallen a continuació: 

I. Carregar les mostres en un gel d'agarosa utilitzant T AE com amortidor d'electroforesi. L'ús de 

TBE com a amortidor s'ha vist que repercuteix negativament en el rendiment de la 

recuperació. 

2. Es tenyeix el gel amb bromur d'etidi com d'ha descrit en l'apartatll.3.2.1. 

3. ll ·luminar el gel amb llum ultraviolada d'ona llarga i un cop localitzada la banda d'interès, 

retallar-la amb una ganiveta estèril i introduir-la a un tub eppendorf que prèviament s'haurà 

pesat. S'ha de procurar agafar la menor quantitat d'agarosa innecessària i evitar temps 
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d'exposic ió massa llargs del D. A a la llum ultraviolada. 

4. Tomar a pesar el tub eppendorf que conté la banda i afegir-hi solució saturada de Nal a una 

relació de 3 ml per cada gram de banda d'agarosa. 

5. Submergir el tub eppendorf en un bany escalfat anteriorment a 55°C, fins que tota l'agarosa es 

fongui (5-I O min). 

6. Per recomanació de la casa comercial, és aconsellable afegir I O )ll d'una solució d'àcid acètic 

glacial al I 0° o ( v, v) un cop l'agarosa està fosa, quan es volen eluir fragments de D ·A amb 

longituds compreses entre els 250 i 500 pb. Aquest fet millora el rendiment d'unió del 

fragment de DNA a les boletes de vidre. 

7. Afegir a continuació 5 11L de la suspensió de boletes de vidre. Agitar amb l'ajut d'un vòrtex 

uns segons i rot seguit mantenir en gel picar durant 5 min, agitant amb vòrtex cada 1-2 min. 

8. Centrifugar 5 seg a 12000 xg per acumular les boletes de vidre a la part inferior del tub. 

Descartar el sobrenadant per aspiració amb una pipeta pasteur. 

9. A continuació rentar 3 cops el precipitat amb 0,6 mL de la solució alcohòlica que haurà estat 

guardada en gel durant tot el procés. En cada rentat resuspendre el precipitat pipetejent amunt 

i a"vall per seguidament centrifugar durant 5 seg i descartar el sobrenadant. Aquests rentats 

eliminen les sals i altres compostos que podrien inhibir alguns enzims. 

I O. Després del tercer rentat afegir al sediment I 0-20 11L d'amortidor TE o aigua Mill i-Q 

autoclavada. Resuspendre amb cura amb una pipeta automàtica i incubar a 45-55°C durant 2-3 

min per tal que el DNA s'elueixi de les boletes de vidre. '1\o és aconsellable agitar amb vòrtex 

perquè el sediment es pot distribuir per la paret del tub, cosa que fa la seva recuperació molt 

dificultosa degut al petit volum que es manipula. 

Il. Centrifugar durant 3-4 min a 12000 xg. El sobrenadant, on es troba el DNA, es transvasa a un 

nou tub eppendorf estèril. 

12. Opcionalment. i per aconseguir un major rendiment. es poden repetir els passos 10 i Il. Les 

dues elucions s'ajuntaran en un mateix tub. 

Aquest mètode s'ha utilitzat també per a la purificació del DNA en so lució quan es 

duien a terme digestions dobles en les quals les condicions òptimes no eren compatibles 

per a tots dos enzims. Aleshores. la segona digestió anava sempre precedida d'aquesta 

purificació. En aquest cas, cal seguir el protocol anterior a partir del punt 7 havent 

prèvian1ent afegit 3 volums de la solució saturada de Nal a la solució de DNA. 

El MERmaid® suposa un sistema de purificació completa i ràpida de fragments de 

DNA de baix pes molecular (entre 10 i 200 pb), tant de cadena senzilla com de cadena 

doble. Es pot partir tant de DNA en solució com de DNA contingut en un fragment 
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d'agarosa, a l'igual que el Geneclean®. En aquest treball s'ha utilitzat per a la purificació, 

a partir de gels d'agarosa, de fragments de ONA resultants d'una amplificació per PCR 

que no assolien els 200 parells de bases. Els passos seguits per dur a terme una 

purificació amb MERmaid®, que són similars als seguits pel Geneclean® , es detallen a 

continuació: 

I. Determinar la massa del fragment d'agarosa retallat on es troba el ONA. Afegir-hi la solució 

salina de perclorat sòdic (High Salt solulion) a una relació de 3 mL per cada gram de banda 

d'agarosa. Agitar amb l'ajut del vòrtex fins que tota l'agarosa estigu i dissolta. 

2. Agitar amb el vòrtex el tub que conté la solució de boletes de vidre durant una estona per tal 

que aquestes es resuspenguin. Afegir-ne 8 ~L per cada )..lg de ONA al tub on aquest es troba 

dissolt. lncubar a temperatura ambient durant S-IS mín. Durant aquest període d'unió del ONA 

a les boletes de vidre, és convenient que duguí a tem1e una agitació constant del tub, mitjançant 

un vòrtex ja que d'aquesta manera s'aconsegueix una major eficiència d'unió de fragments curts 

de DNA. 

3. Centrifugar a 12000 xg durant uns segons i descartar completament el sobrenadant. 

4 . A continuació rentar 3 vegades el precipitat amb 0,3 mL de la so lució a lcohò lica. En cada 

rentat resuspendre el precipitat amb l'ajut del vòrtex per seguidament centrifugar durant 5 seg i 

descartar el sobrenadant. 

S. Després del tercer rentat resuspendre el sediment amb 5-20 ¡.¡L d'aigua Milli-Q autoclavada i 

incubar a 4S-5S°C durant 5 mín. 

6. Centrifugar durant 3 min a 12000 xg. El sobrenadant, on es troba el ONA, es transvasa a un 

nou ntb eppendorf estèril. 

7. Opcíonalment, i per aconseguir un major rendiment, es poden repetir els passos S i 6. 

11.3.2.3. Concentració del DNA 

Sovint ha estat necessari concentrar el ONA resultant de qualsevol de les 

manipulacions descrites en aquest treball. Els procediments vàlids per dur-ho a terme 

són varis. 

En primer lloc, es pot optar per un Geneclean®, tot resuspenent a l'etapa final amb un 

volum inferior a l'inicial. Aquest mètode presenta l'avantatge que dóna ONA molt pur en 

un temps relativament curt, però té el desaventatge que, inevitablement, es perd una 

mica de mostra (tot i que en molts casos aquesta pèrdua no és massa significativa). 

Un altre mètode pot ser la precipitació del DNA, prèvia extracció amb fenol o 

cloroform, afegint 0,1 volums d'acetat sòdic 3 M i 3 volums d'etanol, per al final 
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resuspendre amb un petit volum d'aigua Milli-Q o amortidor TE. En determinades 

ocasions, com ara després d'una amplificació per PCR. s'ha utilitzat la poliacrilamida 

com a carrier per a la precipitació dels fragments de DNA (apartat 11.5.2). 

ovint. també s'ha concentrat el DJ\A sotmetent-lo a un rotovapor o Speed-Vac. 

connectat a una bomba de buit per tal de reduir el \'Oium de la mostra que contenia el 

D'A. 

11.3.2A. Estimació de la concentració del DNA 

Per a fer una estimació de la quantitat de DNA present en una dissolució. es poden 

emprar dos sistemes: la determinació espectrefotomètrica i l'estimació per electroforesi 

en gel. 

Determinació espectrefotomètrica: 

Aquest mètode és senzi ll i ràpid. Consisteix en mesurar l'absorbància a 260 nm de la 

dissolució de DNA de la qual es vol determinar la concentració o d'una dilució de la 

mateixa. 

S'accepta de forma general, que una unitat de densitat òptica a 260 nm equival a una 

concentració de 50 ~glmL de 01\A de doble cadena, de 40 ~g/ml per a un D~A de 

cadena senzilla o de 20 ~glmL per a un oligonucleòtid. Partint d'aquestes equivalències i 

d~ la mesura d'absorbància de la solució. es pot estimar la concentració de DNA per a 

una dissolució determinada. 

Estimació per electroforesi en gel d'agarosa: 

Sovint els volums de les dissolucions de DNA purificat són massa petits o aquestes 

estan massa diluïdes i es fa difícil estimar la seva concentració espectrefotomètricament. 

En altres casos la necessitat de determinar la massa molecular d'un fragment , juntament 

amb poca disponibilitat de mostra, fan més pràctica l'estimació de la concentració a 

partir d'electroforesi en gels d'agarosa. Aquest mètode és molt indicat per analitzar 

mostres que contenen fragments lineals de DNA de cadena doble. Per dur a tem1e aquest 

tipus d'estimació cal realitzar una electroforesi analítica (apartat II.3.2.1 ) de la dissolució 

de DNA de la qual es vol fer l'estimació de concentració, tenint en compte el volum 

aplicat. La intensitat de la banda es compara amb la de les bandes dels marcadors més 

propers, atès que es pot calcular quina quantitat de D A hi ha en cada una de les bandes 

dels marcadors. 
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11.3.2.5. Amplificació de DNA mitjançant PCR 

En la realització d'aquest trebal l. la reacció en cadena de la polimerasa (PCR, de 

l'anglès Polimerase Chain Reacfion), ha estat utilitzada per a l'amplificació, sempre que 

ha calgut. de les diferents construccions gèniques clonades en pGC 119, utilitzant com a 

encebadors els coneguts com Forward Universal Primer (FUP) i Re,·erse Universal 

Primer (RUP). que reconeixen zones situades als extrems de la zona de clonatge 

múltiple (polycloning site) d'aquest vector. La polimerasa de 0)-JA utilitzada ha estat la 

Deep Vent® (New England Biolabs, EUA), amb activitat correctora 3'~5'. A banda de 

la mera amplificació, la tecnologia que envolta la PCR ha estat també utilitzada en 

aquest estudi. tal i com es veurà més endavant, per a la seqüenciació de ONA i la 

mutagènesi dirigida per oligonucleòtid. Cada cas requereix unes condicions diferents, 

però a continuació es descriu el procés general seguit per ampl ificar fragments de ONA 

inserits al plasmidi de clonatge pUC 11 9: 

Barreja de la reacció: 

Vent Buffer xI O 

dNTPs I O mM (0,2 mM final) 

dsDNA motllo (50-I 00 ng pUC I 19+ insert) 

Encebador universal FU P (10 pmol) 

Encebador universal RUP (20 pmol) 

Aigua Milli-Q autoc lavada 

Deep Vent®DNA polimerase (I unitat) 

Oli mineral 

lO )lL 

2 )lL 

lO ¡.tL 

5 ¡.¡L 

5 ¡.¡L 

68 )lL 

0,5 )lL 

40 )lL 

Els components indicats es dispensen en un tub per a termociclador, en condicions 

d'asèpsia i preferiblement en un bany de gel. El volum final de les barreges de reacció és 

sempre de I 00 ¡..tL, cosa que s'aconsegueix, si cal, variant el volum de l'aigua Milli-Q. 

L'últim component en afegir-se ha de ser la polimerasa de ONA, ja que pel fet de tenir 

activitat exonucleasa podria degradar els encebadors abans d'iniciar-se el programa del 

termociclador. Tan bon punt s'ha afegit la polimerasa, es dispensa l'oli mineral i el tub es 

posa al termociclador, ja a 94°C. 
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ProQrama del Termociclador: 

I mina 9-l°C 

Repetició de 30 cicles: 

I min 15 sega 94°C (desnaturalització) 

I min a 5 -oc (aparellament) 

I mina 72°C (extensió) 

5 mina 72°C (extensió final) 

Indefinidament a 4°C 

Cal assenyalar que aquestes han estat les condicions de partida, però en casos 

puntuals, si ha calgut, s'han variat les proporcions d'encebadors i DNA motllo, així com 

també la temperatura de l'etapa d'aparellament. El producte de la reacció és tractat com 

s'indica més endavant (apartat 11.5.2). 

Tl .3.2.6. Tractament amb enzims de restricció 

Les condicions generals d'ús dels enzims de restricció han estat les següents: 

- La quantitat de ONA a digerir ha oscil-lat entre 0,2 i I O ~g. depenent de si el propòsit de la digestió 

era analític o preparatiu. En qualsevol cas, la relació enrre enzim i O 'A ha estat sempre superior a 

I Ul¡.tg de O A però mai més de 25 U/Jlg de D. A. 

-El volum total de la digestió ha variat entre JO i 25 ~L. depenent de si la digestió havia de ser amb 

un o dos enzims de restricció i de si es tractava d'una digestió amb finalitat analítica o preparativa. 

- El volum d'enzim de restricció addicionat no ha estat mai superior al I 0% del volum final de la 

digestió. Això és degut al fet que els enzims de restricció són subministrats en solucions de glicerol 

al 50% i per a molts d'ells, una concentració de glicerol superior al 5% els fa perdre l'activitat de 

reconeixement. Aquesta pèrdua d'especificitat. coneguda com a activitat star, també es pot donar 

quan la concentració d'enzim respecte la de O A és massa elevada (>25 U/Jlg de O A). 

- Els amortidors dels enzims de restricció, que se subministren acompanyant cada enzim, vénen en 

una presentació xI O (per raons de conservació i emmagatzemen!). Per tant, cal afegir-ne O, I 

volums respecte al volum total de la digestió. Per acabar d'arribar al volum desitjat es pot afegir 

aigua Milli-Q autoclavada (però mai cap amortidor que contingui EDTA, ja que pot inactivar 

alguns enzims). 

- Les digestions amb dos enzims alhora s'han dur a terme només quan eren absolutament compatibles 

(mateix amortidor, temperatura, etc). Quan ha calgut dur a terme digestions dobles en què les 

condicions òptimes no eren compatibles per a tots dos enzims, aleshores, la segona digestió ha anat 
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sempre precedida d'una purificació pel sistema Geneclean® (apanat 11.3.2.2). 

- La temperatura d'incubació ha estat sempre de 3 7°C. 

- El temps d'incubació ha estat normalment 2-6 h, tret dels casos en què era convenient una digestió 

completa, amb ftnalitat preparativa, o bé que s'utilitzàven dos enzims alhora. En aquests casos, la 

incubació s'ha perllongat fi ns a un màxim de 12 h. 

Els enzims de restricció utilitzats es presenten en la TAULA 11.2: 

TAULA Jl.2 - Enzims de restricció utilitzats en aquest treball 

Enzim Casa comerciala Amortidor Seqüència diana 

Hin dUI Boehringer Mannheim B A! AGCTT 

Xba i Boehringer Mannheim H T!.CTAGA 

Bam HI Boehringer Mannheim B G -1-GATCC 

Sali Boehringer Mannheim H G-1-TCGAC 

a La concentració xI dels amortidors de digestió utilitzats, que han estat els subministrats per la 

pròpia casa comercial en solucions concentrades xI O, és la següent: Amortidor B: Tris!HCI I O mM, 

MgCJ2 5 mM, NaCI 100 mM, 2-mercaptoetanol I mM, pH 8,0. Amortidor H: Tris/HCI 50 mM, 

MgCI2 lO mM, NaCI 100 mM, ditioeritritol I mM, pH 7,5. 
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llA. C lonatge en plasmidis 

Els mètodes de clonatge han estat utilitzats en aquest treball pel: 

- Subconatge del gen de la RNasa A des de pBXR a pUC 119, a través de les dianes 

de restricció Hin diii i Xba I. per dur a terme el procés de mutagènesi dirigida per 

oligonucleòtid. 

- Clonatge del gen de la RNasa A mutat, després del procés de mutagènesi . a 

pUC 119, a través de les dianes Hin diii i Bam HI, per tal de ser seqüenc iat. 

- Subclonatge del gen de la RNasa A mutat des de pUC I19 a pET22b(+), a través de 

les dianes de restricció Hin diii i Xba I, per poder ser expressat a Ja soca d'E. 

BL21(DE3). 

llA. t . Reacció de lligament 

En aquest treball, Ja tècnica de lligament s'ha util itzat per inserir fragments de DNA 

amb extrems cohesius, que contenen el gen de Ja RNasa A, en vectors plasmídics 

(pUC 11 9 i pET22b(+ )). Les condicions generals de ll igament seguides han estat les 

següents: 

I. Digerir el vector i el O A forani amb els enzims de restricció adients i purificar-los a partir 

d'electroforesi en gels d'agarosa pel sistema Geneclean® (apartat 11.3.2.2), resuspenenr el ONA 

en aigua Milli-Q o en un amortidor que no contingui EDT A. 

2. En l'amortidor de la !l igasa, barrejar els fragments de ONA que es volen ll igar. Idealment, 

s'aconsella que Ja concentració sigui l pmol/mL de ONA del vector per 4 pmols/mL de ONA 

de l'insert. quan els extrems són cohesius i 0,5 pmols/mL quan aquests són llisos. L'amortidor 

de la lligasa por ser variable pel que fa a les concentracions dels seus components i fins i tot en 

la composició. S'ha utilitzat l'amortidor que subministra Boehringer Mannheim acompanyant la 

lligasa de ONA de T4. Aquest amortidor, que ve en una presentació x lO (Tris/HCI 660 mM, 

MgC l2 50 mM, ditioeritritol I O mM, ATP I O mM, pH 7,5) i és recomenable guardar en 

alíquotes de 5-l O ~LL a -20°C, s'afegeix a una relació de O, l volums respecte al volum total del 

lligament. 

3. La mescla de lligament s'escalfa a 65°C durant I O min i a continuació es refreda en gel. Aquest 

pas, consistent en escalfar lleugerament la mostra amb la fina litat de desenganxar els possibles 

concatàmers, no s'ha de realitzar si s'està utilitzant un amortidor en el qual, com en el cas del de 

Boehringer Mannheim, I'ATP s'hi troba inclòs. 

4. Afegir la !l igasa de ONA de T4 a una proporció de O, l-0,5 U/~g de DNA. El volum toral de la 
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reacció de lligament ha estat sempre de I O J.!L i s'ha utilitzat aigua Mill i-Q autoctavada per 

acabar d'arribar a aquest volum. 

5. Incubar la reacció de lligament a l6°C durant 15-20 h. Sovint, sobretot per a extrems cohesius, 

es pot treballar amb concentracions més elevades de !ligasa (fin s a 5 UIJ.!g de DNA) i, d'aquesta 

manera, escurçar el temps d'incubació fins a 2-4 h i realitzar-se a temperatura ambient. S'ha 

constatat durant el treball que aquestes condicions funcionen igualment bé alhora que redueixen 

el risc de degradació dels components de la mescla. 

6. Aquesta barreja pot utilitzar-se directament per a transformar cèl·lules competents sense haver 

d'inacrivar la lligasa per calor. S'aconsella no utilitzar mai tota la mescla del lligament en una 

única transformació. En el cas que no es pensi utilitzar immediatament, es pot guardar a -20°C. 

Paral·lelament es prepara un control negatiu del lligament (control de relligament) amb tots els 

components de la reacció de lligament però sense insert. Amb aquesta barreja es transformen 

simultàniament cèl·lules competents, comprovant que la recircularització del vector sigui nul·la 

o molt baLxa. 

11.4.2. Obtenció de cèHules competents 

Durant aquest treball s'ha seguit una variació del protocol descrit per Cohen i col. 

( 1972), basat en el tractament de les cèHules bacterianes amb solucions de CaCl2 

fredes. Cal fer esment que les cèl·lules bacterianes només incorporen de forma estable 

per transformació molècules de DNA de doble cadena circulars. S'han preparat cèl·lules 

competents d'E. coli de les soques TG 1 i BL21 (DE3) de la manera que es detalla a 

continuació, mantenint en tot moment les màximes garanties d'esterilitat: 

I . Incubar 3 mL de medi líquid LB, inoculats a partir d'una colònia de la soca desitjada crescuda 

en placa o d'una fracció de glicerinat, durant 12 h a 3 7°C i 250 r.p.m. 

2. L'endemà, inocular t mL del cultiu 0/N en I 00 mL de medi líquid LB fresc. Aquest cultiu es 

deixa créixer fins assolir un valor d'Abs a 550 nm de 0,5 unitats de densitat òptica, per agitació 

constant a 250 r.p.m. a 37°C. 

3. Deixar reposar el cultiu en gel durant 30 mín. 

4. Centrifugar a 5000 xg i 4°C durant I O mi n. 

5. Resuspendre el sediment cel·lular en 100 mM CaCI2, amb la meitat del volum original (en 

aquest cas 50 mL) i deixar reposar en gel picat durant I h. 

6. Centrifugar a 5000 xg i 4°C durant lO mini descartar el sobrenadant. 

7 . Resuspendre les cèl ·lules en t/4 del volum original amb dissolució de CaCt2 50 mM refredada 

en gel picat. Deixar I h en gel. 
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8. Tomar a cenmfugar a 5000 xg i 4°C duram lO min i descanar el sobrenadant. 

9. Resuspendre les cèl·lules amb l 15 del volum original (aproximadament 6, 7 mL) amb 

dissolució de CaCI2 50 mM refredada en gel ptcat. Deixar I h en gel. 

I O. Afegir glicerol fins arribar a una concentració final del 15 ° o (I ,5 mL de glicerol 80 ° o). 

Distribuir en alíquotes de I 00 f.lL en tubs eppendorfs refredatS prèviament i conservar les 

cèHules competents a -80°C. 

Aquest protocol permet obtenir unes 80 alíquotes de I 00 ¡..tL i es pot escalar a partir 

de volums de cultiu més grans. En qualsevol cas el volum de dissolució de CaCI2 

utilitzat en les diferents resuspensions ha de mantenir les proporcions exposades 

respecte al volum de cultiu original. 

11.4.3. Transformaci ó dc cèHules competents 

El procés d'incorporació de ONA forani present en el medi per part de les cèl·lules 

bacterianes competents, és el que s'anomena transformació. Les cèl ·lues competents. 

preparades com s'ha descrit anteriorment, poden ser transformades amb D1 A provinent 

d'un lligament o d'una obtenció rninipreparativa de ONA plasmídic. El procediment 

seguit ha estat el que es descriu a continuació: 

I. Si es fan servir cèl-lules competents congelades a -80°C es descongelen les alíquotes 

necessàries segons el número de transformacions que s'hagin de fer, transferint els tubs 

eppendorfs a gel picat. 

2. Afegir a cada fracció de cè l·lules competents (100 ~LL), un màxim de 50 ng de ONA en un 

volum que no sobrepassi 111 O del volum de la fracció o alíquota. Agitar suaument per tal de 

mesclar bé la solució del ONA an1b la de les cèHules. 

3. Incubar els tubs en gel durant I O mi n. 

4. Transferir els tubs eppendorfs a un bany a 42°C durani 2 min. 

5. Incubar els tubs en gel durant I O min més. 

6. A continuació, afegir 0,2-1 mL de medi LB fresc a cada tub eppendorf i incubar a J7°C en 

agitació suau com a mínim durant 45 min. 

7. Sembrar alíquotes de 0,1-0,2 mL en plaques de LB-agar suplementades amb ampicii·Iina SO 

~tg/mL per Ja qual els vectors que s'estan manipulant (pUC II9 i pET22b(+)) proporciona 

resistència. 

8. Incubar les plaques a una estufa a 37°C fins que s'observin colònies transformants ( 12-15 h). 

Cal evitar incubacions massa llargues per tal que no apareguin colònies satèl·lit que 

dificultarien la selecció dels transformants. 
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En totes les transformacions realitzades s'han inclòs dos controls: 

- D'una banda, una alíquota de les cèl·lules competents utilitzades a la qual es va afegir I O )lL d'aigua 

o TE se sembra en una placa com les descrites anteriorment. En aquesta placa no hi ha de créixer 

cap colònia. En cas contrari, indicaria contaminació de les cèl ·lules competents. 

- En segon lloc. se sembra el mateix que en el cas anterior. però en una placa de medi que no contingui 

l'antibiòtic. Hi ha d'aparèixer una capa confluent de cèl-lules bacterianes. Altrament, significaría que 

les cèl·lules competents estaven mones. 

A més d'aquests dos controls. en el cas de les transformacions amb mescles de lligament s'han inclòs 

dos controls addicionals: 

-Una alíquota de les cèl·lules competents tranformada amb vector sense tallar, circular, se sembra en 

una placa de medi amb ampicil·lina. En aquesta placa han d'aparèixer nombroses colònies 

transformants. En cas contrari indicaria que les cèl·lules que estem utilitzant tenen un nivell baix de 

competència. 

- Una alíquota transformada amb la barreja de lligament sense el ONA forani (insert), anomenada 

control de relligament, se sembra en una placa de medi amb ampicil·lina. Hi hauria d'aparèixer un 

nombre significativament menor de colònies transformants que en la transformació amb barreja de 

lligament del vector i de l'insert. En cas contrari indicaria que el vector emprat no estava 

correctament digerit amb els dos enzims diferents que generen extrems cohesius. 

11.4.4. Selecció de colònies transformants 

Una vegada s'han obtingut colònies transformants, cal seleccionar aquelles que són 

portadores del vector amb l'insert, ja que hi ha la possibilitat que hi hagi alguna reacció 

de relligament del vector sense que s'hagi incorporat el fragment de DNA que es volia 

insertar. També hi ha la possibilitat que s'hagi incorporat més d'un insert al vector, de 

manera que cal fer una anàlisi del DNA per tal de detectar aquestes reaccions anòmales 

que impossibilitarien, a la llarga. l'expressió de la proteïna desitjada. Amb aquesta 

finalitat, es fa una extracció minipreparativa del DNA plasmídic d'algunes de les 

colònies aparegudes a la placa després de la transformació, per després sotmetre aquest 

DNA a una digestió amb un o varis enzims de restricció, per tal d'aclarir la presència de 

l'insert a la construcció incorporada per les cèl·lules. El producte d'aquesta digestió 

s'aplica a un gel d'agarosa juntament amb marcadors de massa molecular adequada, i 

una digestió de vector sense insert digerit amb els mateixos enzims de restricció com a 

control. 
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11.5. \Jutagènes i dirigida per oligonucleòtid 

La mutagènesi dirigida per oligonucleòtid ( MD, de l'anglès Sile Direc1ed 

.'v/uragenesis) és una poderosa tècnica que permet introduir qualsevol mutació desitjada 

en una seqüència de D 1A coneguda. Aquesta tècnica ens ha permès la consecució de les 

variants proteiques, a tra\'éS de la substitució d'unes bases per unes altres amb l'objectiu 

de modificar residus concrets segons les nostres necessitats. 

Existeixen diverses tècniques de mutagènsi dirigida. però la que millor resultats ha 

donat en el nostre grup, ha estat una de les variants de SMD descrita per Landt i col. 

( 1990) que aprofita Ja reacció en cadena de la polimerasa (PCR) utilitzant dsDNA com a 

motllo, amb una modificació introduïda per Juncosa-Ginestà i col. (1994) consistent en 

la utilització d'una polimerasa de D A an1b activitat correctora 3'---+5', la Deep Vent 

~D. VA. po/imerase C'\ew England Biolabs. EUA). 

li .S. l. Disseny d'oligonucleòtids 

Els oligonucleòtids han estat dissenyats en cada cas per optimitzar l'eficiència de 

mutagènesi. Aquest pas és molt important. atès que un error en el disseny de 

l'oligonucleòtid s'arrossegarà durant les etapes següents. i pot no ser visible fins que es 

dugui a terme la seqüenciació de la construcció resultant. Totes les mutacions s'han 

introduït en un fragment de ONA (gen de la Rl\asa A salvatge o del mutant Yli 5W. en 

el qual la posició 115 codifica un residu de Trp enlloc d'un de Tyr) clonat en el vector 

pUC 119. dc manera que s'ha treballat indistintament amb qualsevol de les dues cadenes 

que formen aquest plasmidi. 

Es tracta de dissenyar oligonucleòtids que tinguin una seqüència complementària a 

una de les cadenes de la construcció que es vol mutar. excepte en el punt d'incorporació 

de la mutació desitjada. Les mutacions que s'han dissenyat en aquest treball han afectat a 

una, dues o tres bases, depenent dels casos, d'un mateix codó, de manera que el gen 

mutat codifiqui la proteïna substituïda en un únic residu. 

Pel que fa a Ja longitud dels oligonucleòtids, si la mutació afecta a una sola base, n'hi 

ha prou amb què l'oligonucleòtid tingui una longitud de 21 bases, amb Ja mutació 

centrada. En el cas d'insercions. deJeccions o canvis de més d'una base consecutiva, els 

oligonucleòtids han de tenir com a mínim una longitud de 15 bases a banda i banda de la 

regió de mutació. En aquest treball , la longitud dels oligonucleòtids ha oscil·lat entre les 

32 i 39 bases. S'ha evitat la presència d'adenina a l'extrem 3' de l'oligonucleòtid 
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dissenyat, atès que la seYa presència pot incrementar els problemes de degradació 

d'aquest per part de la polimerasa de D ·A Deep Vem R. la qual. pel fet de tenir activitat 

exonucleasa 3 '~5' pot degradar els encebadors abans d'iniciar-se el programa del 

termociclador. Pel que fa a la longitud de cada braç s'ha ajustat de manera que la 

temperatura teòrica d'hibridació stgUI aproximadament 42°C d'acord amb la fórmula 

següent: 

TH = 4 (n° G+C) + 2 (n° A+T)- 3 

Els oligonucleòtids dissenyats d'aquesta manera han estat subministrats per 

Boehringer Mannheim (MWG-Biotech. Syntesis Lab.. Alemanya) de manera 

liofi litzada. Aquests, es resuspenen amb 200 ¡..tL d'aigua Milli-Q autoclavada i es realitza 

una determinació espectrefotomètrica de la seva concentració per dilució 1/100 i prenent 

la relació entre unitats de densitat òptica i concentració de ONA que dóna la casa 

comercial. 

11.5.2. Mètode SDM per PCR 

Com ja s'ha dit anteriorment, totes les variants de la ~ asa A produïdes en aquest 

treball s'han realitzat per mutagènesi dirigida per oligonucleòtid mitjançant la reacció de 

la polimerasa. Es tracta d'un sistema prou ràpid (3-4 dies) que permet treballar amb 

ONA de plasmidi (de doble cadena), cosa que facilita totes les etapes preliminars 

encaminades a l'obtenció de DNA motllo. 

El procediment general per a l'obtenc ió del s mutants per PCR que s'ha seguit en 

aquest treba ll és el que s'indica tot seguit: 

Es parteix del D A motllo, que correspon al fragment que es vol mutar (gen de la 

RNasa A o del mutant Y 115W), inserit en un vector adequat (pUC 119) per al qual es 

tenen dos oligonucleòtids que s'hibriden a cadascun dels extrems del seu lloc de 

clonatge múltiple, a cadenes diferents (encebadors universals: RUP i FUP). En una la 

PCR s'amplifica una part del fragment inserit, la compresa entre les regions a les que 

s'hibriden l'encebador mutagènic i un dels encebadors universals. Una de les cadenes del 

producte obtingut d'aquesta I a PCR, degudament purificat tal com s'explicarà més 

endavant, servirà com a encebador per a una 2a PCR, en la qual el ONA motllo segueix 

essent el vector que porta incorporat el fragment a mutar, i l'altre encebador és 

l'universal contrari al que s'ha utilitzat en la la PCR. El producte final de la 2a PCR és 

90 



~laterial i \-le:odes 

purificat per ser posterionnent digerit amb dos enzims de restricció i inserit a un vector 

de clonatge (pUC 119) amb el qual es transfonnen cèl·lules competents d'E. coli. 

A continuació es detallen els programes del tcrmociclador utilitzats per a la 

realització de la la i 2a PCR, així com també les concentracions dels diferents 

components de la barreja de reacció. Cal notar que les dues reaccions són molt 

semblants. i que la diferència principal és la utilització d'encebadors diferents. 

la PCR 

Barreja de la reacció: 

Vent Buj{er xI O 

di\TPs I O m~ I (0.2 mM final} 

dsD~A motllo (50-100 ng pUC 119-insen) 

Encebador uni\'crsal (20 pmol de FUP o RL:P) 

Encebador mutagènic (::!0 pmol) 

Aigua Mill i-Q auroclavada 

Deep l'en/& DNA polimerase (I unitat) 

Oli min~o:ral 

Programa del Termociclador: 

I mina 94°C 

Rcperició de JO cicles: 

lO ~tL 

2 ¡.¡L 

IO¡.¡L 

5 ¡.¡L 

5 ~tL 

68 ¡.¡L 

0,5 ¡.tL 

40 ¡.tL 

I min 15 sega 94°C (desnaturalirzació) 

I mina 55°C (aparellament) 

I mina noc (extensió) 

5 mina 72°C (extensió tinal) 

Indefinidament a 4°C 

2a PCR 

Barreja de la reacció: 

Vent Buffer xI O 

d 'TPs lO m:-..-1 (0,4 mM final) 

dsD~A motllo (50-I 00 ng pUC 119-ínsert) 

Encebador Unl\t.:rsal (20 pmol de FUP o RUP) 

Producte purificat de la I a PCR (la meitat) 

Aigua Mill i-Q autoclavada 

Deep l'e111'ED.V..J polunerase ( I unitat) 

Oli mineral 

Programa del Termociclador: 

Imina 94°C 

Repetició de JO cicles: 

I min 15 sega 94°C (desnaturalització) 

I min JO sega 45°C (aparellament) 

I min 15 sega noc (extensió) 

lO mina 72°C (extensió final) 

Indefinidament a 4°C 

lO ~L 

4 ¡.¡L 

IO¡.¡L 

lO ¡.¡L 

5 ¡.¡L 

60 ~1L 

0,5 ¡.¡L 

40 ~L 

Per a totes dues PCR cal dispensar en un tub per a termociclador els components 

indicats, en condicions d'asèps ia i preferiblement en un bany de gel. El volum final de 

les barreges de reacció és sempre 100 flL, cosa que s'aconsegueix, si cal , jugant amb el 

volum d'aigua MiiJi-Q. 

Cal utilitzar sempre l'encebador universal de sentit contrari al mutagènic durant la la 

PCR. i l'altre encebador universal durant la 2a PCR. 

L'últim component de la reacció en afegir-se ha de ser la polimerasa de D 'A Deep 

Ven/'i1', que pel fet de tenir ac tivitat exonucleasa podria degradar els encebadors abans 
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d'iniciar-se el programa del termociclador. Tan bon punt s'ha afegit la polimerasa, es 

dispensa l'oli mineral i el tub es posa al tennociclador. ja a 94°C. 

Aquestes han estat les condicions de partida, però això no vol dir que en casos 

punnmls no s'hagi hagut de jugar amb les proporcions d'encebadors i DNA motllo, així 

com amb la temperatura de l'etapa d'aparellament. 

Purificació del producte d'una PCR 

Després de cada PCR cal purificar del producte resultant. Això s'ha fet sempre 

mitjançant una extracció amb cloroform amb posterior precipitació amb etanol i acetat 

sòdic utilitzant poliacrilamida com a agent coprecipitant o carrier. Aquest mètode, basat 

en el d'Strauss i Gaillard (1990) és útil tant per a precipitar petites quantitats de DNA 

(de 100 a 1 ng), com per DNA poc concentrat. EI protocol seguit per a la precipitació 

del producte de la PCR ha estat el següent: 

I. Recuperar 90 1-1L del producte de la PCR sense arrossegar oli mineral (eixugant l'exterior de la 

punta de la pipeta amb paper assecant si hi queden restes d'oli). 

2. Afegir-hi 90 !JL d'una barreja de fenol:clorofonn:alcohol isoamflic (25:24: 1). 

3. Agitar en vòrtex fins a formar una emulsió. 

4. Centrifugar a 12000 xg durant 5 min. 

5. Recuperar 85-90 1-1L de la fase aquosa (superior) i tranferir-la a un nou tub eppendorf 

6. Afegir-hi 9 ¡..tL d'acetat sòdic 3 M autoclavat i 8 ).!L de poliacrilamida 0,25 % preparada com 

s'indica més avall. 

7. Agitar en vòrtex. 

8. Afegir-hi 275 ~LL d'etanol absolut fred i invertir unes quantes vegades. 

9. Deixar a -80°C duram I ho bé a -20°C durant la nit. 

10. Centrifugar a 12000 xg durant lO mín. 

Il. El iminar el sobrenadant per aspiració. 

12. Rentar el sediment afegint al tub l mL d'etanol 70 % fred i invertir el tub dues vegades. 

13. Centrifugar a 12000 xg durant 5 minuts. 

14. Tomar a eliminar el sobrenadant per aspiració. 

15. Deixar assecar el sediment. 

16. Resuspendre amb el volum desitjat d'aigua Milli-Q autoclavada (generalment 15 ¡..tL) i carregar­

ho a un gel d'agarosa (apartat 11.3.2.1) a l' l ,4 % o bé guardar-ho a -20°C. Posteriorment, es 

purifica a partir d'agarosa mitjançant el sistema Geneclean® o MERmaid® (apartat !1 .3.2.2), 

depenent de la longitud del fragment amplificat. 
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El protocol per a la preparació de la solució de poliacrilamida al 0.25 °o com a agent coprecipitant per 

a la precipitació de proteïnes és el segUem: 

I. Per a un volum final de solució estoc. barrejar: 

acrilamida 1.25 g 

Tris-base I M I mL 

acetat sòdic 3M 167 1-1L 

EDT A 0.5 M, pH 7.8 I 00 ~tL 

aigua destil·lada fi ns a 25 mL 

La solució resu ltant és acrilamida 5 % en Tris 40 nu\11. acetat sòdic 20 mM, EDTA 2 mM. pH 

7,8. 

2. Polimeritzar la solució anterior afegint-hi 1/ 100 volum de persulfat amònic al 10% i 1/ 1000 

volum de TEMED. Deixar a temperatura ambient durant 30 min, fins a la completa 

polimerització. 

3. Afegir acetat sòdic fins a una concentració final de 0,3 M i precipitar el polímer durant 5 min 

en gel per addició de 2.5 volums d'etanol absolut fred. 

4. Centrifugar el precipitat a I 0000 xg durant S min i eliminar el sobrenadant. 

5. Rentar el sediment amb etanol 70 °~ fred . centrifugar i retirar el sobrenadant. 

6. Deixar assecar el sediment i dissoldre'! amb aigua destil· lada fins a una concentració final de 

0,25 %. És convenient guardar aquesta solució de treball en alíquotes i a -20°C. 

Una vegada purificat el producte de la 2a PCR. que suposadament conté el gen de la 

Rl\asa A amb la mutació incorporada. i el vector pUC 119 seleccionat per al seu 

clonatge se sotmeten a digestió amb els enzims de restricció Hin dllf i Bam HI. La 

barreja de cada digestió es carrega a un gel d'agarosa a l' 1,4 % per posteriorment 

purificar. a partir d'agarosa mitjançant el sistema Geneclean®, la banda corresponent a 

cada producte digerit. Finalment. es procedeix al lligament corresponent i amb el qual es 

transformen cèl·lules competents d'E. coli de la soca TG I que se sembren en plaques 

LS-agar + Ap. D'entre les colònies transformants obtingudes. se seleccionen Ics que han 

incorporat correctament la mutació. cosa que es compro\'a per seqüenciació del ONA. 
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II.6. Seqüenciació de D~A 

La seqüenciació del 01\A corresponent al gen de la RNasa A mutat ha estat el 

mètode que ha permès vaJ i dar els diferents clons obtinguts, després del procés de 

mutagènesi dirigida. El mètode seguit ha estat el mètode enzimàtic de Sanger (Sanger i 

col., 1977; San ger i Coulson, 1978), també anomenat del dideoxi, i s'ha uti litzat dsD rA 

com a DNA motllo (pUC l l9-insert). Per a la detecció de les cadenes de DNA s'ha 

utilitzat la seqüenciació manual amb tinció de nitrat de plata, que havia estat prèviament 

posada a punt en el nostre laboratori per Canals ( 1997), o la seqüenciació automàtica, la 

qual s'ha realitzat en el Servei de Seqüenciació de la Facultat de Veterinària del 

Departament de Bioquímica de la Universitat Autònoma de Barcelona, amb un 

seqüenciador Applied Biosystems 373 A. 

A continuació es descriu breument la preparació del ONA a seqüenciar i les etapes 

d'aquest procés de seqüenciació: 

I. Extracció de ONA plasmídic (pUC 119+insert) del clon seleccionat (apartat 11.3 .1.1 ). 

2. Carregar-lo a un gel d'agarosa (apartat 11.3 .2.1) i purificar el dsDNAccc mitjançant el sistema 

Geneclean® (apa11at 11.3.2.2). 

3. Amplificació de la zona corresponent al lloc de clonatge múltiple del vector pUCIJ9+insert a 

seqüenciar mitjançant PCR (apartat 11.3.2.5). 

4. Purificació del producte amplificat de la PCR (apartat 11.5 .2). 

5. Reacció de seqüenciació cíclica seguint el protocol descrit per Canals ( 1997) i utilitzant com a 

ONA motllo el producte de l'apartat anterior i l'encebador universal (RUP). 

6. Electroforesi de ONA en gel de poliacrilamida-urea (Canals, 1997). 

7. Tinció del gel de seqüenciació amb nitrat de plata (Canals, 1997). 

Els passos 3,4,5,6 i 7 s'han seguit només per preparar el ONA que havia de ser 

seqüenciat manualment. 
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11.7. ~lètodes d e t reba ll amb proteïne 

ll.7.1. Obtenció de la Ri bonucleasa A no recombinant 

La R_'\Jasa A no recombinant utilitzada en la realització d'aquest treball s'ha obtingut 

per purificació de la RNasa pancreàtica bovina comercial de Sigma Chemical Company 

(EUA) mitjançant cromatografia de bescanvi iònic seguint el mètode descrit per AJonso 

i col. ( 1986). Aquest mètode suposa la realització d'una cromatografia de bescanvi 

cmiònic emprant una reïna de tipus C 1- epharose CL-6B (Pharmacia, Suècia). L'equip 

cromatogràfic a pressió atmosfèrica estava constituït per una bomba peristàltica LKB P­

I i un col·lector de fraccions Redifrac (Pharrnacia Biotech, Suècia). El seguiment de l 

perfil cromatogràfic s'ha fet per mesures d'absorció a l'ultraviolat emprant un 

espectrefotòmetre Milton Roy Spectronic 3000 Array (EUA) o un CEClL CE6602 

(Anglaterra). Aquests equips són els que s'han utilitzat al llarg d'aquest treball, en tots 

els cromatogrames a pressió atmosfèrica que es descriuran més endavant. Així mateix, 

totes les cromatografies descrites s'han portat a terme a temperatura ambient. 

Per a Ja purificació de Ja RNasa A, es di ssol I g de RNasa comercial en 40 mL (1.83 

mM) d'amortidor Tris'HCI 15 m.\11, pH 8,0, i s'aplica Ja mostra a una column a 

empaquetada amb la reïna abans esmentada. Les característiques i condicions d'aquesta 

cromatografia s'indiquen a continuació: 

Dimensions columna: 

Volum: 

Flux: 

Fraccions recollides: 

Amonidor d'equilibrat: 

Volum de mostra: 

Amonidor de rentat: 

Gradient: 

Enregistrament: 

2.5 x 60 cm 

250 mL 

80 mL/h 

4,5 mL 

Tris!HCI 15 mM, pH 8.0 (500 mL) 

40 mL 

Tris/HCI I 5 mM, pH 8,0 ( I 00 mL) 

0-0,17 M de , aC I en Tris/HCI IS mM, pH 8,0 (fill mL +600rnL) 

280 nm 

En la FIGURA II.2 es presenta e l perfil d'elució enregistrat a partir de la lectura 

d'absorbància a 280 nm. La R."l"asa A s'elueix en un pic majoritari al final del gradient, 

aproximadament a un valor de conductivitat de 12 mS. El pic minoritari que apareix en 

el cromatograma correspon a la mateixa RNasa A amb diferents graus de glicosilació. 
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FIGURA 11.2. 

Perfil cromatogràfic corresponent a la cromatografia de bescanvi catiònic per a la purificació de la RNasa 

A comercial. El pic corresponent a la fracció no glicosilada (fraccions núm. 220-240) s'elueix a un valor 

de conductivitat de 12 mS. (e) Absorbància a 280 nm. (O) conductivitat en mS·cm· 1. 

Les fraccions corresponents al pic de RNasa A no glicosilada s'aj unten i es dessalen 

per diàlisi enfront d 'aigua Milli-Q (5 litres) durant 24 h realilzant un canvi a les 12 h. Es 

liofilitza i es guarda a -20°C fins al moment del seu ús. 

Les diàlisis s'han realitzat amb sacs de mida d'exclusió 3500 Da (MWCO, molecular 

weight cut off) (Spectra/Por®, Spectrum, EUA) de 29 mm de diàmetre, els quals s'han 

rentat exhaustivament en aigua destil·lada abans de la seva utilització. Aquests tipus de 

sacs són els que s'han utilitzat al llarg d'aquest treball, en totes les diàlisis realitzades. 
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II.7.2. Purificació de les R."lases A recombinants expre ades en E. coli BL21 (DE3) 

La ribonucleasa A recombinant (rRNasa A) i les seves variants s'han aïllat a partir de 

cultiu de cèl·lules d'E. coli BL21(DE3) rransfom1ades amb els vectors corresponents 

(pBXR o pBXR-mutació) que havien estat creixent en 1 litre de medi TB ~ Ap 50 

Jlg 'mL durant 2-4 hores després de la inducció amb IPTG I rn..\11 tal i com s'ha descrit a 

l'apanat 11.2.5.2. 

Per a la purificació de les ribonucleases recombinanrs d'aquest treball s'han utilitzat 

indistintament dos protocols, els quals s'han anomenat A i B, respectivament. 

II.7.2.1. Purificació de les rR'lases A seguint el protocol A 

A continuació s'esquematitzen les etapes del protocol A seguit per a la purificació de 

les rR.l\Jases A. el qual està basat en el descrit per deiCardayré i col. ( 1995) amb algunes 

modificacions: 

1. olubi lització de les rRNases A. 

2. Cromatografia de bescanvi catiònic a pressió atmosfèrica en presència d'urea i 

DTT. 

3. Plegament i oxidació. 

4. Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC. 

1. Solubi lització de les rRNases A 

Atès que l'estructura del gen codificador per a la rRl'\Jasa A es troba fusionat darrera 

el pèptid senyal pelB. aquesta proteïna està preparada per ser exportada a l'espai 

periplasmàtic de la cèl·lula bacteriana. Ara bé. s'ha vist que en centrifugar el cultiu 

cel· lular previ xoc osmòtic d'aquest, no es troba presència de la proteïna en el 

sobrenadant. A causa d'aquest fet, s'ha iniciat la purificació partint del sediment cel·lular 

obtingut en centrifugar tot el cultiu. 

Els passos seguits en el processament del cultiu i la solubilització de les rRNases A 

han estat els següents: 

1. Centrifugar a 10000 r.p.m. a -l°C durant 20 min per tal de recollir les cèl·lules. 

2. El sediment que s'obté es dissol en 200 mL d'amortidor de solubilització, el qual 

permetrà solubili tzar la proteïna alhora que trenca les cèl· lules. La composició d'aquest 
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amortidor s'indica a continuació: 

Tris "HCI 20 mJ\1. pH 7.8 

urea 6M 

EDTA Im 

PMSF 0,2 mM (dissolt en 500 J.!L d'isopropanol) 

DTT 20 mM 

Les solucions d'urea a concentracions elevades i a pH~7 desplacen l'e9uilibri entre la 

urea i el cianat d'amoni de manera que la concentració de cianat d'amoni esdevé 

significativa. En aquestes condicions Ja R~asa A pot ser modificada químicament pel 

cianat d'amoni, el qual pot carbamilar residus de lisina de manera irreversible (Stark i 

col.. I 960) reduint la càrrega de la proteïna. Per tal d'evitar la presència d'ions cianat, la 

solució d'urea 6 M utilitzada, tant per a la preparació de l'amortidor de solubilització de 

la proteïna corn pels amortidors utilitzats en la cromatografia a pressió atmosfèrica, va 

ser desionitzada utilitzant la reïna de bescanvi iònic AG® 50l-X8(D) (Bio-Rad, EUA). 

Aquesta reïna es va addicionar directament a la solució i es va mantenir en agitació fins 

al moment de la seva utilització, per preparar els amortidors necessaris. Aleshores, es va 

filtrar la solució per separar les boletes de reïna. Aquesta reïna de bescanvi iònic té la 

particularitat que conté un colorant blau unit irreversiblement a les seves boletes que 

canvia a color groc quan s'ha exhaurit la capacitat bescanviadora d'aquesta. 

3. Una vegada està completament resuspès el sediment s'incuba a 37°C durant l h i 

amb agi tació constant a 250 r. p.rn. 

4. Se centrifuga novament a l 0000 r.p.m. a 4°C durant 20 min. 
5. El sobrenadant, anomenat S 1, es reserva i el sediment es resuspèn novament en 

200 mL d'amortidor de solubilització. 

6. Es repeteixen els passos 3 i 4. 
7. El sobrenadant. anomenat S2, s'aj unta amb el sobrenadant S 1 i el sediment es torna 

a resuspendre en I 00 mL d'amortidor de solubilització. 

8. Es repeteixen de nou els passos 3 i 4. 
9. Finalment, el sobrenadant, S3, s'ajunta amb la barreja de sobrenadants S 1 i S2 per 

constituir la mostra que serà posteriorment sotmesa a cromatografia de bescanvi catiònic 
per dur a terme la purificació de la proteïna recombinant, (S 1 +S2+S3). 
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2. Cromatografia de bescanvi catiòruc a pressió atmosfèrica en presència d'urea i 

DTT 

'ha utilitzat com a primer pas de purificació una cromatografia de bescanvi catiònic 

emprant una reïna del tipus CM-Sepharose CL-68 (Pharmacia) a pressió atmosfèrica i a 

temperatura ambient. Les característiques i condicions d'aquesta cromatografia 

s'indiquen a continuació: 

Dimensions columna: 

Volum: 

Flux: 

Fraccions recollides: 

Amonidors d'equilibrat: 

Volum de la mostra: 

Amortidor de rentat: 

Gradient: 

Enregistrament: 

2.5 x 20 cm 

100 mL 

30 mL!h 

3,5 mL 

a. Tris HCI 20 mM. pH 7.8 (200 mL) 

b. Tris/HCI 20 mM, pH 7,8, urea 6M (250 mL) 

c. TrisiHCI20 mM, pH 7,8, urea 6 M, DTT 2 mM (100 mL) 

500 mL (corresponents a la fracció S 1 +S2...-S3) 

Tris!HCI 20 mlvl, pH 7,8, urea 6 M. DTT 2 mM (200 mL) 

0-0,5 M de NaCI en el darrer tampó d'equilibrat (3). 

280 nm 

Detecció de les fraccions amb activitat ribonucleasa: 

Les fraccions amb activitat ribonucleàsica s'han detectat pel mètode de determinació 

ck l'activitat R rasa que uti li tza la tècnica de Ja placa d'agarosa en presència del substrat 

natural de la RNasa, I'Rl"'A. Gràcies a aquesta tècnica es poden assajar les diferents 

fraccions de la cromatografia d'una manera ràpida, senzilla i sensible, permetent, al cap 

dl.! 2~ h. retmir les fraccions de la cromatografia corresponents a la proteïna amb 

acti\'itat ribonucleasa. A l'apartat li. 7.5.2 es detalla el protocol per a realitzar aquesta 

tècnica. 

3. Pleg:ament i oxidació 

La mostra corresponent a les fraccions amb activitat ribonucleasa reunides es dilueix 

amb amortidor Tris!HCI 20 mM, pH 7,8 fins a una concentració fïnal de 0,6 mg/mL, 

estimada a partir de Ja determinació de l'absorbància a 275 nm i considerant el valor 

A O. I 002Jsnm = 0.68 DO per a la R.!'\Jasa A reduïda i desnaturalitzada. Per a les variants de 

la RNasa A que contenen triptòfan s'ha determinat la concentració pel mètode de 

Bradford (apartat ll.7.3.2). A continuació, es dialitza la mostra en dues etapes per tal de 

faci litar la renaturalització i la reoxidació de la rRNasa A, la qual es troba 
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desnaturalitzada i reduïda a causa de les etapes anteriors portades a terme en condicions 

desnaturalirzants i reductores. 

la diàlisi: S'ha realitzat enfront de l'amortidor Tris/HCl 20 mM. pH 7,8, 0:aCI 0,1 M. 

GSH (glutatió reduït) l m .. \1. GSSG (g lutatió oxidat) 0,2 m\-1. Aquesta diàlisi permet 

eliminar la urea i el OTI. alhora que permet el procés de reoxidació dels quatre ponts 

disulfur. El temps de diàlisi total ha estat de 2.f h. realitzant un canvi a les 12 h. El 

volum d'amortidor utilitzat ha estat, en ambdós casos, de 2,5 L. 

2a diàlisi: S'ha realitzat enfront de l'amortidor Tris/HCl 20 mM, pH 7,8 per tal 

d'acabar d'eliminar la urea i el DTT que no s'hagi descartat en la primera diàlisi i alhora 

eliminar la sal i el gutatió de la diàlisi anterior. El temps i el volum de diàlisi han estat 

els mateixos que en la primera diàlisi. 

Finalment, com que el volum de mostra era molt gran s'ha dialitzat enfront d'aigua 

desti l·lada Milli-Q per tal de poder-la concentrar posteriorment per liofilització. El 

temps i el volum de diàlisi han estat els mateixos que en les diàlisis anteriors. La mostra 

dialitzada s'ha centrifugat a 10000 r.p.m. a 4°C durant lO min per tal d'eliminar la 

fracció de proteïna no soluble. El sobrenadant corresponent a aquesta centrifugació s'ha 

liofilitzat i guardat a -20°C fins a la seva utilització. 

4. Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC 

En aquest treball, l'HPLC (High Porformance Liquid Chromatography) ha estat 

d'utilitat tant en la seva vessant preparativa (quan suposava una etapa de purificació) 

com en la vessant purament analítica (quan servia per comprovar la puresa d'una 

mostra). Totes les cromatografies pel sistema d'HPLC s'han realitzat en un equip Waters 

(Millipore Corp., EUA) que consta dels següents components: 2 bombes del model 

Waters 510, un injector Rheodyne 7125 acoplat a un loop de 200 ¡..tL o d'I mL 

(Rheodyne, EUA) i un detector del model Waters 995 Photodiode Array. El sistema es 

controla per ordinador amb el programa Software Milenium 20 lO, Chromatography 

Manager, Microsoft Corporation, EUA. 

Tots els amortidors utilitzats per HPLC s'han preparat en aigua destil·lada Milli-Q. 

filtrat amb filtres de 0,22 ¡..tm de diàmetre de por i desgasificat durant 15-30 mín. 

Aquest tipus de cromatografia ha estat l'última etapa de purificació de les rRNases A. 

La mostra liofilitzada amb activitat ribonucleasa purificada per cromatografia de 
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bescanvi catiònic a pressió atmosfèrica i posteriorment replegada i reoxidada, s'ha 

resuspès en amortidor Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 i s'ha sotmès a diàlisi enfront de 5 L del 

mateix amortidor durant 24 h, realitzant un canvi a les 12 h. Després s'ha centrifugat la 

mostra dialitzada a 10000 r.p.m. a 4°C durant 20 mi n. El sobrenadant s'ha injectat a 

l'equip d'HPLC. Les condicions d'aquesta cromatografia es descriuen a cominuació: 

Solvents: 

Columna: 

Flux: 

Rentat: 

Gradient: 

Enregistrament: 

Amortidor A) Tris,HCI 20 m\-1. pH 8.0 

Amortidor B) TrisfHCI 20 mM, pH 8,0, NaCI I M 

Mono-s® HR 5/5-FPLC (Pharmacia, Suècia) 

I ,O mLfmin 

I 0-20 min amb l'amortidor A 

0-15 % de l'amanidor B en 45 min 

15-1 00 % de l'amortidor B en 5 min 

I 00 °1> de l'amortidor B durant 5 min 

2 14-280 nm 

Una vegada obtingut el perfil d'elució d'aquesta cromatografia, s'han reunit les 

fracc ions corresponents al pic central i majoritari, i s'ha dialitzat enfront d'aigua Milli-Q 

(5 L) durant 24 h, realitzant un canvi a les 12 h. Finalmem s'ha filtrat amb filtres de 0.22 

¡..tm de diàmetre de por i s'ha liofilitzat per a la seva conservació. La proteïna pura s'ha 

emmagatzemat a -20°C, d'aquesta manera es manté en òptimes condicions durant mesos. 

Il . 7.2.2. Purificació de les rRNases A seguint el protocol B 

A continuació es detalla el protocol B que s'ha posat a punt, el qual està basat en el 

descrit per Kim i col. (1995) amb bastantes modificacions. Les etapes d'aquest protocol 

són les següents: 

I. Trencament cel-lular i solubilització de les rRNases A 

2. Plegament i oxidació 

3. Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HP LC 

1. Trencament cel.lular i solubilització de les rR.."\J'ases A 

1. Centrifugar el cultiu a 5000 r.p.m. a 4°C durant 15 min i resuspendre el sediment 

que s'obté en 50 mL de l'amortidor de lisi: Tris/HCl 20 mM, pH 8,0, EDT A 1 O mM. 

Guardar-ho a -80°C. 
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2. Descongelar la suspensió de cèl·lules en un bany d'aigua a 37°C i posteriorment 

mantenir-les en gel picat. 

3. Lisar les cèJ.Iules resuspeses passant-les dues o tres \'egades per la French Press'E 

( LM Aminco& Spectronic Instruments. EUA) utilitzant la cel·la 20K. que permet un 

volum màxim de 40 mL i una pressió màxima de 1260 psi. i un injector automàtic. Cada 

vegada que es passa la mostra per la French Press & s'ha d'apreciar una disminució de la 

viscositat d'aquesta. És convenient mantenir la mostra en gel picat quan no està dins la 

French Press'B.. 

4. Centrifugar les cèl·lules lisades a 12000 r.p.m. a 4°C durant l h. Eliminar el 

sobrenadant. 

5. Resuspendre el sediment. corresponent al material insoluble on es troba la proteïna 

recombinant. en 12 mL de l'amotidor de solubilització: Tris/HCl 20 mM, pH 8,0, clorur 

de guanidini 6 M, EDT A 1 O mM. Aquest amortidor es prepara de la següent manera: 

Tri s-base 

EDTA 

aigua Mill i-Q 

0,121 g 

0,186 g 

fins a 25 mL 

La solució resultant serà TrisiHCl 40 m:vt, pH-8.5, EDT A 20 mM 

A continuació s'hi dissol el clorur de guanidini (Gdn·HCI) tenint en compte la relació entre els grams 

de Gdn·HCI per gram d"H20 en funció de la concentració de Gdn·HCI desitjada, essent de 1,0 g 

Gdn·HCI/g H20 per a una concentració de Gdn·HCI 6 M: 

Gdn·HCI (Fiuka) 15 g 

Tris/HCI40 mM. pH-8,5, EDTA 20 mM 15 mL 

El pH resultant sol ser proper a 8,0, si no ho és cal ajustar- lo. D'aquesta manera s'obtenen 

aproximadament uns 30 mL de la solució Tris!HCI 20 mM, pi! 8,0, clorur de guanidini 6 M, EDTA 10 

mM. 

6. Repartir el volum del sediment solubil itzat amb la solució desnaturalitzant anterior 

en dos tubs tapats i agitar a 150 r.p.m. a temperatura ambient durant 1 h. Si en el pas 

anterior no s'havia pogut resuspendre bé el sediment, intentar-ho de nou durant aquesta 

etapa. 

7. Afegir 92.5 mg de D~ en pols a cada tub. per tal d'assolir una concentració final 

de 0. 1 M. 

8. Mantenir de nou en agitació durant l h més. Acabar de dissoldre el sediment si 

convé durant aquesta etapa, ja que la presència del DTT ho facilitarà. 

9. Afegir 4 mL més d'amortidor de solubi li tzació a cada tub i centrifugar a 10000 

r.p.m. a 4°C durant 30 min per eliminar el material insoluble. 
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2. Ple!!ament i oxidació 

!.Dialitzar el sobrenadant anterior enfront de 4 L d'àcid acètic 20 m\1 (4.6 mL d'àcid 

acètic glacial (Merck) en 4 L d'a igua Milli -Q) durant 20 h. realitzant un canvi a les -t-5 

h. 

2. Centrifugar la solució dialitzada a 10000 r.p.m. a 4°C durant 30 mín. Potser caldrà 

centrifugar-la una altra \'egada per tal d'eliminar completament el material precipitat 

durant la diàlisi. 

3. Estimar la concentrac ió de les rRl\ases A a partir de la determinació del valor 

d'abso rbància a 275 nm d'una di lució 1/ 10 del sobrenadant anterior (100 ¡..¡L) en la 

solució enfront la qual s'havia estat dialitzant (900 ¡..¡L) i considerant el valor 
A0,1%275nm= 0,68 DO per a la RNasa A reduïda i desnaturalitzada. 

4. Diluir la mostra enTris/HOAc 0.1 M. GSH 3.0 m l i GSSG 0,6 mM fins a una 

concentració final de 0.3 mg/mL de la següent manera: 

-Calcular el volum final que haurà de tenir la mostra per assolir una concentració fmal de 0,3 mglmL. 

- Pendre I/ I O del volum final calculat de la solució amortidora Tris/HOAc 1 M. pH 8,0. 

- Diluir en aigua Milli-Q: 

volum d'aigua Mill i-Q = volum fina l- 1/ 10 del vo lum final- vo lum de mostra 

- Afegir GSH i GSSG de manera que les concentracions finals siguin de 3.0 i 0.6 mM , respectivament. 

-Comprovar el pH de la solució i ajustar si cal. 

- En agitació de la solució, afegir-hi la mostra a poc a poc. 

fantenir-ho en agitació suau durant unes 24 h a temperatura ambient. 

5. Afegir 1/ 100 del volum tina! d'àcid acètic glacial. a poc a poc. a la solució proteica 

per tal d'aturar el procés d'oxidació i deixar 5-1 O min en agitació suau. Guardar, si 

convé, la solució a 4°C. 

Concentració de la solució proteica 

Per tal d'evitar un procés de concentració per liofilització de la solució de proteïna 

resultant de l'etapa de plegament i oxidació, el qual seria llarg ja que el volum de mostra 

ha oscil·lat entre els 180 i 250 mL, s'ha aprofitat que en el nostre laboratori es disposava 

d'un equip d'ultrafiltració tangencial i s'ha optat per concentrar la solució d'aquesta 

manera. Aquest procés s'ha dut a terme amb l'equip Acrylic Minitan II (Millipore, EUA) 

amb quatre plaques de doble filtre de cel· lulosa de mida d'exclusió 5000 Da (molecular 

weiglu cur ojj), també de millipore. acoblat a una bomba peristàltica de la mateixa casa 

comercial. Aquest sistema ha permès una concentració ràpida i eficient de la mostra 

(d'uns 200 mL a uns 40 mL en 30 min). S'ha treballat sempre a una pressió mitja 
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transmembrana d'entre 12 i 13 psi. 

La mostra resultant s'ha dialitzat enfront de Tris HCI 20m L pH 8.0 (5 L) durant 2-l 

h. realitzant un canvi a les 12 h. 

A continuació, s'ha centrifugat la mostra dialitzada a 12000 r.p.m. a 4°C durant 20 

min per eliminar la fracció de proteïna no soluble i s'ha procedit a realitzar una 

cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC. 

3. Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'IIPLC 

Les condicions d'aquesta cromatografia han estat les mateixes que s'han descrit en el 

procés de purificació anterior (protocol A) (apartat 11.7.2.1 ). 

Il . 7.2.3. Comprovació de la puresa i seguiment del procés de purificació de la 

rRNases A 

Una vegada acabat e l procés de purificació de les rRi\lases A. ja sigui mitjançant el 

protocol A o el 8 , s'ha portat a terme: 

I) La comprovació de la puresa de les rRl\ascs A mitj ançant: 

- Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC. 

- Cromatografia de fase inversa pel sistema d'HPLC. 

2) El seguiment del procés de purificació de la rRNasa A. 

l) Comprovació de la puresa de les rRNases A 

Una petita part del liofilitzat corresponent a la fracció principal eluïda en l'etapa de 

cromatografia de bescanvi catiònic per HPLC, s'ha reinjectat a l'equip d'HPLC per dur a 

terme dues cromatografies de caire analític: 

- Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC 

El liofilitzat s'ha resuspès en 100-200 ¡..tL de l'amortidor Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 i 

s'ha recromatografiat, seguint les mateixes condicions de la cromatografia de bescanvi 

catiònic de l'apartat II.7 .2.1, per tal de verificar la puresa d'aquesta fracció quan a 

presència d'i soforrnes diferents de la proteïna. En aquestes condicions de treball la 

RNasa A comercial s'elueix als 35-38 mín. 

-Cromatografia de fase inversa pel sistema d'HPLC 

Aquesta cromatografia, que separa les proteïnes segons el seu grau d'hidrofobicitat, 

eluint-se la proteïna en aplicar un gradient on s'incrementa progressivament la fase 

orgànica, s'ha realitzat amb la finalitat de comprovar la puresa de les RNases A 
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recombinams. 

La mostra liofi lit1ada s'ha resuspès en el di ssolvem A i s'ha centrifugat a I 0000 

r.p.m. a -l°C durant I O mi n. El sobrenadant correponent a aquesta centrifugació s'ha 

recromatografiat en una columna de fase inYersa. 

Les condicions dutes a terme per a aquesta cromatografia s'indiquen a continuació: 

Solvents: A) TF A O, I% en aigua Mill i-Q 

B) acetonitril-TFA O, l% 

Columna: Yydac 2!4-TP C4 ( Vydac, EUA) 

Flux: 0,5 mLimin 

Volum de la mostra: !00 ~-tL 

Rentat: 20 min en 90% de solvent A i I O~ o de solvent B 

Gradient: l 0-22 % de solvent B en 20 min 

22-33% de solvent Ben 80 min 

33-100 °o de solvent Ben 20 min 

100 °o de solvent B durant lO min 

Enregistrament: 21 4-280 nm 

En aquestes condicions de treball la R0fasa A comercial s'e lueix als 84-86 mín. 

2) Seguiment del procés de purificació de la rRNasa A 

Al llarg del procés dc puritïcació de la r~~asa A s'han anat prenent alíquotes en 

diferents etapes, les quals s'han anat guardant a -20°C. La finalitat de prendre alíquotes 

ha estat anali tzar-les posteriorment mitjançant les tècniques que s' indiquen a 

continuació, les quals es descriuen en els apartats indicats entre parèntes is: 

- Electroforesi discontínua en gels de poliacrilamida-SD (Il. 7.4.1) 

- Gels de poliacri lamida-SDS amb poli(C) re,·elats per activitat (Il . 7.5.3) 

-Determinacions de proteïna total (Bradford) (II.7.3.2) 

Alíquotes que s'han pres seguint el protocol de purificació A: 

a. Fracció del procés dl! solubil ització de la r~'lasa A corresponent a 1 -~.. 2+ 3· 

b. Fracció majoritària amb activitat ribonucleasa corresponent a la cromatografia de 

bescanvi catiònic (CM-Sepharose) a pressió atmosfèrica en presència d'urea i 

DTT. 

c. Fracció de proteïna soluble corresponent al sobrenadant de la proteïna amb 

105 



Material 1 Mètodes 

activitat ribonucleasa que després del procés de replegament i reoxidació s'ha 

centrifugat per tal d'eliminar-ne la fracció de proteïna no soluble. 

d. Fracció majoritària amb activitat ribonucleasa de la cromatografia de bescanvi 

catiònic pel sistema d'HPLC (Mono-S® HR 5/5-FPLC). 

Alíquotes que s'han pres seguint el protocol de purificació 8 : 

a. Fracció soluble corresponent al procés de solubilització de la rR..'\asa A amb 

Tris/HCI 20 mM. pH 8,0, EDTA I O mM, Gdn·HCI 6M, DTT 0,1 M, posterior al 

procés de trancament cel·lular. 

b. Fracció de proteïna soluble de la diàli si enfront d'àcid acètic 20 mM. 

c. Fracció amb activitat ribonucleasa corresponent al procés final de replegament i 

oxidació. 

d. Fracció majoritària de Ja cromatografia de bescanvi catiònic per HPLC Cvlono-s® 

HR 5/ 5-FPLC). 

11.7.3. Determinació de la concentració de proteïna 

11.7.3.1. Mètode espectrefotomètric 

La concentració de rRNasa A purificada i de IU\asa A bovina comercial s'han 

determinat per espectrefotometria, mitjançant la llei de Lambert-Beer, a partir del valor 

d'absorbància a 278 nm i utilitzant el coeficient d'extinció molar de Ja proteïna a aquesta 

longitud d'ona E277,5 = 9800 M·l cm·l (Seia i Anfinsen, 1957). Aquest mètode s'ha 

aplicat també per a les variants de la RNasa A que no contenen triptòfan, una vegada 

s'ha comprovat que els seus coeficients d'extinció molar eren molt similars al de la 

R.Nasa A. 

A més, i per tal de realitzar una primera comparació de l'estructura global entre Ja 

rRNasa A i la comercial, així com també entre les diferents variants de Ja RNasa A 

recombinants, s'ha realitzat un espectre d'absorció a la regió UV, en el marge 

corresponent a 240-340 nm, de les proteïnes. Els espectres d'absorció s'han realitzat amb 

un espectrefotòmetre Hewlett Packard H P 8252 A i cubetes d'I cm de pas de llum. 
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11.7.3.2. '-1ètode de Bradford 

L'estimació de la quantitat de proteïna total present en les diferents etapes del procés 

de purificació i la determinació de Ja concentració de les variants de Ja RNasa A que 

contenen triptòfan s'han realitzat pel mètode de Bradford (1976). Aquest mètode. basat 

en el canvi del màxim d'absorció, de 465 nm a 595 nm. del colorant blau bri llant de 

Coomassie en solució àcida quan s'uneix a les proteïnes. presenta uns quants avantatges 

respecte dels tradicionals mètodes de Lowry i del Biuret com ara la rapidesa de la 

reacció i l'estab il itat de l'absorbància del complex proteïna-colorant durant I h. El reactiu 

utilitzat ha estat subministrat per Bio-Rad (EUA). 

El procediment de microassaig que s'ha seguit s' indica a continuació: 

I. Es prepara una recta patró d'albúmina de sèrum boví (BSA) amb els següents nivells de 

concentració: I, 2. 5, 8, 10, 15.20 i 25 J.lg.'mL de proteïna en 800 J.!L d'aigua destil-lada Milli-

Q. 

Paral·lelament es prepara també una recta parró de RNasa A comercial amb nivells de 

concentració: I, 2, 4, 6, 8 i lO J.lg/mL de proteïna en 800 ¡..¡L d'aigua destil·lada Milli-Q. S'han 

escollit aquests nivells després d'haver observat que per a concentracions superiors a I 0- 15 

J.lg.'mL de RNasa A es perd linealitat en aquest assaig. 

2. Es preparen diferents dilucions de les mostres a analitzar de 800 )lL de volum fins que es rrobin 

dintre el marge comprès per la recta parró. 

3. S'afegeixen 200 ~tL del reactiu de Bradford, subministrat per Bio-Rad. sense diluir i s'agita 

immediatnmenr invertint el tub vàries vegades o bé fent ús de l vòrtex. 

4. Després d'agitar cal esperar un mínim de 5 min i un màxim d'I h i es mesura l'Abs595 enfront 

d'un blanc preparat amb 800 J.!L d'aigua destil·lada Mill i-Q i 200 J..lL de reactiu. 

5. Finalment es construeixen els gràfics d'A595 versus concenrració de prote'ina (!lgfmL) per a les 

dues rectes patró i s'hi interpolen les diferents mosrres, tenint en compte el factor de dilució 

utilitzat per a cadascuna. 

JJ. 7.4. Mètodes electroforètics 

11.7.4.1. Electroforesi discontínua en gels de poliacrilamida-SDS 

Les electroforesis de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants permeten Ja 

separació de proteïnes en funció de Ja seva massa molecular i s'han emprat com a 

mètode analític en el seguiment del procés de purificació de les rRNases A. 
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En aquest treball s'ha utilitzat el mètode d'electroforesi discontínua descrit per 

Laern.mli (1970), consistent en un gel superior (gel concentrador) que té la funció de 

concentrar les proteïnes abans que aquestes entrin en el gel inferior (gel separador) que 

permet la separació de les proteïnes. En tots els casos s'ha utilitzat l'aparell 

d'electroforesi Mini-Protean li (Bio-Rad) i s'han preparat gels de dimensions: 9 x 6 x 

0,15 cm. 

El procediment que s'ha seguit s'indica a continuació: 

1. Preparació gel separador al 15% d'acrilamida (per a dos gels): 

solució A (acrilamida 30%:bisacrilamida 0,8%) 8 mL 

solució 8 (Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8, SDS 0,4%) 4 mL 

a igua Milli-Q 4 mL 

Desgasiticar la solució i afegir: 

TEMED 8 ¡¡L 

persulfat amònic I O% (p/v) (preparat al moment) 64 )lL 

2. Preparar el Kit d'electroforesi i abocar la dissolució del gel separador en el suport evitant la 

fonnació de bombolles. Acte seguit s'afegeix amb una pipeta pasteur una capa fina d'aigua 

Milli-Q per tal de faci litar la polimerització i pennetre que el front del gel no es deformi. El gel 

es deixa polimeritzar com a mínim 30 min i s'elimina la capa d'aigua amb paper assecant. 

3. Preparació del gel concentrador (per a dos gels): 

solució A (acrilamida 30%:bisacrilamida 0,8%) 

solució C (Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8, SDS 0,4%) 

aigua Milli-Q 

Desgasi ficar la solució i afegir: 

TEMED 

0,6 mL 

1,5 mL 

3,9 mL 

persulfat amònic 1 O % (p/v) (preparat al moment) 60 ~tL 

Abocar el gel concentrador, col ·locar la pinta i deixar polimeritzar. 

4. Preparar la cubeta d'electroforesi i preparar l'amortidor d'elució: 

I 00 mL d'amortidor d'elució x I O (Tris/HCl 0,25 M, g licina 1,92 M, pH 8,3-8,5, SOS 1 %) 

aigua Milli-Q fms a 1 L 

Omplir la cubeta d'electroforesi evitant la fonnació de bombolles en l'extrem inferior dels gels 

per tal d' impedir un corriment electroforètic de les mostres incorrecte. 

5. Les mostres es preparen per dilució amb amortidor d'aplicació de mostres x4 (Tris/HCI 120 mM, 

pH 6,8, glicerol 40 % (v/ v), SOS 8 % (p/v), blau de bromofenol 0,05% (p/v)) a una relació 

mostra/tampó de 3: 1. 
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Opcionalmem, si es vol que l'amortidor d'aplicació de momes tingui caràcter reductor s'afegeix 

[3-mercapwetanol a una concentració final del 15% (vlv). 

S'han utilitzat els marcadors pretenyits de Bio-Rad: fosforilasa b (106000 Da), albúmina de 

sèrum boví (80000 Da). ovoalbúmina (49500 Da), anhidrasa carbònica (32500 Da), inhibidor 

de tnpsina de soja (27500 Da) i lisozim ( 18500 Da). 

6. Les electroforesis es fan córrer a temperatura ambient i amb una intensitat de corrent de 20-30 

rnA i s'aturen 10 minuts després que el colorant blau de bromofenol hagi surtit del gel. 

7. Revelat del gel: Tinció de proteïnes en gels de poliacrilamida amb blau de Coomassie 

Aquest mètode de tinció permet detectar fins 0,3-1 f..lg per banda de proteïna. Tots els passos 

que s'indiquen a continuació es realitzen a temperatura ambient i amb agitació suau: 

a. Fixar els gel submergint-lo durant un període mínim de 30 min en una solució fixadora: 

metanol 50°1>, àcid acètic 7°1>. 

b. Retirar la solució fixadora i submergir el gel durant com a mínim 15 min en una 

dissolució de blau de Coomassie: metanol 50% (v'v), àcid acètic 7% (v/v), blau brillant 

Coomassie R-250 (Sigma. EUA) O, 1% (p/v) 

Ca l dissoldre el colorant en el metano l abans d'afegir l'aigua i l'àcid acètic. 

c. El iminar la solució dc tinció i realitzar varis rentats amb àcid acètic 7% per tal d'eliminar 

l'excés de colorant. 

d. Els gels es poden conservar per períodes de temps prolongats en àcid acètic 7°'o i a 4°C. 

II.7A.2. Electroforesi discontínua en condicions no dcsnaturalitzants 

Quan s'ha pretès d'analitzar la presència de dímers de ribonucleasa s'ha realitzat una 

electroforesi catòdica en gels de poliacrilarnida en condicions no desnaturalitzants que 

és una adaptació del mètode de Reisfeld i col. (1962). 

En tots els casos s'ha utilitzat l'aparell d'electroforesi Mini-Protean n (Bio-Rad) 

s'han preparat gels de dimensions: 9 x 6 x 0.15 cm. 

El procediment que s'ha seguit és el següent: 

I . Preparació gel separador al 7,5% d'acrilamida (per a dos gels): 

solució A (acrilamida 30%:bisacrilamida 0,8%) 4,5 ml 

solució e• 2.25 ml 

solució E (riboflavina 0,00-1 %) 2,25 ml 

aigua Milli-Q 9 ml 

Desgasi ficar la solució i afegir: 

TEMED 30 ~L 
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persulfat amònic I O 0 'o (p ") 240 ~-tL 

* La solució C es prepara d'aquesta manera: 

-diluir 12.8 mL d'àcid acètic glacial en 30 mL d'aigua \-1 illi-Q 

- afegir-hi I mL de TEMED 

- ajustar el pH a ·t O amb 35 ml de KOH I ~~ 

-enrasar a I 00 mL amb aigua ~ili i-Q 

- comprovar el pH i acabar d'ajustar si cal 

2. Preparar el Kit d'electroforesi i abocar la dissolució del gel separador en el suport evitant la 

formació de bombolles Afegir amb una pipeta pasteur una capa fina d'aigua Milli-Q per tal de 

facilitar la polimerització i pem1etre que el front del gel no es deformi. El gel es deixa 

polimeritzar com a mínim 45 minuts i s'elimina la capa d'aigua amb paper assecant. 

3. Preparació del gel concentrador (per a dos gels): 

solució B (acrilamida lO %-bisacrilamida 2.5 °o) 3 mL 

solució O* I ,5 mL 

solució E (riboflavina 0,004 %) I ,5 mL 

aigua Milli-Q 6 mL 

Desgasificar la solució i afegir: 

TEM EO 22,5 ).IL 

persulfat amònic lO % (p/v) (preparat al moment) 120 ~-tL 

Abocar el gel concentrador. col·locar la pinta i deixar polimeritzar. 

• La solució D es prepara de la segllent manera: 

-diluir 4,3 mL d'àcid acètic glacial en 30 mL d'aigua Mill i-Q 

- afegir-hi 0.46 mL de TEMED 

- ajustar el pH a 5.0 amb 50 mL de KOH I M 

- enrasar a I 00 mL amb aigua Mill i-Q 

-comprovar el pH i ajustar si cal 

4. Preparar la cubeta d'electroforesi l'amortidor d'elució: 

250 mL d'amortidor d'elució x4, que s'obtenen així: 

-dissoldre 14,2 g de p-alanina amb 800 mL d'aigua Milli-Q 

- ajustar a pH 4,0 amb àcid acètic glacial 

-enrasar amb aigua Mill i-Q fins a I L 

aigua Milli-Q fms a I L 

Omplir la cubeta d'electroforesi evitant la formació de bombolles en l'extrem inferior dels gels per 

tal d'impedir un corriment electroforètic de les mostres incorrecte. 

5. Les mostres es preparen per dilució amb amortidor d'aplicació de mostres x5 (glicerol 50 % 
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(v'v), verd de metil 0,2° o (p v)) a una relació mostraltampó de 4: I. Es carrega entre 1-2 f.lg de 

proteïna. 

6. Les electroforesis s'han fet córrer a 4°( amb una intensitat de corrent de 20 mA i polan tat 

invertida durant I h. 

7. Revelat de l gel: Tinció de proteïnes en gels de poliacrilamitla amb blau de Coomassie 

Se segueix el mateix protocol que per l'electrofores i en medi desnatUralitzant (apartat Il. 7...1. 1 ). 

11.7.5. Mètodes de determinació de l'activitat ribonucleasa 

Per a la determinació de l'activitat ribonucleasa, ja sigui de forma quantitativa o 

qualitativa, s'han emprat diferents mètodes basats en diverses tècniques: 

11.7.5.1 Determinacions espectrefotomètriques 

A. Seguiment espectrefotomètric de la hidròlisi de citidina 2',3'-fosfat cíclic 

(cCMP) 

Els paràmetres cinètics de la RNasa A comercial i de les rRNases A utilitzant com a 

substrat cCMP s'han determinat pel mètode espectrefotomètric de Crook i col. (1960) 

amb algunes moditicacions (Herries i col., 1962). En aquest mètode la hidròlisi del 

substrat cCMP, corresponent a la segona etapa del mecanisme catalític de la 

ribonucleasa, es mesura seguint l'increment d'absorbància a 296 nm produït pel 

trencament de l'enllaç cíclic i la formació de 3'-CMP. 

Els assajos d'activitat amb cCMP s'han realitzat amb l'espectrefotòmetre Hewlett 

Packard HP 8-l52 A. d'un sol feix de llum. amb detector del tipus Díode Array i cambra 

de cubetes termosraritzada. 

Les condicions d'assaig foren les següents: 

Amortidor: 0,2 M acetat sòdic. pH 5,5 

Temperatura: 25°C 

ubstrat: S'han assajat 10 dilucions de cCMP (Sigma. EUA) entre 0,1 i 3 mM en 

amortidor 0,2 M acetat sòdic, pH 5,5. Les concentracions de les diferents dissolucions 

s'han comprovat a partir del coeficient d'extinció molar del cCMP a 268 nm: E268 = 

8650 M-1 cm-I (Wiglec 1968). 

Enzim: La concentració final d'enzim fou de 0.1 ¡.J.\11 per a tots els casos assajats. 

Volum de reacció: I mL de la solució de substrat + 25 !-!L d'enzim. Les cubetes 

lli 



Mal<!rial i Mètodes 

utilitzades foren de quars d' l cm de pas de llum i 1 mL de capacitat, prev1ament 

rentades amb àcid nítric 30% i, a continuac ió, exhaustivament amb aigua destil·lada. 

Temps de reacció: La reacció és lineal durant 5-1 O mina partir dels 20-30 seg. Es van 

prendre mesures de 300 seg. 
Unitats: V màx en mM/min, Km en mM i kcat en min-I. S'ha uti litzat l'increment 

d'absorció del 3'-CMP respecte al cCMP a 296 nm: t.c296 = 516,4 M-l cm-I (Arús, 

1981 ). 

B. Seguiment espectrefotomètric de la hidròlisi de poli(C) 

Els paràmetres cinètics de la RNasa A comercial i de les rRNases A s'han determinat 

també espectrefotomètricament, utilitzant poli(C) com a substrat, mitjançant el mètode 

espectrefotomètric de mesura del decrement d'absorbància a 294 nm. L'elecció d'aquesta 

longitud d'ona es basa en un estudi de l'evolució en el temps de l'espectre d'absorbàncies 

entre 230 i 320 nm, en el qual es va observar que hi havia una regió de disminució 

màxima d'absorbància entre 292 i 296 nm (Boix, 1993). La determinació de l'activitat 

utilitzant com a substrat el poli(C) permet estudiar el mecanisme catalític de la RNasa A 

enfront de substrats d'alt pes molecular. Els assajos d'activitat amb poli(C) s'han realitzat 

també amb l'espectrefotòmetre Hewlett Packard HP 8452 A. 

Les condicions d'assaig s'indiquen a continuació: 

Amortidor: 0,2 M acetat sòdic, pH 5,5 

Temperatura: 25°C 

Substrat: S'han assajat 8 dilucions de poli(C) (Sigma, EUA) entre O, 1 i 2 mg/mL en 

amortidor 0,2 M acetat sòdic, pH 5,5. Cal tenir molta cura a l'hora de pesar el poli(C), 

utilitzant guants i pinces prèviament submergides en àcid nitric al 30% i esbandides amb 

aigua destil·lada. 

Enzim: La concentració final d'enzim fou de 5 nM per a tots els casos assajats. 

Volum de reacció: 0,5 mL de la solució de substrat + 12,5 ~LL d'enzim. Les cubetes 

utilitzades foren de quars de 0,2 cm de pas de llum i 0.7 mL de capacitat, prèviament 

rentades amb àcid nítric 30% i, a continuació, exhaustivament amb aigua destil·lada. 

Temps de reacció: La reacció és lineal durant 2-3 min a partir dels 10-20 seg. Es van 

pendre mesures de 160 seg. 

Unitats: Ymàx en disminució de Abs/min, Km en mg/mL i Vmàx relativai[E0 ] en %. 

[E0 ] és Ja concentració final d'enzim. 
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Pel càlcul de les constants cinètiques Km i Vmàx· tant en els assajos amb poli(C) com 

amb cCMP. s'ha utilitzat el programa d'anàlisi de dades per regressió no li neal 

E. ZFITTER. A non-linear regression data analysis program (Leatherbarrow, 1987). 

Les velocitats inicials es van calcular a partir de la tangent a l'origen de la progressió 

cinètica amb el programa HP 8953 1 A de l'espectrefotòmetre Hewlett Packard HP 8252 

A. 

Il. 7.5.2. Determinació en placa d'agarosa 

Les plaques d'activitat constitueixen una eina molt sensible i ràpida per determinar 

les zones d'una cromatografia que presenten activitat ribonucleasa. ja que permet assajar 

un elevat nombre de fraccions en un temps inferior al que requereixen els mètodes 

espectrefotomètrics o electroforètics. Aquesta tècnica es basa en determinar les regions 

de la placa on hi ha hagut digestió del substrat, RNA contingut en l'agarosa abans que 

aquesta gelifiqui, per tinció del substrat que no ha estat digerit. Per preparar I 0-12 

plaques s'ha seguit el següent protoco l: 

I. Es pesen els tres components que composen les plaques d'activitat de manera que la composició 

final en la placa sigui la indicada entre parèntesis: 

Tris-base 

R,'IA(Torula Yeast. tipus VI, Sigma. EEUU) 

Agarosa baixa EEO (Ecogen) 

3,03 g (0, I M) 

125 mg (0.5 mgfmL) 

2,0 g (0,8 % plv) 

a. Es dissolen els 2 g d'agarosa en 200 mL d'aigua dcsti l·lada i es fon l'agarosa en el microones. 

b. Es dissolen els 3,03 g de Tris-base en 50 mL d'aigua destil·lada i s'ajusta el pH a 8.0 amb 

liCI. A continuació, s'hi dissolen els 125 mg de I'RNA. 

2. Una vegada la temperarura de la dissolució d'agarosa ha baixat de 50°C. es mesclen les dues 

solucions: a i b. S'agita bé i tot seguit s'aboquen de 15-20 mL sobre plaques de perri col·locades 

en una superfície plana. 

3. Les plaques es deixen so lidificar i assecar a temperatura ambient. Una vegada seques es poden 

guardar dins una bossa de plàstic a 4°C per a períodes de temps llargs (2-3 mesos). En aquest 

cas, caldrà prèviament atemperar-les i deixar-les assecar abans de ser utilitzades. 

4. Per dur a tenne la determinació d'activitat es dipositen. de forma ordenada, sobre la placa, 1-2 

J..IL de les fraccions que volem assajar i seguidament es tanca la placa. Per tal de treure el 

màxim profit d'una placa, és util col·locar-la sobre una quadrícula numerada, amb el nombre de 

requadres que es vulgui, en el moment de dipositar-h i les mosrres a assajar. 

5. Llavors la placa s'incuba a 37°C durant 24 h. De fet el temps és variable en funció de la 
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concentració de ribonucleasa que la mostra tingui. Es coneix que períodes d'incubació de 4 h 

permeten detectar concentracions de fins a I O ng. ¡..¡L de RNasa. 

6. Seguidament es tenyeix I'RNA no digerit amb una solució de toluïdina O, I % (plv) en Tris/HCI 

10 mM. pH 8.0 durant 5- 10 mini mantenint en tot moment la placa immòbil. 

7. Per eliminar l'excés de colorant es realitzen diversos rentats amb aigua corrent, fi ns a la detecció 

de les àreas d'activitat. les quals apareixen com a taques blanques sobre un fons blau. 

8. Finalment. i situant la placa de nou sobre la quadrícula. es poden determinar les fraccions de la 

cromatografia que presenten activitat ribonucleasa. 

11.7.5.3. Mètode electroforètic en gels de poliacrilamida-SDS amb poli(C) revelats 

per activita t (Zimogrames) 

Es tracta d'un altre sistema de detecció i seguiment de l'activitat ri bonucleasa. el qual 

es basa també en una tinció negativa. A més de l'elevada sensibilitat i especificitat, 

aquest sistema presenta un avantatge respecte a altres mètodes de detecció d'activitat 

ribonucleasa, alhora que determina si una fracció és o no activa, permet visualitzar 

quina o quines espècies moleculars són les responsables d'aquesta activitat. Aquest 

sistema s'ha utilitzat sobretot per a la detecció de les proteïnes amb activitat 

ribonucleasa que constitueixen cadascuna de les etapes de la purificació de la RNasa A 

recombinant. 

El mètode de tinció negativa de gels de poliacrilamida-SDS amb poli(C) seguit per la 

detecció d'activitat RNasa (Bravo i col. , 1994), és una modificació del mètode descrit 

per Blank i col. (1982). Essencialment, la tècnica es caracteritza perquè el gel separador 

conté com a element addicional un substrat d'alt pes molecular per a la RNasa, poli(C), 

que és afegit durant el procés d'entrecreuament de les cadenes d'acrilamida. Es tracta de 

separar primer, mitjançant una electroforesi convencional, les proteïnes. Llavors 

s'elimina del gel l'SDS mitjançant uns rentats amb isopropanol aquós per tal de 

renaturalitzar completament les proteïnes. Les proteïnes que presentin activitat 

ribonucleasa podran degradar localment el substrat contingut en el gel i podran ser 

visualitzades per tinció negativa submergint els gels amb colorants que tenyeixen àcids 

nucleics. 

El protocol seguit es detalla a continuació: 

O. Tot el material, vidres, separadors i pintes s'ha de netejar amb etanol 70 % abans de 

l'electroforesi, per tal que estigui ben net. S'han utilitzat separadors de 0,75 rrun per a la 

realització dels gels d'activitat. 
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I. Es prepara un gel separador segons s'ha descrit anteriorment en l'apartat 11.7.4 .1 amb lleugeres 

modificacions: 

a. Es dispensa en un got de precipitats l'aigua i en un altre l'amortidor del gel de separació 

(solució B) i la solució d'acrilamida. Ambdos gots cal que estiguin ben nets, per a la qual 

cosa convé netejar-los amb àcid nltric 30% i llavors exhausrivament amb aigua desti l· lada. 

b. En el got de precipitats que conté l'aigua es dissol el poli(C) (Pharmacia Biotech. EUA) de 

manera que presenti una concentració final en el gel separador de 0,3 mg.1 mL. Cal tenir 

moira cura en pesar el poli(C). utilitzant guants i pinces prè\ iament submergides en àcid 

nítric 30 ~o i esbandides amb aigua destil·lada. 

c. Aquesta dissolució s'incuba tapada amb paper d'alumini, en una estufa a 55°C durant I O min 

per ral de facil itar la dissolució del poli(C). 

d. Una vegada dissolt el poli(C), s'aboca sobre el got de precipitats que conté l'amortidor del 

gel i la solució d'acrilamida. 

e. S'afegeixen les quantitats de TEMED i persulfat amònic al I O % que pertoquin i s'agita la 

solució tot fent girar el vas, suaument, sobre una superfície plana. 

f. S'aboca la dissolució del gel separador en el suport i s'hi afegeix amb una pipeta pasteur una 

capa fina d'aigua Milli-Q per tal de facilitar la polimerització i permetre que el front del gel 

no es defom1i. El gel es deixa polimeritzar com a mínim 30 min i s'elimina l'aigua amb 

paper assecant. 

:2. El gel concentrador es prepara com s'ha descrit en l'apartat 11.7 A . l. 

3. Les mostres es preparen amb amortidor d'aplicació de mostres -tx sense 13-mercaptOetanol com 

s'ha indicat en l'apanat 11.7 .4 .1. 

4. Les condicions d'electroforesi han estat les mateixes que les d'una electroforesi discontínua de 

poliacrilamida-SDS, corriment a 20-30 mA fins I O min després que el colorant blau de 

bromofenol surti del gel. 

5. Per al revelar del gel: 

a. S'elimina el SOS del gel submergint aquest en amortidor Tris/HCI I O ITlJVI, pH 8,0, 

isopropanol 20 %, amb agitació suau. Aquest rentat dura 15 min i es real itza dues vegades, 

uti litzant 50-I 00 mL per a cada rentat. 

b. L'isopropanol s'elimina incubant el gel en el mateix amortidor descrit anteriorment però 

sense Ja presència d'isopropanol. amb agitació suau. Aquest rentat també dura 15 min i es 

realitza dues vegades, uti litzant 50-I 00 mL per a cada rentat. 

c. El gel s'incuba en amortidor Tris/HCI O, I M, pH 8,0 amb agitació molt suau per evitar el 

màxim Ja difusió. El temps d'incubació és variable depenent de Ja concentració de Ja mostra 

i ha oscii-Jat durant el treball entre I O i 30 min. 

d. Incubar el gel en el mateix amortidor descrit a l'apartat 5.b durant I O min amb agitació suau. 
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e. Tenyir els gels submergim-los en una dissolució de blau de toluïdina 0.1 % (p/v), Tris/HCI 

I O mM, pH 8,0, durant I O- IS roin. Aquest pas tenyeix el poli(C) que no ha estat digerit. 

f. S'elimina l'excés de colorant rentant el gel amb aigua corrent, fent diversos canvis fins a 

l'aparició de les zones o bandes d'activitat, que s'observen com a zones clares en un entorn 

blau, situades en la zona on una proteïna d'activitat ribonucleasa hagi migrat. 

Alternativament a aquest sistema de tinció descrit es poden observar les bandes d'activitat 

col·locant el gel sobre una placa de capa fina de ceHulosa amb indicador fluorescent f254 

(Merck, Alemanya) embolicada amb paper de plàstic transparent i il·luminada amb llum 

ultraviolada de 254 nm mitjançant una fon t UVatom 70 (Atom, Espanya). Aquest sistema 

presenta l'avantatge que permet seguir l'aparició de les bandes d'activitat a mesura que aquestes 

es van generant, alhora que es pot fotografiar el gel en les mateixes condicions en què es 

fotografia el DNA en un gel d'agarosa, o bé es pot passar a la tinció amb toluïdina quan creiem 

convenient, evitant problemes d'excés de digestió. 

11.7.6. Determinació del coeficient d'extinció molar 

La determinació de la concentració acurada d'una disolució proteica és molt sovint 

necessària. En aquest treball ha estat requerida principalment pels càlculs dels 

paràmetres cinètics, termodinàmics i de l'e l·l ipticitat molar de les variants de la RNasa 

A. 

La determinació de la concentració d'una disolució proteica es fa sovint per 

espectrefotometria, mesurant l'absorbància, A, al voltant de 280 nm i utilitzant la llei de 

Lambett-Beer: 

A = ê· t· e 

on ê és el coeficient d'extinció molar (M-l cm-1 ), l és el pas de llum (cm), i e és la 

concentració proteica (M). Aquest és un mètode excel·lent per mesurar concentracions 

de proteïna si es disposa d'un valor acurat de ê. 

Es pot determinar el coeficient d'extinció molar d'una proteïna mitjançant l'equació 

anterior, preparant una dissolució de la proteïna pura i determinant-ne l'absorbància a la 

longitud d'ona màxima, al voltant de 280 nm, i la concentració. La mesura d'A és 

directe, però la mesura de e no ho és. Segons Pace i col. ( 1995), d'entre les tècniques 

utilitzades més sovint per mesurar ê, el mètode experimental d'Edelhoch, descrit per 

Gill i von Hippel ( 1989) basant-se en les dades d'Edelhoch ( 1967), és el més senzill i 

fiable. 
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Aquest mètode consisteix en preparar dues dissolucions de la proteïna, una en estat 

natiu i l'altra en estat desnaturalitzat amb clorur de guanidini (Gdn·HCl) 6 \1. a la 

mateixa concentració i determinar-ne el valor d'absorbància a la longitud d'ona màxima. 

al voltant de ls 280 nm. i s'aplica l'equació de la llei de Lamben-Beer per a cadascuna 

de les dues dissolucions resulta que el terme concentració és el mateix , i per tant, es 

poden igualar les dues equacions: 

(Anad) I ( ênad) = (AGdn·HCI) I ( éGdn·HCI) 

El mètode suposa que el coeficient d'extinció molar d'una proteïna desnaturalitzada 

en clorur de guanidini 6 M. éGdn·HCI, es pot calcular de manera teòrica a partir del 

nombre de residus de tirosina, triptòfan i cistina que conté la molècula, utilitzant els 

coeficients d'extinció molar de compostos model apropiats d'aquests residus en aquesta 

solució. Edelhoch va mesurar els coeficients d'extinció molar d'aquests compostos 

model en funció de Ja longitud d'ona i va demostrar que aquests residus són els únics 

que contribueixen significati \'ament al valor d'absorbància d'una proteïna 

desnaturalitzada a longituds d'ona entre 276 i 282 nm. Mitjançant la relació matemàtica 

anterior es pot obtenir el valor del coeficient d'extinció molar de la proteïna en estat 

natiu. 

Tot i que el valor de &de la RNasa A nativa és conegut (apartat 11.7.3. 1), ha fet falta 

comproYar el valor de les variants de la R.."\lasa A. tot i que a priori no semblava que les 

mutacions introduïdes afectessin aquest valor excepte en el cas de les variants en les 

quals s'havia introduït un residu de triptòfan. 

A continuació es detalla el protocol, basat en el mètode d'Edelhoch. que s'ha seguit 

per a la determinació de ê de les variants de la R.: asa A: 

I. Dissoldre aproximadament I mg de liofil itzat de proteïna pura en 0,5 ml d'aigua 

Milli -Q i filtrar-la amb filtres de 0,2 ~Lm de diàmetre de por. 

2. Paral·lelament es prepara una solució de Gdn·HCl 7 M tenint en compte la relació 

entre els grams de Gdn·HCI per gram d'H20 en funció de la concentració de Gdn·HCl 

desitjada, essent de I ,383 g Gdn·HCl/g H20 per a una concentració de Gdn·HCl 7 M. 

Per obtenir-ne uns 20 mL s'ha preparat de la següent manera: 

Gdn-HCI (Fiuka) 

aigua Milli-Q 

13 ,83 g 

10,0 mL 

3. En dues cubetes de quars d'I cm de pas de llum i d'I mL de capac itat, es dilueix la 

dissolució de proteïna en aigua Milli-Q (medi natiu) i en una dissolució de Gdn-HCl 7 

M (medi desnaturalitzant), respectivament, de la següent manera: 
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~1edi natiu 

900 fJL d'aigua Mi lli -Q 

150 flL de la solució de proteïna preparada 

Medi desnatural itzat 

900 tJL de la solució de clorur de guanidini 7 M 

150 ¡..tL de la solució de proteïna preparada 

4. Tot seguit es real itza l'espectre d'absorbància de cadascuna de les dilucions 

anteriors i se'n determina el valor d'absorbància a 278 nm. que ha estat la longitud d'ona 

màxima per a totes les variants analitzades. El blanc per a cadascuna de les dues 

dilucions és el següent: 

Medi natiu 

aigua Milli-Q 

Medi desnaturalitzat 

900 flL de la solució de clorur de guanidini 7 M 

150 fJL d'aigua Milli-Q 

5. Finalment, es determina el valor de E a 278 nm de la forma nativa de la proteïna a 

partir de Ja següent relació: 

&nad = (Anad) ( êGdn·HCI) I (AGdn·IICI) 

on ébdn·HCI = a·eryr + b·errp + c·&cys 

a, b i e corresponen als nombres de residus de tirosina. triptòfan i cisteïna per 

molècula de proteïna, respectivament, i es fa l'assumpció que els residus de cisteïnes 

contribueixen com a mitges cistines. 

8ryr , êTrp i·Ecys·corresponen als coeficients d'extinció molar de compostos 

model per a Ja tirosina, triptòfan i cisteïna, respectivament, en medi desnaturalitzant 

(Gdn-HCl 6 M). A 278 nm, ETyr = 1400 M-1 cm-I, é'rrp = 5600 M-1 cm-I i êCys = 127M­

l cm-1. 

Per a la RNasa A i les variants que no contenen triptòfan, êGdn·HCI (278 nm) = 9416 

M-1 cm-1 . 

Per a les variants que contenen triptòfan, ébdn·HCI (278 nm) = 13616 M-1 cm-1. 
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li. 7. 7. E tudi es tructural per dicroi me circular (DC) 

El dicroisme és l'absorció diferencial de la radiació polaritzada en dues direccions en 

funció de la freqüència. El dicroisme dircular. DC, es basa en la detecció de la 

diferència entre l'absorció de llum polaritzada circular cap a la dreta i cap a l'esquerra. 

Aquesta tècnica permet estudiar trets generals de l'estructura secundària i terciària de les 

macromolècules en dissolució. 

L'absorció desigual de la llum polaritzada circular (actiYitat òptica) de les proteïnes 

depèn de la disposició asimètrica dels enllaços peptídics, i, en menor proporció, de les 

cadenes laterals dels aminoàcids. L'espectre en la regió de l'UV llunyà depèn 

principalment de l'estructura secundària. La contribució en l'espectre DC de les cadenes 

laterals dels aminoàcids ens dóna informació de l'estructura terciària de les proteïnes. A 

partir de 240-250 nm es troben bandes característiques de cadenes laterals d'aminoàcids 

que no queden encobertes amb les bandes corresponents als enllaços peptídics. Els 

aminoàcids que contribueixen en l'espectre DC són bàsicament: triptòfan, tirosina, 

cisteïnes que formen ponts disulfur, i, minoritàriament. fenilalanina i histidina 

(Timasheff, 1970: Adler i col., 1973; Yang i col. , 1986). 

El dicroisme circular es pot utilitzar pel seguiment dels canvis conformacionals d'una 

proteïna i per calcular el contingut en hèlix a i full plegat ~de proteïnes natives. 

Aparell : S'ha utilitzat un espectrepolarimetre Jasco J-715 (Japan Spectroscopic Co .. 

Ltd .. Japó) equipat amb cambra de cubetes termostatitzades (Hellma Cells, EUA) i un 

bany d'aigua circular programable (Neslab RTE-11, EUA). Els espectres s'han 

enregistrat en una atmosfera dc nitrogen (flux de 1 O mllh). S'han fixat les següents 

condicions de lectura de l'aparell: 

- Sensi bi I i tat: 

-Resolució: 

- Amplada de banda: 

-Velocitat de lectura: 

20 mdeg 

0.2 nm 

1,0 nm 

10 nm/min 

- Acumulació d'espectres: 8 

- Regió de lectura: entre 190 i 250 nm pels espectres UV llunyà 

-Temperatura: 

entre 250 i 31 O nm pels espectres UV proper 

a I 0°C pels espectres a l'estat natiu 

entre 20 i 30°C per sobre la temperatura de transició tèrmica 

pels espectres a l'estat desnaturalitzat 

-Velocitat d'escalfament de la mostra: 1 K/min. 
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Preparació de les mostres: S'han analitzat mostres de R."asa A i les seves variants a 

partir de liofilitzats de proteïna pura guardats a ·20°C. Es dissolen aquests liofilitzats en 

amortidor acetat sòdic 50 mM, pH 5,0, es filtren amb filtres de 0.22 ¡..tm de diàmetre de 

por i se'n determina la concentració de proteïna per espectrefowmetria (apartat Il. 7 .3. I). 

Per a les variants que no contenen triptòfan s'utilitza el E277.5 = 9800 .Yf·l cm·l (Seia i 

Anfinsen. 1957). però per a les variants en les quals s'ha introduït un triptòfan s'utilitza 

el Ens = 13450 M-l cm·l estimat tal com s'ha descrit en l'apartat 111.3 .I. Posteriorment, 

es dilueixen en el mateix amortidor fins assolir les concentracions de 0,25 i I ,O mg/mL 

(18 i 73 ¡..tM) per l'enregistrament de l'espectre a la regió de I'UV llunyà i proper, 

respectivament. 

Cubetes: S'han utilitzat cubetes de quars circulars de 0,02 cm de pas de llum per a la 

regió de l'CV llunyà i de 1 ,O cm per a la de I'UV proper. Les cubetes es renten 

prèviament amb una solució d'àcid nitric al 50 % i s'esbandeixen exhaustivament amb 

aigua destil·lada. 
Unitats: L'aparell dóna les mesures inicials d'activitat òptica en el·lipticitat, Bobs, (en 

deg). Utilitzant la funció Arithmetics del programa Standart Analysis s' introdueixen les 

mesures del pas de llum de la cubeta (en cm) i la molaritat de la mostra (M), l'aparell 

calcula l'el-lipticitat molar, [0), en (deg cm2 dmoJ-1 ). L'el-lipticitat mitja residual es 

calcula a partir de la massa molecular residual mitjana (mean residual "1-reighl. MR W). 

El MR W d'una proteïna és igual a la seva massa molecular dividida pel nombre de 

residus, que en el cas de la RNasa A és li 0,35. El càlcul de l'el·lipticitat mitja residual 

s'obté a partir de l'equació: 

[0h = ( Bobs · 100 MRW) I (I· e) 

I= pas de llum en cm: e= concentració em mg/ml 

Calibració: L'aparell s'ha calibrat amb un patró JASCO no higroscòpic, l'amoni (+)­

JO.camforsulfonat, assumint [0 ]290,5 = 7910 deg cm2 dmoJ-1) (Takakuwa i col., 1985). 

Per a cada determinació s'ha restat el blanc corresponent, segons la cubeta i 

l'amortidor de mostra, acetat sòdic 50 mM, pH 5,0 en tots els casos. La línia base de 

cada espectre s'ha igualat a O agafant com a referència el valor a 310 nm (el·lipticitat = 
0). Els blancs s'han d'analitzar paraJ.Ielament amb les mostres corresponents, per evitar 

errors deguts a petites variacions de lectura. El soroll de fons ha estat reduït utilitzant el 

software Jasco J-715 que l'aparell té incorporat. 
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Apart de l'enregistrament dels espectres a la regió de l'UV llunyà i del proper, tant de 

l'estat natiu com el desnaruralitzat de les mostres. s'ha dut a terme també 

l'enregistrament del seguiment de l'el·lipticitat. a 222 nm (dins la regió de l'UV llunyà) i 

a 276.4 nm (dins la regió de I'LJV proper). des de l'estat natiu al desnaturalitzat. amb 

\elocitat d'escalfament constant d'I K/min. La temperatura de la transició s'ha 

determinat a partir del pic de la primera derivada dels perfils obtinguts. 

S'ha estimat el contingut en hèlix a de les mostres a partir dels valors d'el·lipticitat a 

222 nm, tal com descriu Chen i col. (1972) per a proteïnes globulars: 

/H = - ([8)222 + 2340) I 30300 

on!J.-1 reprenta la fracció d'hèlix a, la qual, si es multiplica per 100 s'obté en % 

ll .7.8. Calorimetria d'escombrat diferencia) (DSC) 

Les tècniques de calorimetria no s'han aplicat àmpliament a l'estudi termodinàmic de 

sistemes biològics fins fa relativament poc temps. Això era degut a la carència 

d'instruments suficientment sensibles i precisos per mesurar les petites quantitats de 

calor que acompanyen les seves transicions. En els darrers vint anys i gràcies al 

desenvolupament de la microelectrònica i del disseny dels instrumenrs han estat 

possibles estudis calorimètrics de macromolècules biològiques a concentracions 

raonables i en volums petits. Les tècniques calorimètriques han permès d'obtenir una 

caracterització termodinàmica de transicions tèrmiques ordre-desordre de molècules 

biològiques interessants. així com també de processos d'unió macromolècula-lligand i 

d'unions macromolècula-macromolècula. Els sistemes biològics estudiats han estat tant 

proteïnes i àcids nucleics com estructures supramoleculars tals com membranes, 

nucleosomes i cromatina. 

Hi ha dos tipus principals de metodologies calorimètriques actualment en ús, la 

calorimetria d'escombrat diferencial i la calorimetria de tritació isotènnica, de les quals, 

la primera és la que s'ha utilitzat en aquest treball i de la que a panir d'ara es parlarà. 

La calorimetria d'escombrat diferencial (DSC, de l'anglès Differenlia/ Scanning 

Calorimetry) és un mètode que mesura de manera continuada els petits canvis en la 

capacitat calorífica d'una mostra al llarg d'un rang de temperatura, amb escalfament o 

refredament continu d'aquesta i a velocitat constant. D'aquesta manera es pot obtenir una 

informació més completa sobre la funció capacitat calorífica i l'automatització completa 
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del procés. E ls calorímetres d'escombrat diferencial mesuren de manera directa 

capacitats calorífiques diferencials, és a dir, estan formats per dues cel·les 

calorimètriques idèntiques, una per a la mostra i l'altra per a la referència, i les mesures 

consisteixen en la comparació de les seves capacitats calorífiques. 

Per entendre millor la tècnica de OSC suposem un sistema format per una dissolució 

proteica, que se situa dins d'una de les dues cel·les de l'aparell , mentre que a l'altra cel·la 

s'hi col·loca una quantitat idèntica de solvent sense proteïna com a re fe rència. L'aparell 

escalfa les solucions de les dues cel·les i mesura únicament el flux de calor cap a la 

proteïna, ja que el flux de calor cap al solvent és igual per a la mostra que per a la 

referència. Aquest calor absorbit per la proteïna produirà, primer, un increment del 

moviment vibracional i rotacional de la molècula. Una mesura d'aquest calor és la 

capacitat calorífica. Cp, que es defineix com la quantitat de calor necessària per elevar la 

temperatura de la molècula l°C. AquestS tipus de calorímetres determinen Cp en funció 

de la temperatura. Valors de Cp baixos són característics d'estmctures natives mentre 

que valors elevats són característics d'estructures obertes, desnaturalitzades o random 

coi/. A mesura que la temperatura va augmentant. el sistema sofreix una transició 

(absorbint o cedint calor) a causa d'un canvi conformacional que nom1alment és una 

desnaturalització. L'entalpia d'aquesta transició (t::.Hcal) es determina directament per 

mesura de l'àrea sota de la corba que apareix en representar Cp en funció de la 

temperatura com es mostra en la FIGURA If.3 , atès que t:Jt> = fllCp dT. La temperatura 

a la qual la reacció es troba a la meitat del seu camí correspon al màxim de la transició, 

és a dir, al pic característic de Ja corba. Aquesta temperatura s'anomena temperatura de 

la transició (Ttr) o dc desnaturalit?.ació (Td)· La variació d'entropia de la transició ve 

donat pel quocient lll-fcal!T tr· A partir de la forma i e l punt mig de la corba, es pot 

obtenir informació sobre els diferents estats pels que la reacció passa, i la variació de la 

capacitat calorífica de la proteïna en desnaturalitzar-sc (~dCp). 

Aquest tipus de calorimetria resulta una tècnica fonamental per a l'estudi de 

l'estructura i propietats fisicoquímiques de les proteïnes mitjançant l'anàlisi de la seva 

desnaturalització tèrmica. ja que és l'única tècnica que permet la determinació directa de 

totes les funcions termodinàniques associades al procés de desplegament, i a més. pot 

ser utilitzat per comprovar la validesa d'un model de dos estats pel procés (Donovan 

1984; Privalov i Potekhin 1986, Sturtevant, 1987; Plum i Breslauer 1995). 

Els experiments de DSC s'han realitzat en un microcalorímetre d'escombrat 

diferencial model DASM-4 (NPO Biopor. Pusdúno. Russia). El disseny de les cel· les 
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d'aquest tipus de calorímetre presenta una sèrie d'avantatges que el fan altament sensible 

i precís, com són les següents: 

-Tenen un volum fix i petit (0,48 mL) que permet resultats reproduïbles i precisió en 

la determinació de la quantitat de mostra present en l'anàlisi. 

- Estan formades per tubs capilars prims di sposats helicoidalment que, a més de 

facil itar el rentat i l'ompliment de les cel·les evitant la formació de bombolles, 

proporcionen uns gradients tèrmics molt petits en les solucions estudiades. els quals 

pem1eten l'ús de velocitats d'escalfàment i temperatures de treball més elevades. 
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Tennograma tipic de DSC per a la desnaturalització de la RNasa A a I ,05 mg/mL (77 J..lM) en acetat sòdic 

50 mM, pH 5,0 . S'ha enregistrat la capacitat calorífica diferencial de la dissolució de RNasa A respecte al 

solvent. Es pot observar que la capacitat calorífica de la proteïna nativa és inferior i més depenent de la 

temperatura que la de la proteYna desnaturalitzada. Es mostra també la línia base que s'ha obtingut omplint 

les dues cel·les amb el solvent, acetat sòdic 50 mM, pH 5,0. 

Les mostres analitzades han estat la R.l\Jasa A i les variants d'aquesta que no contenen 

triptòfan. les quals s'han preparat sempre a partir de liofilitzats de proteïna pura, 
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guardats a -20°C. que s'han dissolt amb l'amortidor acetat sòdic 50 m 1, pH 5,0. Aquest 

amortidor s'ha escollit perquè presenta una variació del pH amb la temperatura 

relativament baixa. Cal recordar que les proteïnes analitzades havien estat prèviament 

dialitzades enfront d'aigua Milli-Q abans de ser liofilitzades. 

La concentració de proteïna ha oscil·lat entre 0.8 i 1.6 mg/mL (60-120 f.!Yl). En 

aquest rang de valors de concentració no s'ha vist dependència de la concentració en els 

paràmetres de desnaturalització de les proteïnes estudiades. 

El protocol que s'ha seguit per dur a teme els experiments de OSC es detalla a 

continuació: 

1. Preparació de la mostra: 

a. Dissoldre aproximadament lmg de proteïna pura amb 1 mL d'acetat sòdic 50 

mM. pH 5,0. preparat amb aigua Milli-Q. 

b. Determinar la concentració de proteïna exacta d'aquesta dissolució per 

espectrefotometria tal com s'ha descrit a l'apartat II.7.3.1. 

2. Amb les dues cel·les de l'aparell de OSC omplertes d'aigua Mill i-Q, refredar a una 

velocitat de refredament d' 1 Klm in fins a assolir 5°C. 

3. Obtenció de la línia base de l'aparell: 

a. Buidar completament el contingut de cel.les del calorímetre i omplir-les amb 

l'amortidor acetat sòdic 50 Illl\1, pH 5.0, anant molt amb compte de no provocar la 

formació de bombolles. És aconsellable l'ús d'una xeringa per dur-ho a terme, així com 

també. repetir l'ompliment de les cel·les amb l'amortidor, llençant-ne el contingut la 

pri mera vegada. 

b. Aplicar una pressió extra de I ,5 atmòsferes als extrems ex tems de les cel·les i 

mantenir-la durant el transcurs de l'experiment per tal d'evitar una possible evaporació 

de les solucions en ser escalfades i la formació de bombolles. 

c. Esperarar fins a assolir de nou 5°C, ja que durant l'ompliment de les cel·les la 

temperatura haurà pujat una mica. Deixar que s'estabilitzi aquesta temperatura. 

d. Escalfar a una velocitat d'I K/min fins a assolir l00°C i anar enregistrant la 

capacitat calorífica diferencial en funció de la temperatura. Mentre s'enregistra la línia 

base es calibra l'instrument aplicant una potència elèctrica definida de 25 · lQ-6 W en 

una de les dues cel·les. la qual imita un canvi en la capacitat calorífica d'aquesta cel·la 

que permetrà estimar Cp en unitats de capacitat calorífica. 

4. Refredar a una velocitat d' lK/min fins a assolir 5°C. 

5. Per obtenir el termograma típic de OSC pel desplegament tèrmic de les 
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ribonucleases assajades cal: 

a . Buidar completament el contingut d'una de les dues cel·les amb l'ajut de la 

xeringa i omplir-la de nou amb la dissolució proteica sense formar bombolles. 

b. Aplicar una pressió extra de 1.5 atmòsferes a l'aparell. 

c. Esperar fins a assol ir de nou 5°C i deixar estabilitZar. 

d. Escalfar a una velocitat d'l Klm in fins que el procés d'absorció de calor per 

part de la proteïna s'hagi acabat, que oscil·la entre uns 20 i 30°C per sobre de la 

temperatura al pum mig de la transició del desplegament, depenent de cada variant de 

ribonuc leasa. í anar enregistrant la Cp diferencial en funció de la temperatura. 

6. Per comprovar de manera rutinària la reversibilitat del desplegament tèrmic de les 

mostres: 

a. Refredar fins a 5°C a una velocitat de refredament igual a la d'escalfament 

(lK/min) i deixar que s'estabilitzi aquesta temperatura. 

b. Escalfar de nou a la mateixa velocitat fins a assolir la mateixa temperatura 

final i enregistrar de nou els valors de Cp en funció de la temperatura. 

Les corbes de desplegament tèrmic obtingudes per a les diferents ribonucleases 

recombinants es corregeixen restant la línia base de l'aparell. A partir de les corbes 

corregides es poden calcular els paràmetres termodinàmics següents. a pressió constant, 

tal com descriu Prívalov i Potekhin ( 1986): 

- rd (temperatura de desnaturalització) 

Correspon a la temperatura al punt mig de la transició tèrmica del desplegament i es 

determina directament a partir de la corba, tal com es mostra en la FIGURA 11.3 . 

- C p20prot (capacitat calorífica molar parcial de la proteïna a 20°C) 

Es determina a partir de l'equació: 

Cp20solv = I cal K-1 g-1, correspon a la capacitat calorífica específica parcial del 

solvent a 20°C i s'ha pres el valor de l'aigua (KelL 1971 ) 

y20prot = 0,70 cm3 g-1, correspon al volum específic parcial de la RNasa A a 

20°C calculat a partir dels volums específics parcials del s residus constituients de la 

RNasa A, d'acord amb Makhatadze i col. (1990) 

y20solv = I cm3 g-1, cotTespon al volum específic parcial de l'aigua a 20°C (Kell, 

1971) 
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ó.Cp20protlsolv correspon a Ja capacitat calorífica diferencial entre Ja dissolució 

proteica i el solvent a 20°C i es calcula directament a partir de la corba 

mprot correspon a la massa, en grams, de proteïna situada dins la cel·la 

calorimètrica 

- Wcar(Td) (entalpia calorimètrica de la desnaturalització) 

Correspon a l'entalpia de la desnaturalització estimada per calorimetria i es determina 

directament per mesura de l'àrea sota del pic que apareix en representar Cp en funció de 

la temperatura tal com es mostra en la FIGURA II .3. Aquest paràmetre és independent 

de cap model i s'expressa en kcaJ moJ-1 

- WvH(Td) (entalpia efectiva o de van't Hoff de la desnaturalització) 

Correspon a l'entalpia teòrica de la desnaturalització d'un model de 2 estats, que es 

comporta com un equilibri entre l'estat natiu i el desnaturalitzat. S'expressa en kea! mol­

l i s'estima a partir de l'equació següent, basada en les relacions de van't Hoff i la forma 

de la corba calorimètrica: 

WvH (Tct) = 4 · R · Tct2 (Cp màx I !::..Hcal) 

R correspon a la constant dels gasos (1 ,987 cal mol-l K-1) 

Cp màx i Wcal correspon al valor de capacitat i l'entalpia calorífica a la Td, 

respectivament 

- Mcai(Td) (canvi d'entropia calorimètrica de la desnaturalització) 

S'estima a partir de l'equació: 

Mcal = Wcal ITct 

- ó.dCp (variació de la capacitat calorífica específica que acompanya la 

desnaturalització) 

Correspon a la diferència entre la capacitat calorífica de l'estat desnaturalitzat i el 

natiu i es calcula directament a partir de l'alçada entre la línia pre i post-transició de la 

corba tal com s'indica en la FIGURA IL3. S'expressa en les unitats: cal K- 1 g-1 

126 



}.!atena! i ~lè todes 

Il. 7.9. C romatografia de gel filtració pel sistema d 'HPLC 

La columna de gel filtració Protein Pak 115 (Waters, "Y1illipore Corp.) s'ha utilitzat 

per caracteritzar algunes de les variants de la R."'asa A. Té un intèrval de fraccionament 

entre 2000 i 80000 Da per a proteïnes globulars i entre I 000 i 30000 Da per a proteïnes 

desnaturalitzades. S'ha utilitzat principalment per comprovar la presència de dímers en 

estat natiu d'algunes variants de la RNasa A. 

Les condicions dutes a terme per a aquesta cromatografia s'ind iquen a continuació: 

Solvent: 

Columna: 

Flux: 

Equilibrat: 

Volum de la mostra: 

Elució: 

Enregistrament: 

amortidor acetat sòdic 50 mM, pH 5,0 

Protein Pak 125 amb reïna de gel de sílica 

0,5 mU min 

30 min com a mínim amb el solvent 

I 00 ¡..¡L a una concentració 1-6 mg/mL 

isocràtica durant 30-40 min 

214-280 nm 

Abans de cromatografiar la mostra s'ha calibrat la columna amb una barreja de 

proteïnes patró: BSA, ovoalbúmina. anhidrasa carbònica. inhibidor de tripsina de soja i 

lisozim. 

En aquestes condicions de treball, per a la RNasa A s'ha determinat Lm temps de 

retenció de 20-22 min. 

11.7.10. E pectroscòpia de fluore cència de l'estat excitat 

fluorescència de fase amb multifreqüència 

espectroscòpia de 

L'espectroscòpia de fluorescència ha estat àmpliament utilitzada en el camp de la 

química fisica de proteïnes arran dels avantatges substancials que presenta, com ara la 

poca quantitat de mostra que requereix i la capacitat d'estudiar la dependència en el 

temps dels canvis conformac ionals en les proteïnes. Concretament, Ja fluorescència 

originada pels residus de triptòfan s'utilitza com a una eina per detectar aquests canvis. 

A causa que la fenilalanina presenta un rendiment quàntic (fotons emesos/fotons 

absorbits) massa baix i la tirosina mostra problemes d'extinció quan està ionitzada o 

propera a un triptòfan. o a grups amino o carboxil, el triptòfan és el residu que més 

contribueix a la fluorescència de les proternes. El fet que les propietats fluorescents dels 

residues de triptòfan són sensibles a l'ambient circumdant, permet correlacionar 
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l'ambient del triptòfan i les propietats fluorescents d'una proteïna si es coneix l'estructura 

d'aquesta (Longworth, 1983) i a més presenta un únic residu de triptòfan. Això mateix 

és també cert per a proteïnes que tenen varis residus de triptòfan si es coneixen els 

temps de vida de l'estat excitat d'aquests residus individuals. 

Una modalitat de l'espectroscòpia de fluorescència és la de fase amb multifreqüència. 

Aquest mètode consisteix en l'excitació amb llum, la intensitat de la qual està modulada 

sinusoidalment. Els temps de vida de l'estat excitat poden ser calculats a partir del retard 

en la fase i Ja demodulació de la llum emesa en relació a la llum utilitzada per a 

l'excitació (Spencer & Weber, 1969). Per a una descripció completa d'aquest mètode cal 

fer una remissió a Lakowicz, 1983. 

En la realització d'aquest treball , s'ha utilitzat l'espectroscòpia de fluorescència 

convencional, de l'estat excitat, i la de fase amb multifreqüència per ressoldre les 

propietats fluorescents (longitud d'ona de màxima emissió de fluorescència, rendiment 

quàntic i els temps de vida de l'estat excitat) del residu de triptòfan a la posició 115 en 

quatre variants de la RNasa A que contenen un únic residu de triptòfan i determinar les 

propietats dinàmiques d'aquestes proteïnes. Aquestes variants, obtingudes per 

mutagènesi dirigida per oligonucleòtid, són les següents: Y115W, Il06V+Yll5W, 

I106A+Yll5W i 1107L+Yll5W. 

Preparació de les mostres 

Les mostres s'han preparat a partir de liofilitzats de proteú1a pura guardats a -20°C. 

Aquests liofilitzats s'han dissolt amb l'amortidor acetat sòdic 50 mM, pH 5,0 fins a 

obtenir un valor d'absorbància a 295 nm d'aproximadament 0,08 UDO per a la 

determinació de la fluorescència de l'estat estacionari, i de 0,7-0,9 UDO per a la 

fluorescència de fase amb multifreqüència. Les solucions s'han filtrat amb filtres de 0,22 

~-tm de diàmetre de por per tal d'eliminar possibles partícules de proteïna no dissoltes. 

Absorció a I'UV 

L'absorció a l'UV ha estat mesurada en un espectrefotòmetre Unikon kontron 940. 

Fluorescència de l'estat estacionari 

La fluorescència de l'estat estacionari s'ha mesurat amb un espectrefluorímetre SPEX 

(Fluorolog 1691, SPEX Industries, EUA) amb clivelles d'excitació i d'emissió de 7,2 i 

3,6 nm, respectivament. Els espectres s'han corregit per la dependència del 

monocromador d'emissió i del fotomultiplicador a la longitud d'ona, i també mitjançant 
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la substracció de les intensi tats de fons de la solució amortidora utilitzada. El 

ponacubetes s'ha termostatitzat a 22°C. La longitud d'ona d'excitació ha estat 295 nm 

per minimitzar la contribució dels residus de tirosina a la fluorescència total. asegurarant 

que la fluorescència mesurada és deguda únicament a la del residu de triptòfan. 
El rendiment quàntic de la proteïna. Qprot· s'ha determinat en relació al triptòfan en 

solució (aigua destil ·lada) segons el mètode de Parker i Rees (1960): 

Qprot = (Jiprot · ATrp I Jirrp · Aprot) Qrrp 

on J¡ és la intensitat de fluorescència integrada de la regió de longitud d'ona 

d'emissió entre 300 i 450 nm 
Arrp i Aprot corresponen a l'absorbància a 295 nm del triptòfan i la proteïna, 

respectivament 
Qrrp és el rendiment quàntic del triptòfan en aigua, el quaJ segons Chen ( 1967) 

és O, 14 

S'ha determinat també la longitud d'ona màxima d'emissió de fluorescència de cada 

\·ariant de la Ri\1asa A estudiada. 

Determinació del temps de vida de l'estat excitat 

Les dades del temps de vida de l'estat excitat han estat detem1inades utilitzant un 

fluorímetrc automatitzat de fase amb multifreqüència. Aquest instrument és similar al 

descrit per Lakowicz i col. (1985) excepte per l'ús d'un fotomultipl icador (l lamamatsu 

H5023, EUA) d'elevat rendiment enlloc d'una placa amplificadora amb microcanals. La 

part de detecció ha estat descrita per Vos i col. ( 1997). La font d'excitació consisteix en 

un laser de safir dopat amb titani de freqüència constant (Spectra Physics Tsunami. 

Holanda) bombejat per un laser de ions Ar+ (Beamlok 2080, Spectra Physics 2080, 

Holanda). Després de triplicar la freqüència (Spectra Physics GWU) la longitud d'ona 

d'excitació és de 295 nm. Un component harmònic únic del tren de pulsacions de la llum 

excitada es converteix primer en una freqüència intermitja de 455 kHz a través d'una 

correlació creuada externa. i. a més, es flitra i s'amplifica per obtenir la llum excitada a 

50 freqüències de modulació diferents. des de 1,6 MHz fins aproximadament I GHz. El 

desplaçament de fase es mesura en el domini de freqüència baixa (700 Hz) utilitzant una 

segona etapa de correlació creuada. D'aquesta manera. les mesures del temps de vida de 

l'estat excitat es calculen mitjançant la mesura del desplaçament de fase de l'emissió 

modulada. 

Les mesures dels desplaçaments de fase s'han realitzat a 22°C. La longitud d'ona 
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d'emissió s'ha programat a 330, 340, 350, 360, 370 i 380 nm. S'ha utilitzat com a 

fluoròfor de referència el p-terfeni l (dissolt en ciclohexà) amb un temps de vida de 1,04 

nseg a 22°C. 

Per a un fluoròfor amb relaxació exponencial de la fluorescència no única, sinó 

múltiple, els desplaçaments de fase mesurats, </J, a una freqüència de modulació, úJ , de 

la llum excitada estan relacionats amb la relaxació de la fluorescència en el temps I(t), 

I(t) = L¡ a¡ e-t I ri 

on a i és l'amplitud del senyal fluorescent del component amb un temps de vida 11 

per mitjà de l'equació següent (Weber 1981 ): 

tan rfj,_úJ) = S(úJ)/G(úJ) 

on S(úJ) i G(úJ) representen les transformades de Fourier sinus i cosinus de /(t), 

S((J)) = L.¡f¡ ((úJ r¡) I ( l+cu2r/)) 

G( úJ) = I ¡f¡ ( 1 I (1 + cu2 r /)) 

onf¡ representa la contribució a l'estat estacionari del component amb temps de vida 

r¡ (ji = a¡ r¡ ¡ L¡ a¡ r¡ ). 

D'aquesta manera s'obtenen els temps de vida individuals d'una proteïna. El temps de 

vida promig es determina a partir dels temps de vida individuals: 

<r> = L¡f¡ r¡ 

Determinació dels paràmetres de la relaxació de l'anisotropia 

Les mesw-es de l'anisotropia resolta en el temps s'han obtingut a partir de la 

diferència de l'angle de fase, el qual depèn de la freqüència, entre els components 

paral·lels i perpendiculars de la fluorescència d'emissió modulada. La longitud d'ona 

d'emissió s'ha programat a 340 nm. Els valors s'han ajustat a una llei de relaxació de 

l'anisotropia multiexponencial: 

on ro és l'anisotropia inicial , </J¡ són els temps de correlació rotacionals i g¡ les 

fraccions associades amb L¡ g¡ = 1. Les anàlisis s'han dut a terme assumint que cada 

espècie fluorescent amb temps de vida r¡ té la mateixa funció d'anisotropia (Lakowicz i 

col., 1985). 
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Anàlisi de les dades 

Les anàlisi s de les dades s'han realitzat utilitzant un algoritme de mínims quadrats no 

lineal (Bevington. 1969) i diverses tècniques estadístiques en el procediment d'ajust com 

ha estat descrit per Clays i col. (1989). Les mesures dutes a terme a diferents longituds 

d'ona d'emissió s'han analitzat simultàniament en una anàlisi global per tal d'augmentar 

la resolució dels temps de vida i de les corresponents amplituds (Beechem i col.. 1983). 

Les dades de fase s'han ajustat utilitzant l'algoritme de Le\'enberg-Marquardt modificat 

(More i col.. 1983) assumint els temps de vida de l'estat excitat que són independents de 

la longitud d'ona d'emissió i una relació d'amplitud variable. 
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11.8. Models molecula rs 

Els models moleculars de les 'ari ants de la R~asa A han estat generats amb el 

programa TURBO-FRODO (Roussel i col.. 1994). Aquest, és un programa de 

visuali tzació de gràfics que parteix d'una base de dades que pot incloure tant dades 

experimentals de cristal·lografia de raigs X, com de RMN, com de models moleculars. 

En aquest treba!J s'han utilitzat les dades cristaHogràfiques de la RNasa A extretes del 

PDB. de l'anglès Protein Data Bank, (codi PDB: 7rsa) (Wiodav\'er i col., 1988) i s'hi han 

introduït les mutacions desitjades per tal de generar un nou fitxer de l'estructura de la 

variant. Posteriorment, s'ha uti litzat el programa GROMOS (Groningen Molecular 

Simulations, van Gunsteren i Berendsen, 1991) per portar a terme una minimització 

d'energia sense incloure les molècules d'aigua de l'estructura. Els models moleculars 

optimitzats s'han sobreposat i s'han calculat les àreas superficials accessibles al solvent 

utilitzant el programa XAM (Software determination and visual display of NMR 

structures of protein, Xi a, 1992). Les estructures secundàries van ser assignades amb el 

programa DSSP (Oictionary of Protein Secondary Structure: Pattem Recognition of 

Hydrogen-Bonded and Geometrical features, Kabasch i Sander, 1983). 

La generació dels models moleculars de les variants de la RNasa A estudiades en 

aquest treball s'ha dut a terme amb l'ajut del Servei de Biocomputació, l.B.F., de la 

Universitat Autònoma de Barcelona. 
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IJI.l. Obtenció de les variants de la ribonucleasa A 

lll.l.l. Criteris seguits per a l'elecció de les mutacions 

L'objectiu general d'aquest treball , com s'ha exposat en la introducció, era obtenir 

informació sobre la contribució dels residus hidrofòbics de la regió 106-118 dc la 

RNasa A a l'estabi litat global de la molècula i també sobre la importància relativa 

d'aquests residus dins l'esmentada regió. La regió I 06-118 de la RNasa A, que està 

situada en el seu cor hidrofòbic, ha estat postulada per Matheson i Sheraga (1978) com 

a centre de nucleació o regió iniciadora del plegament proteic (CFIS). 

Per assolir aquest objectiu s'ha procedit a la obtenció de variants de la RNasa A. per 

mutagènesi dirigida per oligonucleòtid, en les quals els residus hidrofòbics Ile l 06. 

Ile l07, Val108, Ala109, Valll6 i Valll8 (FIGURA III.! ) han estat substituïts per 

residus d'hidrofobicitat i tamany inferiors. Aquests residus es troben molt conservats 

entre Ja superfamília de les ribonucleases (Beintema i col., 1997), pel que fa a la 

seqüència i polaritat dels aminoàcids, essent la Vall18 el més conservat. 

Totes les mutacions excepte les substitucions Ile per Leu han estat dissenyades per 

truncar sistemàticament les cadenes laterals dels residus esmentats, el i minant I, 2 o 3 

grups metil/metilè de manera que la possibilitat d'introduir interaccions addicionals 

sigui mínima. D'aquesta manera es redueix el tamany i la hidrofobicitat del residu en 

qüestió. Aquest fenomen es coneix com a delecions no dismptives (Fersht, 1987) i 

permet comparar directament Ja proteïna salvatge amb les seves variants i relacionar els 

canvis d'estabilitat resultants en termes de pèrdua dc grups metil/meti lè, d'interaccions, i 

petits moviments de les cadenes laterals circumdants o la intervenció de molècules 

d'aigua per tal d'acomodar la cavitat creada. 

Els elevats rendiments en la producció de la RNasa A recombinant mitjançant els 

protocols esmentats en l'apartat II.7.2, han possibilitat la caracterització de variants 

d'aquesta proteïna des del punt de vista cinètic, estructural i d'estabilitat. 

D'una banda, s'han preparat les 13 variants senzilles de la RNasa A següents: 

• Il 06L, Il 06V i 11 06A del residu Ile I 06 
• li 07L, I1 07V i 11 07 A del residu I! e I 07 
• Vl08A i VI08G del residu Val1 08 
• A 1090 del residu Ala I 09 
• V 1 16A i V 1160 del residu Vall 16 
• VI 18A i V 1 180 del residu Vall 18 
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A més a més, s'han preparat 3 variants de la RNasa A en les quals, a part de 

l'alteració en un dels residus hidrofòbics esmentats, s'havia substituït el residu Tyr1 J 5 

(FIGURA Ill.l ) per un triptòfan. Aquesta substitució proporciona la presència d'un sol 

residu de triptòfan en la cadena polipeptídica de la RNasa A, la fluorescència del qual 

pot ser correlacionada amb el seu ambient circumdant, atès que Torrent ( 1996) havia 

observat que Ja substitució de Ja Tyrll5 per un triptòfan en la RNasa A gairebé no 

pertorbava l'estabilitat de la proteïna. Mercès que en el nostre grup de treball es 

disposava de la construcció pUC 119. Y 115W (Torrent, 1996), en la qual el cON A de la 

RNasa A s'havia mutat per substituir el residu de tirosina de Ja posició 115 per un 

triptòfan, es va utilitzar aquesta construcció com a DNA motllo per obtenir mutants 

dobles del gen de Ja RNasa A. Per assajar la fluorescència d'aquest triptòfan com a 

sonda per detectar canvis conformacionals en Ja proteïna causats per l'efecte d'una altra 

substitució, en la regió I 06-118 de la RNasa A, es van preparar les tres variants dobles 

següents: 

• ll06V+YI I5W 

• I106A+Yli5W 

• I107L+YII 5W 

L'elecció de Ics mutacions Il 06V, I I 06A i I I 07L per a l'obtenció d'aquestes variants 

dobles es va fer, principalment. en base als resultats obtinguts prèviament per a les 

variants senzilles dc la proteïna mitjançant OSC. Es va escollir una sèrie de tres tipus 

distints de substitucions que donessin lloc a una desestabilització diferenciada de les 

proteïnes variants, en relació a la RNasa A, i que, a la vegada, no mostressin valors de 

la relació entre l'entalpia calorimètrica i l'entalpia de van't Hoff significativament 

diferents a I. L'elecció del tipus de mutació Ile per Leu es va fer pel caràcter dirsuptiu 

d'aquesta. 

Amb aquestes 3 variants dobles es va decidir comprovar si el residu Trp 115 podia 

servir de sonda local de mutacions realitzades en residus de Ja regió I 06-118. Això s'ha 

dut a terme mitjançant l'estudi de les propietats fluorescents del residu Trp 115 per 

espectroscòpia de fluorescència de I 'estat excitat i per una modalitat d 'aquesta 

espectroscòpia, Ja de fase amb multifreqüència. 
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FIGURA ml 

Representació esquemàtica de l'estructura tridimensional de la RNasa A mostrant elements d'estructura 

secundària i els residus proposats per ser substituns (color blau). La regió CFIS (residus 106·118) està 

formada per una estructura en full plegat P antiparaHela hairpin-like. El P-hairpin clàssic (color gris 

clar) està format per la 6a (residus 106-111) i 7a (residus 116-123) cadena p i conté un gir p del tipus 

VI. causat per Ja presència d'una prolina en conformació eis, Proll4, en Gly112-Tyrll5 com 

s'identifica a partir de l'estructura cristallina (Wlodawer i col., 1988). 

ID.t.l. Construcció dels vecton pBXR+mutació 

En aquest apartat es descriu, en primer Doc, la construcció del vector pUC 119 amb el 

gen (cDNA) de la RNasa A, pUC119.BPR, a partir del qual es construiran els vectors 

amb el gen de la RNasa A mutat, pUC119.BPR+mutació. Finalment es descriu el 

subclonatge del gen de la RNasa A mutat en el vector d'expressió pET22b( +) que dóna 

Uoc a la construcció del vector pBXR+mutació. 
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111.1.2. 1. Construcció del vector pUC119.BPR 

A partir del vector pBXR (apartat 11.2.2) cedit pel Or. R.T. Raines de la Univers itat 

de Wisconsin-Madison (Wisconsin, EUA), que correspon a una construcció que conté 

el gen que codifica la RNasa A (delCardayré i col., 1995) inserit en el vector 

pET22b(+), es va procedir al subclonatge del gen de la RNasa A en el vector pUC1 19. 

Aquest vector és el recomenat pel procés de mutagènesi dirigida per PCR que s'ha 

utilitzat en aquest trebal l ja que els programes del termociclador utilitzats estan 

dissenyats considerant com a vector el pUC lI 9. 

Per a l'obtenció del vector pUC 119 que portés e l gen que codifiqui la RNasa A 

(pUC1 19.BPR) es va seguir l'esquema que es presenta en la FIGURA III. 2. 

El seguit d'etapes que es van portar a terme per a l'obtenció del vector pUCI 19.BPR 

es descriuen breument a continuació. 

1. Purifil:ació del fragment BPR-Hin dill-.Xoa l 

A partir d'un cultiu de nit d'E. coli BL2 1 (DE3)-[pBXR] es va realitzar una extracció 

de ONA plasmídic i es va sotmetre a digestió amb Hin dlii i Xba I. El vector així d igeri t 

va permetre purificar a partir d'electroforesi en gel d'agarosa el fragment 

d'aproximadament 0,5 kb corresponent al gen BPR i a ta seqüència del pèptid senyal 

p e/B. 

2. Obtenció de p UC I 19-Hin diii -Xba I 

A partir d'un cultiu de nit d'E. coli TG !-[pUC 119) es va extreure el ONA plasmídic, 

el qual es va digerir amb els enzims de restricció Hin dlll i Xba I. El vector linealitzat es 

va purificar a partir d'electroforesi en gel d'agarosa. 

3. Lligament i transformació 

Es va realitzar un lligament direccionat entre el vector pUC 119-Hin dUl-.xba I i el 

fragment Hin diii-Xba I obtingut a partir de la construcció pBXR. La .mescla de 

lligament es va uti litzar per transformar cèl·lules competents d'E. coli TG! que es van 

sembrar en placa LB+Ap. Es va utilitzar la soca TG I d'E. coli perquè es tracta d'una 

soca idònia per a la propagació i manipulació de vectors ja que creix molt bé en medis 

rics i té una elevada taxa de transformabilitat. 
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Htndlll 
SaJ 1 Xba I 

• 
eiS Operador Iac 

I 
dlgesM amb! Hln dlll I Xba I I 

digestió ambrn dlll l Xba I 

Htn dlll 

pUC 119 • Hin dlll • Xba I 

FIC RA lll.2 

Construcció del vector pUC 119.BPR. El gen BPR del vecror pBXR es va obtenir per digestió amb Hin 

diii i Xba I. L'insert, una vegada purificat, es va clonar en el vector pUC119 que havia estat prèviament 

tallat amb Hin diTl i Xba I per donar lloc al vector pUC 119.BPR. amp, gen de resistència a l'ampici l· lina: 

Iac Z, darrera part del gen Iac Z: BPR, gen de la RNasa A; pe!B, seqUència del pèptid senyal d'exportació. 
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4. Selecció de transformants 

De les vàries colònies resistents a l'ampicil·lina que es \·an obtenir. se'n \'an culti\'ar 

5 per tal d'obtenir-ne el D:\A plasmídic, el qual posteriorment es va sotmetre a una 

anàlisi de restricció per esbrinar si s'havia inserit el gen en els diferents clons. En el 

primer pas d'aquesta anàlisi es va digerir el D A plasmídic amb els enzims de 

restricció Sal I i Xba I. Dels clons que apareixia una banda d'aproximadament 0,5 kb, 

corresponem al gen més la seqüència del pèptid senyal pe!B, es va repetir la digestió 

però només amb un dels dos enzims de restricció. De tots clons es va observar una 

única banda d'aproximadament 3,7 kb, cosa que va confirmar que s'havia inserit un únic 

fragment en el vector pUC1 19 digerit amb Hin diii i )(ba I i no tres còpies seguides del 

fragment com podia haver succeït. 

5. Seqüenciació del gen 

Es va procedir a comprovar que la seqüència del gen. Per a Ja seqüenciació, es va 

agafar com a DNA motllo el producte purificat d'una amplificació per PCR del gen 

BPR clonat a pUC 11 9 tal i com s'ha descrit en l'apartat Il.6. El resultat va indicar que la 

seqüència del gen de la Rl'Jasa A clonat es corresponia exactament a Ja descrita per 

delCardayré i col. (1995) (FIGURA IJJ.J). 

LysGluThrAlaAlaAlaLysPheGluArgGl nHist-tetAspSerSerThrSerA_aAla2o 
AAGG~~TGÇAGCAGCC~~~AGCGGCAGCACATGGACTCCAGCAC~CCGCTGCC 

SerserserAsnTyrCysAsnGl~~etMetLysSerArgòsn~euThrLysAspArgCys4o 
AGCAGCTCCAACTACTGTMCCAGATGATGAAGAGCCGGAACCTGACCAAAGA'fCGATGC 

Ly s ProVal ll.sn'fhr PheVa lH i sG l uSe rLeuAlaAspValGl nA la va lCy sS erG ln6o 
AAGCCAGTGAACACCTTTGTGCACGAGTCCCTGGCTGATGTCCAGGCCGTGTGCTCCCAG 

~ys~snValAlaCys~ysAsnGlyGlnThrAsnCysTyrGlnSerTyrSerThrMetSerso 
AAAAATGTTGCCTGCAAGAATGGGCAGACCAATTGCTACCAGAGCTACTCCACCATGAGC 

lleTh.r AspCy sArgGl u'fhrGlySerSerLysTy rProAsnCysAla'I'yrLysThrThr 1 oo 
ATCACCGACTGCCGTGAGACCGGCAGCTCCAAGTACCCCAACTG'l'GCCTACAAGACCACC 

GlnAlaAsnLysHisileileValAlaCysGluGlyAsnProTyrValProValHisPhet2o 
CAGGCGk~TAAACACATCATTGTGGCTTGTGAGGGAAACCCGTACGTGCCAGTCCACTTT 

AspAlaserVal 
GA TGCTTCAG'I'G 

FIGU RA 111.3 

Seqüència de nucleòtids del cDNA que codifica la RNasa A amb la corresponent seqUència d'aminoàcids 

segons deiCardayré i col. ( 1995). 
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111.1.2.2. Construcció dels vectors pUC119.BPR+mutació 

Per a Ja construcció dels 16 vectors pUC119 que penessin el gen que codifica la 

R. asa A amb la mutació desitjada (I106L ll06V, 1106A. ll07L, 1107V, I107A. 

Vl08A. VI08G. A109G. YI16A. Vll6G. YI18A. \'1180. Il06V+Y115W, 

1106A-Yli5W o Il07L-YII5W). es \·a seguir el procés que es descriu a continuació: 

Oíssem· dels oligonucleòtids 

Panint de la seqüència de nucleòtids del cDNA de la RNasa A (FIGURA III.J ) es 

van dissenyar els oligonucleòtids mutagènics que permetessin introduir els canvis 

desitjats. Per al seu disseny es va tenir en compte, a més dels principis generals 

exposats a l'apartat Il.5.1. l'ús de codó per part d'E. coli i l'ús de codó de la resta del gen, 

de manera que es va seleccionar aquell codó que és molt utilitzat per E. coli i que més 

s'assembla a l'original del gen. Els olignucleòtids utilitzats per a l'obtenció del s mutants 

foren els que es presenten en la TAULA III. I. 

T A U L A 111.1 -Oligonucleòt ids utilitzats per a l'obtenció de les variants de la RNasa A 

Mutació 

11 06L 

11 06V 

11 06A 

1107L 

1107V 

1107A 

VI OSA 

YIOSG 

AI09G 

YII6A 

V ll 6G 

Vll8A 

VII8G 

Seqüència de l'o ligonucleòtid o encebador mutagènica 

5' -TCC CTC ACA AGC CAC AAT CAG GTG TTT ATT CGC CTG GGT- 3' 

5' -CAG GCG AAT AAA CAC GTG A TT GTG GCT TGT GAG- 3' 

5' -CAG GCG A AT AAA CAC GCT A TT GTG GCT TGT GAG- 3' 

5' -G GCG AAT AAA CAC ATC CT G GTG GCT TGT GAG GG- 3' 

5' -TT TCC CTC ACA AGC CAC CA C GATGTG TTT ATT CGC CTG- 3' 

5' -TT TCC CTC ACA AGC CAC AGC GAT GTG TTT A TT CGC CTG- 3' 

5' -CG AA T AAA CAC ATC A TT GCG GCT TGT GAG GGA AAC- 3' 

5' -CG AA T AAA CAC A TC A TT GGC GCT TGT GAG GGA AAC- 3' 

5' -AT AAA CAC ATC ATT GTG GGC TGT GAG GGA AAC CC- 3' 

5' -AG GGA AAC CCG TAC GCG CCA GTC CAC TTT GAT- 3' 

5' -AG GGA AAC CCG TAC GG C CCA GTC CAC TTT GAT- 3' 

5' -AC CCG TAC GTG CCA GCG CAC TTT GAT GCT TCA G- 3' 

5' -AC CCG TAC GTG CCA GGC CAC TTT GAT GCT TCA G- 3' 

aEis nucleòt ids subratllats són els corresponents al triplet alterat i els escr its en negreta són els modificats 
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Els oligonucleòtids dissenyats tenien una longitud que oscil·lava entre les 32 i 39 

bases i eren complementaris a una de les dues cadenes del cDNA de la RNasa A 

excepte en el/els nucleòtid/s del codó que calia modificar. A priori, tots els 

oligonucleòtids es van dissenyar de manera que fossin complementaris a la mateixa 

cadena del gen, però a causa que la mutagènesi per a l'obtenció dels mutants II 06L, 

I I 07V i I I 07 A va fracassar, es van tornar a dissenyar per aquests tres casos els 

oligonucleòtids corresponents de manera que fossin complementaris a l'altra cadena del 

gen. 

Obtenció dels vectors pUC119.BPR+mutació 

1. Reaccions de mutagènesi: 

Es va utilitzar la tècnica de mutagènesi dirigida per oligonucleòtid mitjançant la 

reacció en cadena de la polimerasa (PCR) que permet treballar amb dsDNA com a 

motllo. Atès que la metodologia de la PCR per a la mutagènesi dirigida per 

oligonucleòtid ha estat criticada pel problema de la manca de fiabilitat , en aquest treball 

s'ha utilitzat la polimerasa de DNA de Pyrococcus sp. GB-D (comercialment coneguda 

com a Deep Vent®) enlloc de la comunament utilitzada de Thermus aquaticus (Taq), la 

qual careix d'activitat exonucleasa correctora 3'~5'. La fidelitat d'una polimerasa de 

DNA que té activitat 3'~5', com ara la Deep Vent®, és de com a mínim 10 vegades més 

elevada que l'observada per la Taq (Tindall i col.. 1988). Juncosa-Ginestà i col. ( 1994) 

van determinar que la mutagènesi dirigida per oligonucleòtid mitjançant PCR usant la 

Deep Vent® aconsegueix una eficiència elevada de mutagènesi (xifrada en un 98-

100%). 

Donat que el procediment encaminat a l'obtenció dels 13 mutants senzills i els 3 

mutants dobles del gen de la RNasa A era pràcticament idèntic, amb la utilització dels 

oligonucleòtids mutagènics corresponents i el dsDNA motllo adient (el vector 

pUC119.BPR pels mutants senzills i el vector pUC 119.Yl15W pels dobles mutants) 

com a úniques diferències, les modificacions del gen BPR es van dur a terme seguint el 

protocol que es mostra a l'esquema general de tot el procés, a la FIGURA lll.4 . 
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Encebadors enc mu:agénoc B i FUP 1• p{. 
Motllo pUC t t 9 BPR ""' 1• PCR Encebadors enc mutagèn1c A 1 RUP 

Motllo pUCI19 BPR o pUCt19 BPR•Y 115W 

(pe~ a •es 3 virt:tnlS 110&L 110TV • 1107 Al / ~ 

!~----------------------------~J 
J '---------------------------~· 5' 

~lc•:._ ___ ..._JI~ 

Enceb~dors producte 1' PCR 1 RUP 2• J CR 
Motllo p..JC1198PR ! I 

~PCR Encebadors producte 1' PCR 1 FUP 
Motllo pUC'~9BPRopúC '19BPR •Y115W 

! 
Bam HI H1n dlll 

~r~ ---~~~--p-e~IB~--r-----~B~P~R~+-m-ut_a_c~ió------~: 

I 
01gesil6 del producte de la z• PCR amb Bam HI t Hin dll l 

t ll;g•moot" ""''" pUC1 19 ("'""' •mb B•m HI I H'" dlll 

FIGURA III.-' 

Esquema general del procés de mutagènesi dirigida per oligonucleòtid (SOM) per PCR que s'ha dur a 

terme per obtenir els mutants senzills i dobles del gen de la RJ"\lasa A. FUP: fonvard universal primer, 

RUP: reverse universal primer. 
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Rcsultals 1 Discussió 

Per a les reaccions de mutagènesi del procés esquemalitzat en la FIGURA III.4 es 

van segui r els passos següents: 

a . Obtenció de DNA motllo (pUC 119.BPR o pUC 119.BPR•mutació) 

A partir d'un cultiu O d'E. coli TG 1-[pUC I I 9.BPR] o E. coli TG 1-

[pUC I I9.Y115W] es va realitzar una extracció de ONA plasmídic i se'n va purificar la 

forma de doble cadena covalentment tancada (dsD Accc) a panir de gel d'agarosa. 

b. la PCR 

En Ja la PCR es va amplificar una part del fragment inserit al vector pUC119, la 

compresa entre les regions a les que hibriden l'encebador mutagènic i un dels 

encebadors universals (R UP en tots els casos excepte per a les mutacions I 1 06L. I l 07V 

o 1107 A que es va utilitzar el FUP). 

c. 2a PCR 

El producte de la I a PCR es va precipitar i purificar a partir de gel d'agarosa per ser 

utilitzat com a encebador per a la 2a PCR junt a l'encebador universal contrari al que 

s'havia utilitzat en la I a PCR. D'aquesta manera, el producte de la 2a PCR correspon al 

fragment amplificat des de RUP fins a FUP. 

El procés de mutagènesi per a cada una de les variants de la RNasa A va ser analitzat 

mitjançant electoforesi en gel d'agarosa. A la FIGURA 111.5 es presenta un resum 

d'aquestes anàli sis. 

Tal com es pot observar en la FIGURA ill.5 els productes de la primera PCR tenen 

una longitud diferent en funció del disseny dels oligonucleòtids i l'encebador universal 

utilitzat. Per a l'obtenc ió de les totes les mutacions a excepció de li 06L, I 1 07V o Il 07 A 

s'han utilitzat com a encebadors els oligonucleòtids dissenyats complementaris a una de 

les cadenes del gen BPR i el Reverse Universal Primer (RUP), mentre que per a les 

mutacions Il 06L, Il 07V o I l 07 A s'han utilitzat els oligonucleòtids dissenyats 

complementaris a l'atra cadena del gen BPR i el Forward Universal Primer (FUP). 

D'aquesta manera es generen productes de tamany 1 O 1-13 7 pb en el primer cas (carrer 

2) i de 506-509 pb en el segon cas (carrer 3). Pel que fa al producte que es genera en la 

segona PCR, s'obté en tots els casos un fragment de 609 pb (carrer 4) ja que s'utilitzen 

com a encebadors els productes de Ja primera PCR i l'encebador universal contrari al 
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que 'havia utilitzat en la primera PCR. la qual cosa genera fragments amplificat de de 

Rl'P tin a FUP. 

FIC RA 111.5 

2176-

1230-

154 -

- 4361 

- 2322 

1 2345678 

Electroloresi en gel d'agarosa-TAE a l' I ,4% de l proces de mutagènesi dirigida per oligonuc leòtid 

mitjançant PCR. I. Marcadors de massa molecular de Boehringer Mannheim (p8R328-Bg/ J-1/iJ?( 1): 

2176. 1766, 1230. I 044. 653. 517. 453. 394, 298, 234. 220 i !54 pb. 2. Producte de Ja primera PCR per a 

les mutacions 1106V. 1106A. 1107L. VI08A, Vl08G, Al09G, Vli6A, Vll6G, Vll8A. Vll8G, 

1106V+Yll5W. 1106A~YJ15\V o 11 07 L+Yil5W. 3. Producte dc la primera PCR per a les mutacions 

li 06L, li 07V o l i 07 A. 4. Producte de la segona PCR per a les diverses mutacions. 5. Producte dc la 

segona PCR digerit amb Hin dl li i Bam lf l. 6. Vector pUC 119.BBR+mutació digerit amb Hin ell li i Bam 

HI. 7. Vector pBXR+mutació digerit amb Sal I i Xba l. 8. Marcadors de massa molecular de New 

England Oiolabs (Lambda O A-/-/in dl I! ): 23 130, 9416. 6557, 436 1, 2322, 2027, 564, 125 pb. 

Una vegada s'havien dut a terme les reacc10ns dc mutagènesi. es va procedir al 

clonatge del gen de la R asa A prcssumptament mutat al vector seleccionat (pUC I 19), 
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a través de les dianes de restricció Hin dlii i Bam HI, tal com s'indica a continuació i 

s'esquematitza en la FIGURA III.4 . 

2. Obtenció del fragment BPR+mulatació-Hin diii-Bam HI 

El producte de la segona PCR, que suposadament conté el gen BPR amb la mutació 

incorporada, es va precipitar i purificar a partir d'un gel d'agarosa, i es va digerir amb 

els enzims de restricció Hin dlii i Bam I II. El fragment d'aproximadament 0,5 kb que 

conté el gen BPR pressumptament mutat es va purificar de nou a partir de gel d'agarosa 

(caner 5, FIGURA Ill.5). 

3. Obtenció del vector pUC119-Hin diii-Bam HI 

A partir d'un cultiu de 3 mL d'E. cofi TG 1-[pUC 119] es va extreure el DNA 

plasmídic i es va sotmetre a digestió amb Hin diiT i Bam Hf. El fragment corresponent 

al vector linealitzat es va purificar a partir de gel d'agarosa. 

4. Lligament i transformació 

Es va realitzar un lligament direccionat entre pUC119-Hin dill-Bam HI i el fragment 

BPR+mutació-Hin diJl-Bam HI. La baneja de lligament es va utilitzar per transfOimar 

cèl·lu les competents d'E. coli TG 1 que es van sembrar en placa LB+Ap. 

5. Selecció de transformants 

De les diverses colònies resistents a J'ampicil·lina que es van obtenir, se'n van 

cultivar 5. Per tal d'esbrinar si s'havia inserit el gen en els diferents clons, es va extreure 

el DNA plasmídic i es va sotmetre a una primera anàlisi de restricció utilitzant els 

enzims Hin dUI i Bam HI. Dels clons que apareixia una banda d'aproximadament 0,5 kb 

(carrer 6, FIGURA III .5) es va repetir la digestió, però només amb un dels dos enzims 

de restricció. De tots clons es va observar una única banda d'aproximadan1ent 3,7 kb, 

cosa que va confirmar que s'havia inserit un únic fragment en el vector pUC119 digerit 

amb Hin diii i Bam HI i no tres còpies seguides del fragment. 

6. Seqüenciació del gen 

La comprovació de la validesa de les mutacions es va fer mitjançant la seqüenciació 

del DNA tal com es descriu en l'apartat ll.6. Els resultats d'aquestes seqüenciacions van 

mostrar que en la seqüència del gen de la RNasa A només s'hi havia introduït la 

mutació desitjada. 
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IJJ.J.2 .3. Subclonatge dels gens mutats al vector pET22b(+) 

El procés de clonatge del gens de la RJ\asa A mutats del vector pUC 119 al vector 

d'expressió pET22b(- ) s'esquematitza en la FIGURA 111.6. Es va escollir un vector de la 

sèrie pET per a la producció heteròloga de la R..'\lasa A atès que aquests vectors utilitzen 

el fort promotor de la polimerasa de T7 per dirigir l'expressió dels gens clonats, la qual 

cosa fa que les proteïnes resultants siguin produïdes en quantitats elevades. 

I . Obtenció del fragment BPR+mutació-Hin diii-Xba I 

A partir d'un cultiu de 10 mL d'E. coli TGl-[pUCIJ9.BPR+mutació], es va fer una 

extracció de DNA plasmídic, el qual es va digerir amb els enzims de restricció Hin dlll 

i Xba l. El fragment que conté el gen de la RNasa A mutat es va purificar a partir de gel 

d'agarosa. 

2. Obtenció del vector pET22b(+)-Hin diii-Xba I 

Es va fer una extracció de DNA plasmídic de 1 O mL d'un cultiu d'E. coli TG l­

[pET22b(+)] i es va digerir amb Hin diil i Xba I. El vector linealitzat es va purificar a 

partir d'un gel d'agarosa. 

3. Lligament i transformació 

Es va realitzar el lligament direccional entre pET22b(.J...)-Hin diU-Xba I i el fragment 

BPR.J...mutació-Hin dlll-.Yòa I. La batTeja de lligament es va utilitzar per transformar 

cè l·lucs competents d'E. coli BL2l(OE3) que es van sembrar en placa LB+Ap. 

4. Selecció de transformants 

De les diverses colònies resistents a l'ampicil-lina que es van obtenir. se'n van 

cultivar 5 en 4 mL de medi líquid LB+Ap. D'aquests cultius se'n va guardar 0,75 mL en 

forma de glicerinats i de la res ta es va fe r una extracció del ONA plasmídic. Per tal 

d'esbrinar si s'havia inserit el gen en els diferents clons, es va extreure el DNA 

plasmídic i es va sotmetre a una anàlisi de restricció amb Sal I i Xba I. Aquesta anàlisi 

de restricció va mostrar una banda d'aproximadament 0,5 kb en gairebé tots els clons 

(carrer 7, FIGURA TJJ.5). Posteriorment, es va repetir la digestió però només an1b un 

dels dos enzims de restricció i es va observar una única banda d'aproximadament 5,9 

kb, fet que va confirmar que s'havia inserit un únic fragment en el vector pET22b(+) 

digerit amb Hin diii i Xba I i no tres còpies seguides del fragment. 
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Hm dl li Xba I 

I 
digeotió •mbj Hln dUI I Xb• I 

I 
digeotlólb Hln dlll l X"' 1 

Hin dlll 

pET-22b (+) - Hin dlll- Xba I 

Hindlll 

FIGURA lll.6 

Subclonatge del gen BPR+mutació al vector d'expressió pET22b(+), a través de les dianes Hin dlJI i Xba 

I. La construcció final és anomenada pBXR+mutació. 
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111.1.3. Express ió de la RNasa A i les seves variants en E. coli BL21 (DE3) 

Per a l'expressió de laR asa A i les 16 variants d'aquesta s'ha partit de gliccrinats de 

cèl·lules d'E. coli BL21 (DE3) transformades amb el vectors d'expressió que contenen 

el gen salvatge i el mutat de la RNasa A, descrits en l'apartat anterior com a pBXR i 

pBXR+mutació, respecti\'ament. També s'hi ha inclòs l'expressió del mutant Y 115\V dc 

la RJ asa A, del qual es disposava. en el nostre grup dc treball, de glicerinats d'E. coli 

I3L21 (DE3) tranfonnats amb el vector d'expressió pBXR. Y 115W. 

111.1.3.1. Comparació de l'expressió de la RNasa A i Ics seves variants 

Abans de començar a produir les diferents variants dc la RNasa A recombinant de 

cara a la seva purificació, es va dur a terme una prova d'expressió, comparada a 

l'expressió de la proteïna salvatge. Amb aquesta prova es pretenia veure si els nivells 

d'expressió de les diferents variants era similar a la dc la rRNasa A. 

Es va partir de cultius de nit de 3 mL d'E. coli BL21 (DE3)-[pBXR) i d'E. coli 

BL21 (DE3)-[pBXR+mutació] en LB+Ap (400 pg/mL), cadascun dels quals es va 

inocular en 1 O mL de LB+Ap (50 pg/mL) a una relació lli 00 d'aquest volum. Tots els 

cultius es van incubar a 37°C en agitació (250 r.p.m.) durant 2-3 hores (fins que el valor 

de l'Asso es trobava entre I i I ,5 UDO). Posteriorment, es va retirar una alíquota d' 1 mL 

dc cadascun dels cultius, la qual es va centrifugar a 12000 xg i el sediment cel· lular 

resultant es va resuspendrc en I 00 ~tL d'amortidor d'aplicació d'electroforesi en gels de 

poliacri lamida-SDS. Paral·lelamcnt, es van induir els cultius a expressar el cDNA que 

codifica la RNasa A (o variants d'aquesta) amb l'addició d'lPTG a una concentració 

final d'I mM i es van deixar créixer de nou durant 2 hores i 30 minuts més. Una vegada 

transcorregut aquest temps es va retirar una altra al i quota d' I mL de cadascun dels 

cultius, la qual es va centrifugar i resuspendre de la mateixa manera que s'havia fet 

abans. 

L'anàlisi de la producció de les proteïnes recombinants es va dur a terme mitjançant 

el mètode electroforètic en gel de poliacrilamida-SDS amb poli(C) revelat per activitat 

(zimograma) (Bravo i col., 1994). Aquesta anàlisi permet detectar la presència 

d'activitat ribonucleasa, determinar Ja mobilitat electroforètica de la banda responsable 

de l'activitat, i també permet discriminar l'activitat provinent de ribonucleases pròpies 

d'E. coli. de massa molecular diferent. En la FIGURA 111.7 s'exemplifica un zimograma, 

juntament amb un gel sense poli(C) tenyit amb Blau de Coomassie, amb mostres de 

cultius d'E. coli que expressen la RNasa A i les seves variants l J 06L, I I 06V i I I 06A. 
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--
M Oh 2h 30' Oh 2h 30' Oh 2h 30' Oh 2h JO' R 

IIOtíL 1106V 1106A r i{Nasa A 

(A) Electroforesi en gel de poliacri lamida-SDS al 15 % tenyit amb Blau de Coomassie, de mostres de 

cultius d'E. coli BL2 1 (DE3) que expressen les variants I I 06L, I I 06Y i I I 06A i la proteïna salvatge, abans 

de la inducció amb IPTG I mM i 2h i 30 min després de la inducció. El volum de mostra aplicat és de 1 O 

~-tL. Al carrer M s' hi han aplicat els marcadors de massa molecu lar pretenyits següents: fosforilasa b 

(I 06000 Da), BSA (80000 Da), ovoalbúmina (49500 Da), anl1idrasa carbònica (32500 Da). inh ibidor de 

tripsina de soja (27500 Da) i lisozim (1 8500 Da) de Bio-Rad. Al can·er R s'hi ha aplicat la RNasa A 

comercial. (B) Electroforesi en gel de po liacrilamida-SDS al 15% amb poli(C) revelat per activitat de les 

mateixes mostres. El vo lum de mostra aplicat és de 3 ~tL. 
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D'aquesta figura es dedueix que les variants Il 06L, ll 06V i I 1 06A de la R.."iasa A 

analitzades tenen uns nivells d'expressió similars als de la proteïna salvatge al cap de 2h 

i 30 min després d'induir. Per a totes les altres variants estudiades en aquest treball 

també es van apreciar uns nivells d'expressió similars als de la proteïna salvatge. Per 

tant. la mutació introduïda en el cDNA de la RNasa A no afecta els nivells d'expressió 

d'aquesta. 

l ll. l.3.2. Expressió de la RNasa A i les seves variants 

Una vegada comprovada la correcta expressió de la RNasa A i les seves variants, es 

van començar a produir totes elles. Es va partir de cultius 0/N d'E. coli BL21 (OE3)­

[pBRX], E. coli BL2l (OE3)-[pBXR.Yl15W] i E. coli BL2l(OE3)-[pBR.X- mutacióJ. 

Es va observar que si aquests cultius es realitzaven a partir d'una colònia aïllada en 

placa LB suplementada amb ampiciJ.lina s'aconseguia un percentatge més elevat de 

cèl·lules portadores del vector d'expressió. Per això, es va portar a terme una sembra en 

estria en placa LBTAp (50 ¡..tg/mL) del glicerinat de la soca i després es va inocular una 

de les colònies en I O mL de medi TB en presència d'una forta selecció (Ap 400 ¡..tg/mL). 
Per tal de tenir un valor de l'Asso final més baix en el moment de la inducció, es van 

realitzar dues dilucions del cultiu anterior, 11102 i IIJ04, i es van incubar tots tres 

cultius 0/N unes 12 ha 3 7°C amb agitació constant (250 r.p.m.). A partir del cultiu O i 

menys crescut, corresponent sovint a la dilució I / 104, es va inocular, a una relació 

11100. en 1 litre de medi líquid TB+Ap (50 ¡..tg/mL). El creixement del cultiu bacterià es 
va seguir mesurant l'Asso tal com s'ha descrit en l'apartat 11.2.5.2. 

La inducció per expressar el cDNA que codifica la Ri'Jasa A o una variant d'aquesta 
es va realitzar quan I'Asso era al voltant d'I UDO, entre les 3 i 5 h d'haver-se iniciat el 

cultiu, amb l'addició d'lPTG a una concentració final d' 1 mM. L'addició d'IPTG al cultiu 

afecta el creixement cel·lular fins al punt que aquest es veu interromput i estimula la 

síntesi de la Rl"lA polimerasa de T7, la qual serà capaç de transcriure el gen de la RNasa 

A ja que el vector és portador del promotor que reconeix aquesta RNA polimerasa de 

T7. Per tant, es porta a tem1e una sobre-expressió de la RNasa A de manera que es Yeu 

afectat el creixement bacterià. 

L'expressió de totes les variants de la R! asa A es va realitzar de la mateixa manera i 

no es van observar diferències significatives entre elles ni respecte a la proteïna 

salvatge. 
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111.1.-t. Purificació de les rR.Nases A expre sades en E. coli BL21(DE3) seguint el 

protocol A 

En aquest apartat es presenten els resultats obtinguts en la purificació de la RNasa A 

recombinant i les seves 17 variants, aïllades a partir de cultius de cèl·lules d'E. coli 

BL2l(DE3)-[pBXR]. E. coli BL2l(DE3)-(pBXR.Yl15W] i E. coli BL2 l (DE3)­

[pBXR-mutació] que havien estat creixent en medi líquid TB suplementat amb 50 

¡..tg/ml d'Ap durant 2-4 h a partir del moment de la inducció amb I mM IPTG tal com 

s'ha descrit en l'apartat III .l.3.2. El protocol A que es va seguir (apartat II.7.2.1 ) està 

basat en el descrit per delCardayré i col. (1995) amb algunes modificacions i consisteix 

en la solubilització de la proteïna recombinant, una cromatografia de bescanvi catiònic 

a pressió atmosfèrica en presència d'urea i DTT, el replegament de la proteïna 

recombinant i la reoxidació dels ponts disulfur a través de l'eliminació de la urea i el 

OTI mitjançant una diàlisi que, a més afavoreix la formació dels ponts disul fur ja que 

conté la parella redox GSSG/GSH, i una cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema 

d'HPLC. Una vegada acabat el procés de purificació s'ha comprovat la puresa de la 

proteïna resultant mitjançant cromatografia de bescanvi catiònic i de fase inversa pel 

sistema d'HPLC. 

El protocol de purificació seguit és el mateix per a totes les rRJ\ases A. i, per tant. 

s'exemplificarà amb la descripció de la proteïna salvatge. 

La purificació s'inicia a partir del sediment cel ·lular obtingut en centrifugar el litre de 

cultiu a les 2-4 h després de la inducció amb IPTG, malgrat que el sistema d'expressió 

utilitzat estigués dissenyat per exportar les proteïnes heteròlogues a l'espai periplasmàtic 

de la cèl·lula bacteriana. 

Treballs previs de deiCardayré i col. ( 1995) havien demostrat que la major part de la 

RNasa A produïda per E. coli BL21 (DE3) portadora del vector pBXR no es trobava a 

l'espai periplasmàtic després d'un xoc osmòtic fred, ni en la fracció soluble de Ja 

suspensió de cèJ.lules lisades. La RNasa A recombinant era produïda en una forma 

insoluble, però correctament processada, és a dir, no contenia el pèptid senyal 

d'exportació pe/B. Aquest resultat era inesperat perquè el processament té lloc en 

atravessar Ja membrana cel·lular. però els cossos d'inclusió es formen generalment al 

citoplasma. Això podia ser explicat si la RNasa A recombinant parcialment plegada 

s'agregava en el periplasma (Mitraki i King, 1989), o si la translocació de la RNasa A 
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era aturada després de l'escisió del pèptid senyal. Una translocació ineficient s'ha 

observat pel lisozim, el qual , com la RNasa A, té varis residus bàsics aprop de l'extrem 

. -terminal (Yamane i Mizushima, 1988). La insolubilitat de la RNasa A produïda per 

E. coli va resultar útil per superar el problema de la seva toxicitat. L'enzim quedava 

retingut a la fracció cel·lular i calia aconseguir solubilitzar-ne la màxima quantitat sota 

condicions desnaturalitzants, utilitzant un amortidor que contingués urea. com a agent 

desnaturalitzant. i DTT, com a agent reductor. per tal de reduir els ponts disulfur entre 

molècules que s'haguessin pogut formar i, d'aquesta manera, desfer els possibles 

agregats proteics. 

JJI.lA.l. Procés de solubilització de les rR'lAase A 

El sediment ceHular es va resuspendre en l'amortidor de solubilització, es va incubar 

a 37°C durant I h en agi tació constant i finalment es va centrifugar. En el sobrenadant 

s'hi trobava solubilitzada la proteïna recombinant. Aquest procés es va realitzar en tres 

etapes per tal de so lubi litzar la màxima quantitat de proteïna, obtenint-se les fraccions 

corresponents als tres sobrenadants. S¡, S2 i S3, respectivament, tal i com s'ha descrit 

en l'apartat 11.7.2.1. Aquestes tres fraccions es van reunir formant la fracció S¡ +S2+S3, 

a partir de la qual s'ha iniciat el procés de purificació de la proteïna recombinant. 

lll. l A.2. C romatografia de bescanvi ca tiònic a pre sió a tmosfèrica en presència 

d'agent desnaturalitzant i reductor 

En la primera etapa del procés de purificació de la rRNasa A es va realitzar una 

separació per cromatografia de bescanvi catiònic a pressió atmosfèrica en presència 

d'urea i DTT. 

La mostra, constituïda per la reunió dels tres sobrenadants corresponents a les tres 
extraccions amb l'amortidor de solubilització, S 1+S2• SJ, es va sotmetre a una 

cromatografia de bescanvi catiònic CM-Sepharose CL-68 equilibrada amb amortidor 

Tris/IICl 20 mM, pH 7,8, urea 6M, DTT 2 mM, les característiques i condicions de la 

qual han estat descrites en l'apartat Il. 7.2.1. El perfil cromatogràfic corresponent s'indica 

en la FIGURA Ill.8. Les fraccions amb activitat ribonucleasa corresponen al pic central 

i majoritari i van ser detectades pel mètode de determinació de l'activitat ribonucleasa 

en placa d'agarosa-RNA (apartat ll.7.5.2). Tot i la presència de Ja urea i el DTT, tant en 

l'amortidor de solubilització com en el de la cromatografia, va ser possible assajar 
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l'activitat de les diferents fraccions per aquest mètode gractes a la seva elevada 

sensibilitat i al fet que el mètode permet el replegament. encara que parcial. de l'enzim. 
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FIGURA 111.8 

Perfil d'el ució de la rR.,~asa A enregistrat a 280 nm corresponent a la cromatografia de bescanvi catiònic 

(CM-Sepharose CL-6B) a pressió atmosfèrica en presència d'agent desnaturalitzant i reductor del 

sobre nadant (500 mL) del procés de solubilització de la rRNasa A d'un cultiu d'E. colt BL21 (DE3)­

(pBXR]. La reïna es va equilibrar amb l'amortidor Tris/HCI20 mM, pH 7,8. urea 6M, DIT 2 mM i es va 

aplicar un gradient de O a 0,5 M NaCI en el mateix amortidor. Les fraccions recollides van ser de 3,5 ml. 

La fracció que presenta activitat ribonucleasa, elul'da a un valor de conductivitat al voltant de 8 mS·cm-1. 

s'ha indicat amb una barra negra sota el cromatograma. (• ) Absorbància a 280 nm. (o) conductivitat en 

mS·cm·l . 

En les condicions en què es va portar a terme aquesta cromatografia de bescanvi 

catiònic es va poder separar una fracció corresponent a proteïna amb activitat 

ribonucleasa d'altres proteïnes, la major part de les quals s'eluïen durant el rentat de la 

columna. Es va comprovar que en aquest rentat no apareixia activitat ribonucleasa 

mitjançant la tècnica en plaques d'agarosa-Rl A ni es detectava cap proteïna que 
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presentés una banda de Ja mateixa mobilitat electroforètica que Ja corresponent a la 

R"Jasa A en l'anàlisi electroforètica en SDS-PAGE 15%. El perfil de la cromatografia 

del procés de solubili tzació de les \·ariants de R.'\asa A \·a ser similar a l'obtingut per a 

la rR."Jasa A (FIGURA 1ll.8). en el qual la fracció amb activitat ribonucleasa era eluïda 

a un valor de conductivitat al voltant de 8 mS·cm-1. 

111.1.4.3. Plegament i oxidació 

Per aconseguir el replegament i la reoxidació de la proteïna recombinant, la mostra, 

prèviament diluïda a una concentració de 0,6 mg/mL en l'amortidor Tris/HCI 20 mM, 

pH 7,8, es va sotmetre a diàlisi enfront de l'amortidor Tris/HCl 20 mM, pH 7,8, NaCI 

0.1 M, GSH I mM, GSSG 0,2 mM, tal com s'ha descrit en l'apartat Il . 7 .2.1. Durant 

aquesta diàlisi es va observar la formació d'agregats proteics insolubles, la qual cosa 

representa una pèrdua de proteïna en aquesta etapa. Cal destacar que no es va veure una 

diferència clara en la formació d'aquests agregats entre la rRl\asa A i les seves variants. 

Per tal d'acabar d'eliminar la urea que no s'hagués descartat durant la diàlisi anterior i 

alhora eliminar la sal i el glutatió, es va sotmetre la mostra a una segona diàlisi enfront 

de l'amortidor Tris!HCI 20 mM, pH 7,8. 

Finalment, com que el volum de la mostra era molt gran es va sotmetre a una tercera 

diàlisi enfront d'aigua destil·lada Milli-Q, es va centrifugar la mostra per tal d'eliminar 

la fracció de proteïna no soluble, probablement no correctament replegada, i es va 

reduir el vo lum per lioti li tzació. 

Segons els resultats de l'anàlisi electroforètica en gels de poliacrilamida-SDS i de la 

tècnica en plaques d'agarosa-RNA. el pic de la cromatografia de bescanvi catiònic a 

pressió atmosfèrica anterior presentava una única banda, amb activitat ribonucleasa. de 

mobilitat anàloga a la presentada per la proteïna comercial igual que una vegada havia 

estat sotmesa al seu plegament i oxidació. Per tant, semblava, a priori, que el procés de 

purificació es podia aturar en aquesta cromatografia seguida del procés de plegament i 

oxidació de la proteïna recombinant. Malgrat això, es va comprovar la homogeneïtat i 

puresa de la mostra, mitjançant una cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema 

d'HPLC. 
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111.1.4.4. Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC 

La proteïna aïllada en l'etapa de purificació anterior, constituïda per la reunió de les 

fraccions amb activitat ribonucleasa de la cromatografia de bescanvi catiònic a pressió 

atmosfèrica una vegada dialitzada i posteriorment liofilitzada. es va recromatografiar en 

una columna de bescanvi catiònic Mono-s ® HR 5/5-FPLC (Pharmacia) pel sistema 

d'HPLC. equilibrada amb l'amortidor Tris!HCJ 20 llll'vl, pH 8,0, tal com ha estat descrit 

en l'apanat 11.7.2.3. El perfil d'elució corresponent a aquesta cromatografia es mostra en 

la FIGURA lll.9. 
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FlGURA 111.9 

Perfil d'elució de proteïna enregistrat a 280 nm de la cromatografia de bescanvi catiòn ic en columna 

Mono-s ® HR 5/5-FPLC per HPLC corresponent a la purificació de la rRNasa A. La mostra estava 

constituïda per les fraccions amb activitat ribonucleasa eluïdes de la cromatografia de bescanvi catiònic a 

pressió atmosfèrica una vegada havien estat sotmeses al seu plegament i oxidació. La columna es va 

equilibrar amb l'amortidor Tris/HCl 20 mM, pH 8,0. La mosrra s'ha eluYt amb un gradient linial de O a 

O, 15 M de NaCl en el mateix amortidor d'equil ibrat durant 45 min tal com s'ha descrit en l'apartat 

11.7 .2.1. 
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A panir de la FIGURi\ Ill .9 es pot observar la presència d'un pic central i majoritari. 

molt ben definit. que s'elueix aproximadament al voltant dels 35-38 min (NaCl 0.1 1). 

i la presència de pics minoritaris elu'íts essencialment abans del pic principal. Es va 

identificar el pic principal com a RNasa A amb els 4 ponts disulfur correctament 

formats. ja que segons Dodge i heraga (1996) el plegament de la R~asa A a partir de 

l'espècie amb els ponts disulfur reduïts cap a la que conté els -l ponts disulfur natius. 

utilitzant glutatió com a agent redox. fa que els residus de cisteïna de la proteïna formin 

enllaços disulfur intermoleculars amb el glutatió. A causa que cada enllaç disulfur 

intermolecular amb el glutatió redueix la càrrega positiva de la RNasa A en una unitat 

(a pi I 7), les espècies que tinguin menys de 4 ponts disulfur s'eluiran abans de la nativa. 

La presència dels pics minoritaris en el nostre perfil cromatogràfic, els quals presenten 

una mobilitat elecrroforèrica similar a la de la RJ'\Jasa A comercial, en l'anàlisi 

electroforètica en SDS-PAGE 15 %. podria atribuir-se a l'existència de poblacions de 

rRNasa A amb diferent nombre de ponts disulfur. 

Davant d'aquests resultats es va considerar oportú afegir aquesta cromatografia de 

bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC corn a una etapa més del procés purificació i 

d'aquesta manera aconseguir separar la rRNasa A amb els 4 ponts disulfur natius 

d'altres espècies amb un nombre de ponts disulfur inferior. 

La proteïna salvatge i les seves variants van presentar uns perfils cromatogràfics 

semblams, malgrat no idèntics al de la FIGURA III.9. En la FIGURA III.! O es presenten 

els perfils d'elució de dues d'aquestes variants, com a exemple. En tots els casos es va 

observar un pic principal al voltant dels 35-38 rnin i una sèrie de pics minoritaris eluïts 

abans del pic pincipal. 

La mostra corresponent a la reunió de les fraccions del pic central i majoritari es van 

reunir i dialitzar enfront d'aigua Milli-Q. Finalment, es va filtrar la mostra amb filtres de 

0,22 11m de diàmetre de por per eliminar la fracció de proteïna no soluble, malgrat 

aquesta gairebé no es percebia, i es va liofilitzar. La mostra es va guardar a -20°C i és la 

que es va utilitzar pels estudis posteriors. 
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FIGURA fii.J O 

Perfil d'elució de proteïna enregistrat a 280 nm de la cromatografia de bescanvi catiònic en columna 

Mono-S® HR 5/5-FPLC pel sistema d'HPLC corresponent a la purificació de les variants de la R.!"lasa A 

següents: (A) Vl08A (B) Yl 15W+II06V. Les condicions de la cromatografia han estat les mateixes que 

s'han descrit en la FIGURA 111.9. 
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Ill.lA.S. Comprovació de la pure a de les rRNa es A pu rificades 

La mostra de proteïna amb els 4 ponts disulfur corrè!ctament formats, obtinguda tal i 

com s'ha descrit a l'apartat anterior. es va reinjectar de nou al sistema d'HPLC per dur a 

terme dues cromatografies de caire analític i d'aquesta manera comprovar la seva 

homogeneïtat i puresa. 

Il1.1A.5.1. Cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC 

En primer lloc, la mostra es va recromatografiar de nou en les mateixes condicions 

descrites en l'apartat III.1.4.4 per tal de corroborar la homogeneïtat de la proteïna pel 

que fa a la presència dels ponts disulfur correctament fonnats. 

En la FIGURA III. I 1 es mostra el perfil cromatogràfic obtingut per a la proteïna 

salvatge recombinant (A) i per a la proteïna comercial (B). 

El perfil cromatogràfic obtingut per a la proteïna salvatge (A) mostra ta presència 

d'un únic pic que s'elueix a un temps de retenció idèntic al del pic principal de la 

FIGURA III.9 i al de la Rt~asa A comercial cromatografiada en les mateixes condicions 

(B). El mateix perfil d'elució es va observar en recromatogratiar les 17 variants de la 

Rt"'asa A. Aquests fets ens indiquen que les rR.Nases A purificades mitjançant aquest 

protocol no presenten isofonnes pel que fa a un diferent nombre de ponts disulfur i que 

es tracta d'espècies correctament plegades. 

A més. el fet que totes les variants de la R.Nasa A s'elueixin al mateix temps de 

retenció de la RNasa A comercial , confirma, també, que els residus de lisina de les 

ribonucleases purificades no estan carbamilats, ja que la carbamilació d'aquests residus 

hauria reduït la càrrega de la proteïna i aquest fet es podria haver detectat en aquesta 

cromatografia. La carbamilació de residus de lisina de la R.Nasa A era possible que 

succeís atès que s'havia treballat a concentracions d'urea elevades (6 M) i pH~7 (pH 

7,8) durant l'etapa de so lubilització de les ribonucleases recombinants i de 

cromatogralia a pressió atmosfèrica. En aquestes condicions, les solucions d'urea poden 

desplaçar l'equilibri entre la urea i el cianat d'amoni de manera que la concentració de 

cianat d'an10ni esdevingui significaliva i pugui reaccionar amb Ja RNasa A per 

carbamilar residus de lisina de manera irreversible (Stark i col., 1960). Cal recordar que 

es va utilitzar la reïna de bescanvi iònic AG® 50 l-X8(0) per desionitzar la solució 

d'urea 6 M dels amortidors emprats en les etapes de solubilització de les ribonucleases 

recombinants i de cromatografia a pressió atmosfèrica, i, així, evitar la presència d'ions 

cianat. 
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FIGURA lli. li 

Perfils d'elució de proteïna enregistrat a 280 nm de la cromatografia de bescanvi catiònic en columna 

Mono-s® HR 5/5-FPLC per HPLC. (A) La mostra estava constiturda per les fraccions del pic principal de 

la cromatografia de bescanvi catiònic per HPLC, corresponent a la purificació de la rRNasa A. (B) RNasa 

A comercial. Les condicions de la cromatografia han estat les mateixes que s'han descrit en la FIGURA 

111.9. 
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111.1A.5.2. Cromatografia de fase inver a pel istema d 'HPLC 

En segon lloc, es va recromatografiar la mostra en una columna de fase inversa 

Vydac 214-TP C.¡ per tal de comprovar la puresa de la proteïna. Les condicions i 

característiques d'aquesta cromatOgrafia s'han indicat de manera detallada en l'apartat 

II.7.2.3. En la FIGURA III.l2 es mostra el perfil d'elució d'aquesta cromatografia 

corresponent a Ja proteïna salvatge. 
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Perfil d'elució de proteïna enregisrrat a 280 nm de la cromatografia de fase inversa en columna Vydac 

~ 1-t-TP C-t pel sistema d'HPLC. La mosrra estava constituïda per les fraccions del pic principal de la 

cromatografia de bescanvi catiònic per HPLC, corresponent a la purificació de la rRNasa A. La columna 

es va equilibrar amb acetonirril I O o/o:TF A O, I %. La mostra s'ha eluït amb un gradient, entre el 1 O i el 

100% d'acetonitril, en tres etapes. 

Aquest perfil cromatogràfic corrobora que la proteïna recombinant purificada 

mitjançant aquest protocol és pura. 

S'ha comprovat que el temps de retenció de la rRNasa A coincideix amb el de les 17 

variants d'aquesta, al voltant del minut 85 (30% d'acetonitril), aplicades a la mateixa 

columna i emprant les mateixes condicions de gradient. 
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11.1.4.6. Seguiment del procés de purificació de les rRl"\"ases A 

En la FIG URA 1Il.13 es mostren els resultats corresponents a l'anàlisi electroforètica 

en gel de poliacrilamida-SDS al 15 %. tenyit amb blau de Coomassie, i de la 

determinació de l'activitat ribonucleasa per zimograma de les fraccions obtingudes 

durant el procés de purificació de la rRJ\asa A descrit anteriorment. 

Amb els resultats obtinguts en la FIGURA II1 .13.A per a les diferents fraccions 

analitzades es pot veure que després de l'etapa corresponent a la cromatografia de 

bescanvi catiònic a pressió atmosfèrica en presència d'urea i DTT es detecta una sola 

banda. La mobilitat electroforètica que presenta aquesta fracció (carrer 3) és 

lleugerament inferior a la que presenten les fraccions corresponents a les etapes 

posteriors a aquesta (carrers 4, 5 i 6) i a la que presenta la RNasa A comercial (carrer 7). 

Aquesta mobilitat electroforètica lleugerament inferior, així com també la de la banda 

electroforètica corresponent a la RNasa A de la fracció del procés de solubilització de la 

proteïna recombinant (carrer 2), es deu al fet que la proteïna es troba reduïda en 

aquestes etapes, a més de desnaturalitzada, ja que l'anàJisi electroforètica en gel de 

poliacrilarnida-SDS al 15 % en presència de P-mercaptoetanol (15 %) en l'amortidor 

d'aplicació de les mostres per a les fraccions obtingudes durant el procés de purificació 

de la rRNasa A. va mostrar una banda de mobilitat pràcticament idèntica en totes les 

mostres analitzades. 

L'anàlisi de les mateixes fraccions per zimograma (FIGURA 111.1 3.8) va permetre 

comprovar la presència d'activitat ribonucleasa en totes les fraccions assajades i alhora 

visualitzar la massa molecular de l'espècie responsable d'aquesta activitat. Es va 

observar també una mobilitat inferior per a les mateixes fraccions comentades 

anteriorment, les que contenien urea i OTI, corresponents als carrers 2 i 3 de la 

FIGURA Ill.l3.A. Cal dir que les fraccions corresponents a aquests dos carrers s'han 

hagut d'aplicar a una concentració molt més elevada, en comparació a les altres 

fraccions, per tal de poder observar la banda d'activitat ja que aquestes es trobaven 

desnaturalitzades i reduïdes. 
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(A) Anàlisi electroforètica en gel SDS-PAGE 15 %, tenyit amb blau de Coomassie, i (8) anàlisi 

electroforètica en gel SDS-PAGE l5°o amb poli(C) revelats per activitat (Zimograma) de les fraccions 

obtingudes en la purificació de la rR 1asa A pel protocol A. I) Marcadors de massa molecular (fosforilasa 

b (I 06000 Da). BSA (80000 Da), ovoalbúmina (49500 Da), anhidrasa carbònica (32500 Da), inhibidor 

dc tripsina dc soja (27500 Da) i lisozim ( 18500 Da); 2) fracció corresponent al procés dc solubi lització 

de rR a sa A (S 1 + S2+ S3); 3) fracció majoritària amb activitat ribonucleasa corresponent a la 

cromatografia de bescanvi catiònic a pressió atmosfèrica (CM-Sepharose) en presència d'urea i DTT; 4) 

fracció corresponent al sobrenadant de la proteïna amb activitat ribonucleasa que després del procés de 

replegament i reoxidació s'ha centrifugat per tal d'eliminar la fracció de proteïna no soluble; 5) fracció 

majoritària de la cromatografia de bescanvi catiònic per HPLC (Mono- l! IIR 5'5-FPLC); 6) fracció 

majoritària de la cromatografia dc fase inversa per HPLC (Vydac 214-TP C4) una vegada eliminat 

l'acetonitri l; 7) RNasa A comercial. 
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Una Yegada purificades les diferents variants de la Rl\asa A. es van fer les anàlisi s 

electroforètiques en gels SDS-PAGE 15 % i en zimogrames de la fracció majoritària de 

la cromatografia de bescanvi catiònic per HPLC (Y1ono-S$ HR 5t5-FPLC ) de cada 

variant. Els resultats van mostrar una única banda amb activitat ribonucleasa de 

mobilitat idèntica a l'observada per a la R1'\asa A comercial (carrer 7, FIGURA III.13 .A ¡ 

B). 

A mès, es va fe r un estudi estruc tural per dicroisme circular (DC) de la fracció 

soluble de la proteïna amb activitat ribonucleasa del procés dc replegament i reoxidació 

corresponent al procés de purificació de la rRNasa A. amb posteri or diàlisi exhaustiva 

enfront d'aigua Milli-Q, i es va comparar amb el de la proteïna comercial. En la 

FIGURA III.I4 es presenten els espectres d'activitat òptica de les dues proteïnes 

enregistrant l'e l·lipticitat a la reg ió de l'UV llunyà (regió 190-250 nm) i de l'UV proper 

(regió 250-3 1 O nm) a 1 0°C. Els valors de lectura d'activitat òptica, B obs en deg, es van 

transformar en valors d'el·lipticitat molar, [0], en deg cm2 dmoJ-1. 
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FIGU RA 111.1 .¡ 

Espectres de dicroisme circular de la RNasa A comercial (I) i de la fracció del procés de purificació de la 

rRNasa A corresponent a la proteïna soluble amb activitat ribonucleasa del procés de replegament i 

reoxidació (2). Els espectres s'han enregistrat a I 0°C i s'ha utilitzat una concentració de proteïna de 0,25 

mg/mL en amortidor acetat sòdic 50 mM, pH 5,0 i cubetes de quars de 0,02 cm de pas de llum per a la 

regió de I'UY llunyà ( 190-250 nm) i una concentració de protei"na d'I ,O mg/mL i cubetes de quars d'I cm 

de pas de llum per a la regió de I'UV proper (250-3 1 O nm) . 
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Resultats I DISCUSSIÓ 

Les diferències d'el·lipticitat observades en els espectres de dicroisme circular a l'UV 

llun:à indiquen que la fracció de la rR.'\asa A analitzada (2), corresponent al procés de 

replegament i reoxidació. presenta una estructura secundària diferent a la de la Rl\'asa A 

comercial ( l ). En els espectres a l'UV proper s'observen també diferènces entre 

ambdues proteïnes. la qual cosa indica que l'ambient circumdant al seus residus de 

tirosina és diferent entre les dues proteïnes. Per tant. la fracció analitzada mostra una 

estructura secundària i terciària significativament diferent a la de la R.J'\asa A comercial 

que podria ser deguda a la presència d'isoformes pel que fa a un diferent nombre de 

ponts disulfu r. 

Davant d'aquests resultats es va reafirmar que calia afegir l'etapa de cromatografia de 

bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC en el procés de purificació de les rR.Nases A 

seguint el protocol A, com prèviament s'havia decidit a partir dels resultats obtinguts 

per aquesta cromatografia (apartat III .1.4.4). Amb la incorporació d'aquesta etapa. com 

es veurà més endavant en la FIGURA III.1 7, s'aconsegueix obtenir una proteïna 

recombinant amb estructura tridimensional idèntica a la de la RNasa A comercial. 

III.l.4.7. Rendiment del procés de purificació de les rRNAases A 

El procés de purificació de la rRNasa A descrit anteriorment es va quantificar, a 

partir d' l litre de cultiu. mitjançant el mètode de Bradford (apartat Il . 7.3.2) que permet 

estimar la quanritat de proteïna rotal. A continuació, s'indiquen els resultats obtinguts, 

en intervals de valors, de l'estimació de la quantitat de proteïna total en diferents etapes 

del procés de purificació de la rRNasa A: 

l. Fracció corresponent al procés de solubilització de rR 'asa A (S ¡- S2.J..S3): 

334-440 mg 

2. Fracció majoritària amb activitat ribonucleasa corresponent a la cromatografia 

de bescanvi catiònic a pressió atmosfèrica (CM-Sepharose) en presència d'urea 

i DTT: 66-96 mg 

3. Fracció corresponent al sobrenadant de la proteïna amb activitat ribonucleasa 

que després del procés de replegament i reoxidació s'ha centrifugat per tal 

d'eliminar-ne la fracció de proteïna no soluble: 51-75 mg 

4. Fracció majoritària amb activitat ribonucleasa de la cromatografia de bescanvi 

catiònic per HPLC (Mono-S® HR 5/5-FPLC): 20-30 mg 
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Resultats 1 Discussió 

Els rendiments finals del procés de purificació de les 17 variants de la R.'\lasa A van 

ser similars als obtinguts per la prote"tna salvatge. Es van aconseguir entre 20 i 30 mg de 

proteïna pura i amb els quatre ponts disul fur correctament formats. o sembla, doncs, 

que les mutacions introduïdes a la RNasa A afectin ni a l'expressió ni a la recuperació 

de les proteïnes recombinants en qüestió. 

111.1.5. Purificació de les rRNases A expressades en E. coli BL21(DE3) seguint el 

protocol B 

Amb la finalitat de millorar el rendiment i escurçar el temps de la purificació de les 

rRNases A, es va posar a punt un protocol alternatiu (apartat Il.7.2.2), el qual està basat 

en el descrit per Kim i col. (1995) amb bastantes modificacions. 

Aquest protocol es diferencia de l'anterior en quatre punts essencials: (1) en la 

substitució de l'ús de la urea com agent desnaturalitzant pel clorur de guanidini; (2) en 

la solubi lització de les rRNases A no només per un procés púrament químic sinó que la 

solubilització amb clorur de guanid ini va precedida d'un trencament cel·lular per 

mitjans físics, passant la resuspensió de les cèl·lules dues o tres vegades per la French 

Press®; (3) en l'estalvi de l'etapa cromatogràfica a pressió atmosfèrica; (4) en la 

substitució d'un procés de concentració per liofilització per un d'ultrafiltració 

tangencial. 

lll.l.S.l.Trencament ceHular i solubilització de les rRNases A 

El sediment cel·lular, obtingut de la centrifugació d'l litre de cultiu de cèl· lules d'E. 

coli BL21 (DE3) tranforrnades amb el vector d'expressió corresponent i induïdes amb 

IPTG 1 mM tal com s'ha descrit en l'apartat III.l.3 .2, es va resuspendre en l'amortidor 

Tris/HCl 20 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM i es va passar dues o tres vegades per la 

French Press® per trencar les cèl·lules. Es va eliminar el sobrenadant d'aquesta solució 

per centrifugació i es va solubilitzar el sediment, corresponent al material insoluble, que 

és on es localitza la major part de la proteïna recombinant, mitjançant resuspensió en 

l'amortidor de solubilització Tris/HCl 20 mM, pH 8,0, EDT A 1 O mM, Gdn·HCl 6 M, 

DTT O, 1 M. finalment, es va centrifugar per tal d'eliminar el material no solubilitzat. 
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R.:sultatS 1 D1scussi6 

111.1.5.2. Plega ment i ox idació 

La fracció solubilitzada del sediment ceHular es va dialitzar enfront d'àcid acètic 20 

mM. Durant aquesta diàlisi, en la qual es van eliminar el Gdn·HCI i el DTT, es va 

obser;ar la fo rmació de nombrosos agregats proteics insolubles, els quals es van 

eliminar per centrifugació. 

El fracció soluble resultant, que és on es trobava solubilitzada la proteïna 

recombinant. es va diluir fins assolir una concentració final de 0.3 mg'mL en 

Tris/HOAc O. I M, pH 8,0, GSH 3,0 mM i GSSG 0,6 mM i es va deixar dins d'un 

contenidor oben. en agitació suau. i a temperatura ambient durant 24 h. 

La parella redox utili tzada per a la reoxidació dels ponts disulfur de la proteïna que 

havien estat prèviament reduïts per acció del OTI. va ser la mateixa que en el protocol 

de purificació anterior (A), [GSSG]/[GSH]. però a una concentració de 0,6 mM i 3 mM, 

respectivament. 

Finalment es va afegir 111 00 del volum final d'àcid acètic glacial, que provoca un 

descens del pH fins a 4,5, per aturar una posterior oxidació. 

III.l.5.3. Cromatografia dc bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC 

Atès que el volum de mostra després del procés de plegament i oxidació era molt 

gran ( 180-250 mL). calia concentrar-la abans de ser cromatografiada. En aquest 

protoco l de purificació es va optar per concentrar la mostra mi tjançant ultrafiltració 

tangencial (apartat Il. 7 .2.2). la qual cosa va fer redui r de manera considerable el temps 

necessari per a la concentració. en comparació al procés de liofilització. La mostra així 

concentrada es va diali tzar enfront de Tris/HCl 20 mM, pH 8,0 i es va centrifugar per 

eliminar la fracció de proteïna no soluble. El sobrenadant corresponent es va 

cromatografiar en una columna de bescanvi catiònic Mono-S® HR 5/5-FPLC 

(Pharmacia) de la mateixa manera que s'ha descrit en l'atre protocol de purificació (A) 

(apartat III.l.4.4). El perfil d'elució corresponent a aquesta cromatografia va ser molt 

similar al perfil obtingut per a Ja mateixa proteïna mitjançant el protocol A (FIGURA 

III .9). 

Pe l que fa a les variants de la RJ"fasa A que es van purificar seguint aquest protocol 

alternatiu, van mostrar també uns perfils cromatogràfics similars als de la proteïna 

salvatge. 
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En tots els casos es ' an reunir les fraccions corresponents al pic principal. La mostra 

resul tant es ,-a dialitzar enfront d'aigua destil·lada \! illi -Q. es ,-a fi ltrar amb filtres de 

0.22 ¡.¡m de diàmtres de por i es ,-a liofilitzar. 

lll.l.SA. Compro\ ac ió de la puresa de les rR\ases A purificades 

Es \·a comprovar la homogeneïtat i puresa de la rR..'\asa A amb els 4 ponts disulfur 

correctament formats. obtinguda tal com s'ha descrit a l'apartat anterior. d'una manera 

igual a Ja de la proteïna purificada pel protocol A (apartat 1II.I .-l.5). 

Tant la cromatografia analítica de bescanvi catiònic com Ja dc fase inversa. ambdues 

pel sistema d'HPLC. van mostrar uns perfils idèntics als obtinguts en les FIGURES 

III .11 i III. l2. respecti va ment. 

El mateixos perfils cromatogràfics es van observar en recromatografiar les variants 

de la RNasa A. Aquests fets indiquen que les proteïnes purificades mitjançant aquest 

protocol alternatiu (B) tampoc presenten isoformes pel que fa a un diferent nombre de 

ponts disulfur i que es tracta també d'espècies pures i correctament plegades. 

11.1.5.5. Seguiment del procés de purificació de les rR'Iases A 

En Ja FIGURA 111.1 5 es mostren els resultats corresponents a l'anàlisi electroforètica 

en gel SDS-PAGE 15 % i en zimograma de les fraccions obtingudes durant el procés de 

purificació de la rRNasa A. 

Amb els resultats obti nguts en la FIGURA lli.I S.A es pot veure que entre el carrer 2 

i 3 hi ha una extraordinària davallada del nombre de bandes. Aquest fe t indica que la 

diàlisi enfront d'àcid acètic 20 m 1 dc la solució de proteïna solubilitzada, amb 

Tris/HCI 20 mM, pH 8.0. EDTA JO mM, Gdn·HCl 6 M, DTT 0,1 M, aconsegueix 

separar la proteïna recombinant de la majoria de proteïnes ja que aquestes precipiten 

mentre que la RNasa A es manté soluble en aquestes condicions. Sovint es va detectar 

la presència d'una segona banda de mobilitat lleugerament superior a la RNasa A en els 

carrers 3 i 4. tal com es pot apreciar en la figura, que s'ha atribuït a isoformes de la 

proteïna, pel que fa a un nombre diferent de ponts disulfur, presents en l'etapa de 

replegament i reoxidació, les quals se separaven en l'etapa cromatogràfica per HPLC 

posterior. 
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R..:sultats i Dts~..ussió 
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electroforètica en gel SDS-PAGE 15 °o amb 
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fraccions obtingudes en la purificació de la 

rR1 asa A pel protocol B. I) Marcadors de 
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so lubil ització de rR asa A amb Tris/HCI 20 

mM, pH 8.0. EDTA 10 mM, Gdn-HCI 6 M, 

EDT A I O mM, DTT O, I M posterior al procés 

de trancamem cel·lu lar; 3) fi·acció de proteïna 

soluble de la diàlisi enfront d'àcid acètic 20 mM; 

4) fracció corresponent al final del procés de 

n~p legament i reoxidació; 5) fi·acc ió majoritària 

de la cromatografia de bescan\ i catiònic per 

II PLC (Mono-S li II R 515-FPLC): 6) R asa A 
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Els resul tats de Ja FIGURA llf.1 5.B van permetre comprovar Ja presència d'activitat 

ribonucleasa en totes Ics fraccions assajades. 

Una vegada purificades lc variants de Ja Rl"lasa A es van fer les anàlisis 

electroforètiques en ge ls SDS-PAGE 15 % i en zimogrames de Ja fracció majoritària de 

Ja cromatografia de bescanvi catiònic per HPLC (Mono-S® HR 5/5-FPLC ) de cada 

variant. Els resultats van mostrar una única banda amb activitat ri bonucleasa de 

mobilitat idèntica a l'observada per a la RNasa A comercial (carrer 6, FIGURA 111.1 5.A i 

B). 

El perfil d'elució de Ja cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC en 

columna Mono-S® HR 5/5-FPLC i la freqüent presència de la segona banda en les 
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fraccions corresponents al replegament i reo.xidació prè' ies a aquesta cromatografia. 

analitzades mitjançant gels de poliacrilamida- ·o ·. \ an demostrar que calia també 

afegir aquesta etapa cromatogràfica per HPLC en aquest procés dc purificació alternatiu 

de ks rR.'\ases .-\.ja que d'aquesta manera s'as egura que en les proteïnes purificades no 

s'hi troben isoformes pel que fa a un diferent nombre de ponts disulfur. 

A mès a més. l'estudi estructural per dicroisme! ci rcular de la fracció corresponent al 

procés de replegament i reoxidació. amb posterior concentració per ultrafiltració 

tangencial i diàlisi exhaustiva enfront d'aigua Y1 il li-Q. va reafirmar la necessitat 

d'incloure l'etapa cromatogràfica. ja que va permetre comprovar que la seva estructura 

tridimensional era significativament dife rent a la dc la R.J'\Iasa A comercial. Els 

espectres de DC a l'UV llunyà i a I'UV proper de la fracció analitzada Yan ser molt 

similars als enregistrats per a Ja fracció anali tzada del procés de purificació seguint el 

protocol A (FIG URA III.14.A i B. espectre 2). Incorporant aquesta etapa. com es veurà 

més endaYant en la FJGCRA Ill. 17. s'aconsegueix obtenir una proteïna recombinant 

amb una estructura tridimensional idèntica a la de la R.'\lasa A comercial. 

111.1.5.6. R endiment del procés de pu rificació de Ics rRNAases A 

El procés de purificació de la rRJ 'asa A pel protocol B es va quantificar de la 

mateixa manera que per a la proteïna purificada pel protocol A (apartat fJI.1.4.7). Els 

resultats obtinguts de l'estimació de la quantitat de poteïna total en les diferents etapes 

del procés de purificació de la rRl asa A s'indiquen tot seguit : 

I . Fracció soluble corresponent al procés dc solubi lització de rRNasa A amb 

Tris/HCI 20 mM. pH 8,0. EDTA 10 mM. Gdn·HC16 M. DTT 0,1 M posterior 

al procés de trencament cel·lular: 350-490 mg 

2. Fracc ió corresponent al final del procés de replegament i reo.xidació: 60-70 mg 

3. Fracció de proteïna replegada i reduïda després de ser concentrada, dialitzada 

enfront de Tris/HCI 20 mM. pii 8.0 i centrifugada per eliminar la part 

insoluble: 40-50 mg 

4. Fracció majoritària amb activitat ribonucleasa de la cromatografia de bescanvi 

catiònic per HPLC (Mono-S® HR 5/5-FPLC): 15-20 mg 

Els rendiments finals del procés de purificació de les variants de la R~asa A van ser 
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Resultats i Dtscus>tó 

també similars a l'obtingut per a la proteïna sal\'atge. 

Amb aquest protocol de purificació alternatiu de les riU\ases A. malgrat s'obtenen 

rendiments lleugerament inferiors als del protocol anterior (A) (apartat lll.l.4. 7). 

s'aconsegueix reduir el temps de realització. gràcies. sobretot. a l'estalvi d'una etapa de 

cromatografia a pressió atmosfèrica. A més a més. s'impedeix la possibilitat de 

modificac ió química que pot sofrir la proteïna recombinant per carbarnilació de residus 

de lis ina mercès a la substitució de la urea, com a agent desnaturalitzant, pel clorur de 

guanid ini . 
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111.2. Carac terització de la rR:\asa A i comparació amb la la R:\asa A comercial 

S 'han caracteritzat di fe rents propietats de les dues rR:\ ases .-\ sah·atges ( WT) 

expressades per la soca E. coli BL21 (0E3 )-[pB:\R] i obtingudes mitjançant dos 

protocols de purificació diferents. A i B. amb la finalitat de compro,·ar que el processos 

d'e:-:pressió i puri fic::~ció utilitzats produeixen una proteïna recombinant amb propietats 

estructurals i catalítiques equivalents a les de la R)lasa A comercial. obtinguda a partir 

de pàncrees boYí. 

S'han obtingut els espectres d'absorbància a la regió UV i de dicroisme ci rcular de les 

rR..'\fases A \VT i de la R\lasa A comercial per tal de comprovar l'estructura general de 

les proteïnes. També s'han determinat els paràmetres cinètics enfront de dos substrats, 

cC~lP i poli(C), per tal de comparar les propietats catalítiques entre les proteïnes 

recombinants WT i Ja RNAasa A comercial. 

111.2.1. Anàlisi espectrefo tomètrica 

Els espectres d'absorbància en la regió ultrav iolada en el marge entre 250 i 300 nm, 

de les dues rR. ases A WT purificades i de la R asa A comercial es mostren en la 

FIGURA lll.16. 
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ResultatS i D1scuss1ó 

Tal com es pot veure en aquesta figura no s'han observat canv¡s en l'espectre 

d'absorció a I'UV en relació a la Rl\asa A comercial. Per tant. en una primera 

comparació, sembla que l'estructura global de les tres proteïnes és idèntica. 

111.2.2. Es tudi de l'espectre de DC 

L'estudi de l'espectre de dicroisme circular de les rRJ\ases A WT purificades pels 

dos mètodes, A i B, pem1et comprovar que l'estructura tridimensional d'aquestes 

proteïnes és idèntica a la de la RNasa A comercial. 

En la FIGURA ll1.l 7 es mostren els espectres de DC a l'UY llunyà (190-250 nm) i a 

l'UV proper (250-31 O nm) per a la rRl'\J'asa A purificada seguint el protocol A. la 

purificada seguint el protocol B i la RJ\asa A comercial enregistrats a l 0°C. 

o 
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FIGU RA 111.1 7 

Espectres de dicroisme circular de la RNasa A comercial (I) i la rRNasa A purificada seguint el protocol 

A (2) i la purificada seguint el protocol B (3) enregistrats a I0°C. S'ha utilitzat una concentració de 

proteïna de 0,25 mg/mL en amonidor acetat sòdic 50 mM, pH 5.0 i cubetes de quars de 0,02 cm de pas 

de llum per a la regió de I'U V llunyà ( 190-250 nm) i una concentració de proteïna d'I ,O mg/mL i cubetes 

de quars d'I cm de pas de llum per a la regió de I'UV proper (250-31 O nm). 
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R.:sultatS 1 Discussió 

La visió general dels espectres de OC de la FIGURA 111.17 és similar i comparable a 

la de la RJ'\asa A publicada per diferents autors (Pflumm i Beychok. 1969: Hennessey i 

col.. 1981 ). 

Els tres espectres a la regió de l'ultraviolat llunyà. la qual correspon principalment a 

l'absorció de l'enllaç peptídic i s'associa a una superposició de la conformació hèlix a. i 

la conformació fu ll plegat ~. mostren una banda negativa similar en la regió amb un 

mínim a 21 O nm i un replà a 217 nm característic de la RNasa A (Pflumrn i Beychok, 

1969: Shultz i col., 1975). 

A partir del valor de l'el·lipticitat de la cadena polipeptídica a 222 nm, s'ha estimat el 

contingut d'hèlix a. de cada mostra pel sistema descrit per Chen i col. ( 1972), el qual 

correspon a (25 ± 5) % per a la R1 asa A comercial i (22 ± 5) % i (24 ± 5) % per a la 

rRNasa A purificada seguint el protocol A i B, respectivament. A causa que la precisió 

d'una estimació absoluta del contingut d'hèlix a. a partir de DC és ± 5 % (Bayley i 

Martin, 1992. 

Pel que fa a la regió propera de l'LV. els tres espectres mostren una banda negativa 

amb un mínim al voltant de 275 nm (Pflumm i Beychok. 1969; Horwitz i Strickland, 

1971) semblant, concretament a 276,4 nm. la qual s'ha interpretat com a resultat de 

l'activ itat òptica dels residus de tirosina i en menor proporció, de residus de cisteïna 

(Strickland. 1972). 

111.2.3. Propietats catalítiques 

Els paràmetres cinètics de les dues rRNases A WT i la RNasa A comercial s'han 

determinat pel mètode de seguiment espectrefotomètric de l'activitat de 2',3'-fosfat 

cíclic (cCMP) i de poli(C), tal i corn s'han descrit en l'apartat II.7.5.1. 

Per a I' assaig amb el substrat cCMP s'ha utilitzat el mètode espectrefotomètric de 

Crook i col. (1960) modificat per Herries i col. (1962). La hidròlisi del substrat cCMP i 

formació de 3'-CMP es mesura a partir de l'increment d'absorbància a 296 nm. 

Per a la determinació dels paràmetres cinètics del trencament del substrat poli(C) 

s'ha utilitzat el mètode espectrefotomètric que mesura el decrement d'absorbància a 294 

nm. L'elecció d'aquesta longitud d'ona es basa en un estudi de l'evolució en el temps de 

l'espectre d'absorbància entre 230 i 320 nm, en el qual s'ha observat que hi ha una regió 

de decrement lineal màxim entre 292 i 296 run i s'ha seleccionat 294 nm com a longitud 

òptima de lectura (Boix, 1993). 
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Resd~a~s i DISCt.SSió 

Ambdós assaigs s'han realitzat en amortidor acetat sòdic 0,2 M. pH 5,5 i a 25°C. Les 

concentracions d'enzim i substrat es presenten en la TAULA III.2. 

TA CLA 111.2- Comparació dels paràmetres cinètics de les dues rR.i'\ases A WT purificades pel protocol 

A i B, respectivament, amb la R..\lasa A comercial per als substrats cCMP i poli(C). Tots tres assaigs 

s'han realitzat en amanidor acetat sòdic 0.2 :vi. pH 5.5 i a 25°C. Pt:r al substrat cCMP s'ha utilitzat una 

concentració final d'enzim de O, I ~tm i de substrat entre 0.1 i 3 mM. mentre que per al substrat poli(C) 

s'ha utilitzat una concentració d'enzim de 5 nM i de substrat entre 0.1 i 2 mg/mL. 

Enzim Km (mM) 

rRNasa A (A) 0,69 

rR.."Jasa A (B) 0,70 

R.Nasa A comercial 0.67 

Enzim Krn (mg/mL) 

rRl'\a a A (A) 0.37 

rRNasa A (B) 0.27 

RNasa A comercial 0,32 

cCMP 

150 

157 

160 

Poli(C) 

Rel. Vrnàx/[E0 ] 1 (%) 

90 

109 

100 

3,62 

3,7-l 

3.98 

Rel. Vmàx/[E0 ]/ Km 

243 

404 

313 

1 [E0 ] és la concentració final d'enzim. Els valors de la Vmàx per a la RNasa A comercial es refereixen 

com a 100 %. 

Els valors de Km i kcat per a les dues rRNases A WT són comparables als obtinguts 

en les mateixes condicions d'assaig per a la R.."\lasa A comercial. Tanmateix, els 

paràmetres cinètics calculats amb el substrat poli(C) per a les proteïnes recombinats es 
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desvien més dels de la RNasa A comercial. especialment pel que fa a la seva Km. No 

obstant això, aquestes desviacions estan dins el marge d'error experimental d'aquest 

mètode de determinació de l'activitat ribonucleasa amb un substrat d'elevada massa 

molecular. 

El sistema d'expressió en E. coli i els dos sistemes de purificació utilitzats 

posteriom1ent (A i B) en aquest treball permeten l'obtenció de 15-30 mg de proteïna 

recombinant pura i amb propietats estructurals i catalítiques equivalents a la de la 

RNasa A comercial, aïllada de pàncrees boví. Per tant, serà indiferent el mètode de 

purificació utilitzat per a l'obtenció de les diferents variants de la RNasa A. 
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111.3. Caracterització de le variant senzilles de la R_'"a a A 

'han obtingut els espectres d'absorbància a la regió CV i de dicroisme circular de les 

1 ~ \·ariants senzilles de la R..'\asa A per tal de comproYar l'estructura general de la 

proteïna i comparar-la amb la de la R..'lasa A. i. a més. s'han calculat els seus coeficients 

d'extinció molar. També. s'han determinat els paràmetres cinètics enfront dels dos 

substrats. cCMP i poli(C). per tal de comparar les propietats catalítiques de les variants 

respecte a l'enzim salvatge. 

li 1.3.1. Determinació del coeficient d'extinció molar 

La determinació del coeficient d'extinció molar de la RNasa A i les seves variants es 

va realitzar mitjançant el mètode d'Edelhoch, descrit per Gill i von Hippel (1989) 

(apartat II.7.6). 

A excepció de la variant Y 115\V. les variants senzilles van presentar un valor no 

significativament diferent al determinat per a la proteïna salvatge, el qual va ser de 

10195 M-1 cm-1, si es considera que la precisió del mètode és de ± 4-5 %. Aquest 

resultat no és gens inesperat atès que no s'ha substituH cap dels residus que participen 

en l'absorbància d'una proteïna en solució per sobre dels 275 nm, que són triptòfan, 

tirosina i cistina (Wetlaufer, 1962; Pace i col.. 1995). D'aquesta manera, es confirma 

que les mutacions indi viduals introduïdes en la RNasa A no afecten el coeficient 

d'extinció molar de la proteïna. tot i que els residus Ile 107 i Val l 08 es troben a uns 5 A 
d'un residu dc Tyr, la Tyr73. i el residu Val116 a uns 4 A dc la Tyrll5, en l'estructura 

cristal·lina de la R)Jasa A. Per tant. els canvis introduns en mutar no sembla que afectin 

l'estructura local circumdant dels residus de Tyr de la proteïna de manera que causin un 

canvi en l'absorbància d'aquests residus. els quals serien els que més podrien contribuir 

al \'alor del coeficient d'extinció molar. atès que la RNasa A no conté triptòfan en la 

seva seqüència. 

Pel que fa a la variant Y 115W, va mostrar un valor del seu coeficient d'extinció 

molar de 14050 M-1 cm-I , que és significativament diferent al de la RJ"\fasa A. Aquesta 

diferència es deu a la substitució d'un dels 6 residus de Tyr de la RNasa A per un Trp en 

la variant, ja que les cadenes laterals dels residus de triptòfan són les que més 

contribueixen a l'absorbància d'Lma proteïna en solució per sobre dels 275 nm 
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(Wetlaufer. 1962; Pace i col. , 1995 ). D'aquesta manera. la introducció d'un residu de 

triptòfan en la posició Tyr 115 de la R1 asa A altera de manera considerable el seu 

coeficient d'extinció molar. 

Segons Pace i col. (1995), el coeficient d'extinció molar a 280 nm d'una proteïna 

plegada pot ser predit a partir de l'equació següent: 

E (280 nm) ( M-1 cm-I) = (#Trp) (5500) T (#Tyr) (1490) +(#cistina) (125) 

on# correspon al nombre de residus de Trp, Tyr i cistines, respectivament. 

Segons aquesta equació, es prediu un valor del coeficient d'extinció molar de la 

variant Yll5W de la RNasa A de 13450 M-1 cm-1. Aquest valor és similar al trobat 

experimentalment, mitjançant mètode d'Edelhoch, que correspon a 14050 M-1 cm·l , si 

es té en compte que la precisió del mètode és de± 4-5 %. 

111.3.2. Anà lisi espectrefotomètrica 

En els espectres d'absorbància en la regió ultraviolada en el marge corresponent a 

240-320 nm de totes les variants senzilles de la RNasa A no s'han observat canvis en 

relació a la proteïna salvatge (FIGURA III. I 6) excepte per a la variant que conté 

triptòfan, Y115W. En la FIGURA III.18 es compara l'espectre d'aquesta variant amb el 

de la proteïna salvatge. Com es pot observar en aquesta figura, l'absorció de la llum per 

part de la variant és superior a la de la proteïna salvatge i s'aprecia una petita diferència 

com és la desaparició del shoulder característic de la RNasa A al voltant de la longitud 

d'ona de 285 nm, probablement, a causa de la pròpia absorció del triptòfan. Per tant, de 

les 14 mutacions senzilles introduïdes en la RNasa A, només la substitució de la 

tirosina 115 per triptòfan provoca una lleugera alteració de l'espectre d'absorbància en la 

regió ultraviolada de la proteïna salvatge. 
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Espectres en la regió UV de laR asa A (I ) i la seva variant YI15W (::!).S'ha utilitzat una concentració 

de proteïna dc 1,0 mg/mL en amonidor acetat sòdic 50 mM, pH 5,0. Les cubetes utilitzades van ser d' I 

cm de pas òptic. 

Ill .3.3. Estud i de l' espect re de DC 

Per tal de comprovar si existeixen diferències estructurals entre les variants senzilles 

de la R..Nasa A i la proteïna salvatge, en l'estat natiu, s'han estudiat els espectres de 

dicroisme circular de totes elles a 1 ooc i s'han comparat amb els espectres obtinguts per 

a la proteïna salvatge. 

A excepció de la variant Y ll5W. la visió general dels espectres de DC de les altres 

13 variants senzilles enregistrats a l 0°C és similar. tant en la regió llunyana de l'UV 

com en la regió propera, a l'obtingut per a la proteïna salvatge. i només la variant 

VI 08G en di fereix lleugerament. Per a totes aquestes variants s'ha observat una banda 

negativa amb un mínim a 21 O nm i un replà a 217 nm en l'espectre UV llunyà, i una 

banda negativa amb un mínim a 276,4 nm en l'espectre UY proper, corresponents totes 

elles a bandes característiques de la RNasa A. 
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A panir del valor de l'el·lipticitat de Ja cadena polipeptídica a 222 nm. s'ha estimat el 

contingut d'hèlix a de totes les variants pel sistema descrit per Chen i col. (1972). Per a 

cap de les variants s'han trobat diferències significatives respecte al valor estimat per a 

la RNasa A, per bé que s'han vist petites diferències. La variant V 108G. amb un 

contingut d'hèlix a (2 1 = 5) %, és la que més difereix de la proteïna salvatge. 

Considerant que la precisió en l'estimació absol uta del contingut d'hèlix a per aquest 

sistema és de= 5 %, s'observa que les mutacions introduïdes de manera individual en la 

Ri\lasa A produeixen un efecte negligible en el contingut d'hèlix o.. És necessari 

remarcar que un valor absolut de DC a 222 nm es deu tant al contingut total d'hèlix a 

com a distorcions en l'hèlix a de la proteïna (Manning i col., 1988). 

En la FIGURA III.l 9 es mostren els espectres de DC, a I Ü°C, de la regió 190-250 nm 

i 250-31 O nm de la proteïna salvatge i els de la vari ant que més difereix dels d'aquesta, 

la VJ08G. 
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Espectres de dicroisme circular de la rRNasa A WT (l) i de la variant V 1 08G (2) enregistrats a 1 0°C. 

S'ha utilitzat una concentració de proteïna de 0,25 mg/mL en amortidor acetat sòdic 50 mM, pH 5,0 i 

cubetes de quars de 0,02 cm de pas de llum per a la regió de I'UV llunyà ( 190-250 nm) i una concentració 

de proteïna d' l ,O mg/mL i cubetes de quars d'I cm de pas de llum per a la regió de I'UV proper (250-31 O 

nm). 
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Els espectres de DC de la variant V l 08G, tant en l'UV llunyà com en el proper, són 

bastant equiparables als de la proteïna salvatge. amb petites diferències en el perfil de 

Ics bandes però no en Ja posició d'aquestes. excepte en la banda de 21 O nm que mostra 

un lleuger desplaçament cap a 208 nm i en la banda de 276A nm que mostra menys 

intensitat del senyal. Aquesta variació en Ja intensiatat del senyal a 276.4 nm de la 

\ari ant V 1 08G respcte a Ja R~asa A. indicaria que l'ambient circumdant a algun residu 

de T)T de la RNasa A ha canviat lleugerament en substituir el residu Vall08 per Gly. 

Possiblement, es tracti del residu Tyr73 ja que és el residu de tirosina que es troba més 

propera a Val108 en l'estructura cristal· lina de la Rl"\!asa A, concretament a uns SA. 
Per tant. a partir dels espectres de les 13 variants senzilles de la RNasa A en l'estat 

natiu no sembla que les modificacions introduïdes en mutar alterin l'estructura 

secundària i terciària de Ja proteïna de manera significativa. 

Pel que fa a la comparació d'aquests espectres de DC entre Ja variant Y 1l5W i la 

proteïna salvatge (FIGUA III.20), s'observen també diferències poc significatives en Ja 

regió de I'UV llunyà. fet que demostra que la substitució rea litzada no altera l'estructura 

secundària d'aquesta variant. Ara bé, en la regió de I' UV proper les diferències són 

significatives. En la variant Y li5W s'observa l'aparició de noves bandes a 284 nm, 290 

nm i 296 nm corresponents a components vibracionals de la cadena lateral del residu de 

triptòfan. la qual cosa corrobora la presència d'aquest residu en la proteïna. 
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FIG URA lJ 1.20 

Espectres de dicroisme circular de la rRNasa A WT (I) i de la variant Y 115W (2) enregistrats a J0°C. 

S'ha utilitzat una concentració de proteïna d' I mg/mL en amortidor acetat sòdic 50 mM, pH 5,0 i cubetes 

de quars de 0 ,0 I cm de pas de llum per a la regió de I'UV llunyà ( 190-250 nm) {A) i una concentració de 

proteïna de 0,5 mg/mL i cubetes de quars de 0 ,2 cm de pas de llum per a la regió de l'UV proper (250-

3 10 nm) (8 ). 
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III.3A. Propietat catalítiques 

Els paràmetres cinetics de les l-l variants de la R."Jasa A determinats amb els 

substrats cCMP i poli(C). s'indiquen en la TAüLA III.3. 

A partir de la TAULA III.3. es pot observar que la majoria de les variants senzilles 

de la RNasa A presenren uns valors dels paràmetres cinètics per a la hidròlisi del cCMP 

i per al trencament del poli(C) simi lars o amb diferències poc significatives als trobats 

per a l'enzim salvatge. Aquests resultats concorden amb el fet que canvis puntuals de 

residus que són importants pel plegament proteic no afecten l'activitat catalítica. tal com 

s'ha descrit per altres enzims i s'ha suggerit que pot ser una característica general dels 

enzims (Shoichet i col., 1995). 

Si es té en compte una precissió dels valors Km ¡ kcat pel cCMP de l'ordre de± 25 % i 

dels valors de Km i Rel. V màx/[E0 ] pel poli(C) de ± 30-40 %. es pot considerar que les 

substitucions individuals realitzades en els residus Ilel06, Ile107. Vall08, Alal09, 

Y 115. Val116 i Vall18 no afecten de manera significativa el mecanisme catalític de la 

R. asa A pel substrat cCvtP ni pel pol i (C). 
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TAULA IIJ.3- Comparació dels paràmetres cinètics de les variants senzilles de la RNasa A respecte a la 
proteïna salvatge per als substrats cCMP i poli(C). Els assaigs s'han realitzat d'una manera igual a la 
indicada en la TA ULA 111.2 . 

cCMP 

Enzim Km (mM) kcat (min- 1) kcatl Km (M 1 s· 1 ) x 1 o3 

WT 0.70 155 3.69 
1106L 0,89 144 2,70 
Il06V 0,69 136 3,29 
1106A 0,68 116 2,84 
1107L 0,76 149 3,27 
I1 07V 0,74 149 3,36 
I107A 0,77 133 2,88 
Vl08A 0,79 139 2,93 
Vl08G 0,87 128 2,45 
A 109G 0,64 180 4,69 
Y115W 0,54 116 3,58 
V116A 0,69 120 2,90 
VI16G 0,82 133 2,70 
VI18A 0,65 115 2,95 
VI I8G 0,66 122 3,08 

Poli(C) 

Enzim Km(%) Rel.V màx/[Eo] 1 (%) Rel. V màxi[Eo]l Km 

WT 0,32 100 313 
l106L 0,37 79 214 
I1 06V 0,33 93 282 
I1 06A 0,30 76 253 
1107L 0,34 75 22 1 
I107V 0,31 83 268 
I107A 0,40 89 223 
V 108A 0,44 108 245 
Vl08G 0,38 81 213 
A109G 0,32 69 216 
Y1 15W 0,23 70 304 
Vl 16A 0,32 77 241 
V 11 6G 0,43 107 249 
Vl 18A 0,39 81 208 
V11 8G 0,40 92 230 

I [E0 ] és la concentració fmal d'enzim. Els valors de la Vmàx per a la.RNa;aA WTes refereixen cana 100%. 
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IllA. Caracter ització de l' estat de naturalitzat de le variant enzille de la R'lasa 

A per DC 

La visió general dels espectres de DC de les 13 variants senzilles. sense considerar la 

Y I 15 W. enregistrats a una temperatura entre 20 i 30°C per sobre la temperatura de 

desnaturali tzació de cada variant. assolida a una veloci tat d'escalfament de la mostra d'I 

IVmin, és pràcticament idèntica, tant en la regió de l'UV llunyà com en la de l'UV 

proper. als obtinguts per a la proteïna salvatge. En la FIGURA JII .2 1 s'exemplifica amb 

els espectres de OC de la RNasa A i els de la variant V 1 08G. 
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Espectres de dicroisme circular de la rR~asa A WT ( l) i de la variant VI 08G (2) enregistrats a 80 i 60°C, 

respectivament. S'ha utilitzat una concentració de proteïna de 0,25 mg/mL en amortidor acetat sòdic 50 

m 1, pH 5,0 i cubetes de quars de 0,02 cm de pas de llum per a Ja regió de I'UV llunyà ( 190-250 nm) i 

una concentració de proteïna d'I ,O mg. mL i cubetes de quars d'I cm de pas de llum per a la regió de I'UY 

proper (250-310 nm). La velocitat d'escalfament de les mostres ha estat d'I K/min. 

En Ja regió de l'UV proper s'ha observat la desaparició de la banda a 276 nm, 

característica dels 6 residus de tirosina de la RNasa A, en totes les rRNases A 

estudiades a causa que les estructures locals d'aquestes tirosines són pràcticament 

destruïdes en l'estat desnaturalitzat. 
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En canvi , en la regió de I'UV llunyà s'ha observat un espectre significatiu per a totes 

les proteïnes. A partir del valor de l'el·lipticitat a 222 nm s'ha estimat el contingut 

d'hèlix a de la proteïna salvatge en (9 ± 5) %, el qual ha resultat ser pràcticament 

idèntic al de les variants de la proteïna. Aquest valor esta en concordança amb el trobat 

per Robertson i Baldwin ( 1991) per a la RNasa A desnaturalitzada per calor a partir de 

la senyal de DC a 222 nm, i curiosament, també, amb el trobat per a la S-proteïna 

(residus 21 -124) (Loftus i col. , 1986) i per a altres proteïnes (Privalov i col. , 1989) 

desnaturalitzades per calor. Aquest senyal ha estat interpretat com la presència 

d'estructura secundària residual que no és a l'atzar, la qual s'ha vist que pot ser reduïda a 

un nivell inferior addicionant clorur de guanidini (Labhardt, 1982). No es coneix massa 

bé la naturalesa d'aquesta l'estructura residual responsable de l'espectre de DC, per bé 

que Robertson i Baldwin (1991) diuen que no es tracta d'una estructura estable amb 

ponts d'hidrogen perquè no observen protecció significativa per a cap dels hidrogens 

amida analitzats en experiments de bescanvi H/D. Aquest estudi de bescanvi H/D ha 

estat discutit posteriorment per altres autors (Santoro i col., 1993; Wang i col., 1995), 

els quals utilitzant també tècniques de bescanvi HID van observar un grau significatiu 

d'estructura en l'estat desplegat de la RNasa A. Per a les diferents variants de la RNasa 

A s'ha estimat un contingut d'hèlix a en l'estat desnaturalitzat similar al trobat per a la 

proteïna salvatge. 

Per tant, la desnaturalització de les 13 variants de la RNasa A dóna lloc a una 

estructura residual pràcticament idèntica a la que s'obté per a la proteïna salvatge. Les 

substitucions realitzades en els residus hidrofòbics de la regió 106-118 de la RNasa A 

no afecten, en general, o afecten molt poc l'estructura nativa i la desnaturalitzada de la 

proteïna, dins els límits mesurables per la tècnica utilitzada. 
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[]1.5. De naturalització tèrmica de la r&~asa A les seves variants senzi lle 

seguida per DC 

El dicroisme circular ha estat també utilitzat per seguir la desnaturalització per calor 

de la R..'\iasa A i les se\'es 13 variants senzilles. a excepció de la Y 115 W. 'ha 

enregistrat l'el·lipticitat a dues longituds d'ona diferents. a 222 nm i a 276.4 nm. des dels 

I 0-20°C fins a una temperatura entre 20 i 30°C per sobre la temperatura de 

desnaturalització de cada variant. Les velocitats d'escai fament i de refredament de les 

mostres han estat les mateixes que s'han utilitzat en els experiments de DSC que es 

presenten en el seguüent apartat, d'i K./min. El seguiment de la desnaturalització a 222 

nm és indicatiu del contingut d'hèlix a. de la proteïna mentre que el seguiment a 276,4 

nm ho és de la destrucció de les estructures locals dels 6 residus de tirosina de la RNasa 

A. 

Cadasctma de les RNases recombinants analitzades ha mostrat una coincidència total 

entre la forma de la corba de desnaturalització enregistrada a 276,4 nm i l'enregistrada a 

222 nm, tal com es pot veure exemplificat a la FIGURA IIJ.22 per a la RNasa A i per a 

la seva variant més desestabilitzada (V l 08G). Aquesta coincidència testimonia que les 

alteracions en les estructures secundàries i terciàries de cada proteïna durant el procés 

de desnaturalització tèmüca són concurrents. Per a la variant V l 08G s'observa que es 

parteix d'uns valors del contingut d'hèlix a. i de l'eHipticitat a 276,4 nm lleugerament 

inferiors als de la Rl"íasa A. cosa que no s'ha observat per a les altres variants, les quals 

han presentat valors similars als dc la proteïna salvatge. Aquesta variació en el valor de 

l'e l·lipticitat a 276,4 nm de la variant VI 080 en l'estat natiu pot ser causada per petites 

diferències en les estructures locals del residu Tyr73 en relació a la proteïna salvatge 

nativa. tal com ja s'ha indicat a partir dels espectres de DC d'aquestes dues proteïnes en 

l'estat natiu (apartat III.3.3. FIGURA III.l9). Malgrat això, el camí de desnaturalització, 

seguit a 222 nm i 276,4 nm. de la variant V l08G és similar al de la RNasa A i al de les 

altres variants i s'arriba a un estat desnaturalitzat que presenta un contigut d'hèlix a. i 

una destrucció de les estructures locals dels 6 residus de tirosina similar també al de la 

proteïna salvatge i al de les altres variants. 
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Desnaturalització de la rRNasa A ( 1) i la variant VI 08G (2) seguida per mesura de l'el·lipticitat a 222 nm 

i 276,4 nm. S'ha utilitzat una concentració de proteïna de 0,25 mg/mL en amortidor acetat sòdic 50 mM, 

pH 5,0 i cubetes de quars de 0,02 cm de pas de llum pel seguiment a 222 nm (A) i una concentració de 

proteïna d'I ,O mg/mL i cubetes de quars d' I cm de pas de llum pel seguiment a 276,4 nm (B). La velocitat 

d'escalfament de les mostres ha estat d' I K/min. 

A partir dels pics corresponents a la primera derivada dels perfils enregistrats a 276,4 

i a 222 nm s'obté el valor de la temperatura de desnaturalització,Tct, que correspon a la 

temperatura en el punt mig de la transició tèrmica del desplegament, amb una precisió 

de ± 0,3 °C. Per a la RNasa A, s'han obtingut uns valors de 60,8 oc i 61 ,0 °C, 

respectivament. Consideren! la precisió del mètode, aquests valors són idèntics al que 

s'obté per DSC (veure apartat Ill.6 i TAULA III .4), que és de 60,8 oc i amb una precisió 

lleugerament millor de± 0,2 °C. Per a les diferents variants de la RNasa A, els valors de 

Ja Td obtinguts per DC han coincidit també amb els obtinguts per DSC. 
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111.6. Desnatura lització tèrmica d e Ja rRNasa A le seves variants senzilJes 

seguida per OSC 

La calorimetria d'escombrat diferencial (D C) mesura de manera continuada els 

petits canYÍS en la capacitat calorífica. Cp, d'una mostra (en el nostre cas d'una 

dissolució proteica) en relació a la referència (amortidor) al llarg d'un rang de 

temperatura, amb velocitats d'escalfament o refredament constants. 

Aquest tipus de calorimetria té la capacitat per resoldre les transicions estructurals 

que sofreix un determinat compost químic quan és sotmès a una variació sistemàtica de 

temperatura i resulta una tècnica fonamental per a l'estudi de l'estructura i propietats 

fisicoquímiq ues de les proteïnes mi tj ançant l'anàlisi de la seva desnaturalització 

tèrmica, ja que és l'única tècnica que permet la determinació directa de totes les 

funcions associades al procés de desplegament, i a més, pot ser utilitzada per determinar 

si el procés és una transició entre dos estats reversible (1\<::::>D) i, per tant, per 

comprovar Ja validesa d'un model de dos estats (Privalov i Potekhin. 1986). 

En la FIGURA III.23 es mostren les corbes de OSC o termogrames per a les 13 

variants senzilles de la R.."Jasa A. les quals es van portar a terme en l'amortidor acetat 

sòdic 50 mM. pH 5.0 i a una velocitat d'escalfament d' I K!min. seguint el protocol 

descrit en l'apartat II.7.8. 

Cal remarcar des de bon començament que la comprovació de la reversibilitat del 

desplegament tèrmic de les mostres analitzades, determinada seguint el criteri de 

superposició de dos successius escombrats de la mateixa mostra, amb refredament previ 

de la mostra a la mateixa velocitat, va indicar que el procés de desnaturalització tèrmica 

per calor de totes les variants de la RNasa A és quasi totalment reversible. amb valors 

superiors al 90 %. És per això que és totalment correcte considerar que es tracta d'un 

procés en equil ibri. i, per tant, que es poden deduir amb fiabilitat les dades 

termodinàmiques corresponents a la desnaturalització tèrmica de les proteïnes 

estudiades. 
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FIG URA 111.23 

Termogrames de OSC de la rR.J"\Iasa A i les seves varianrs: 1106L. 1106V i 1106A (A); 11 07L, 1107V i 

li 07 A (B); VI OSA i VI 08G (C): A I 09G (D); V ll6A i V 116G (E) i V liSA i V 118G (F), en acetat sòdic 

50 mM. pH 5,0. El termograma de la rRNasa A(--) es mostra en (D). La velocitat d'escombrat ha estat 

d'I Klmin. La concenrració de proteïna ha oscil·lat entre 0,8 i 1.6 mg/mL (60- 120 ~M). 
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A partir dels termogrames anteriors s'han determinat els paràmetres termodinàmics 

del procés de desnaturalització per temperatura tal com s'ha descrit en l' apartat 11.7.8. 

Aquests paràmetres es troben resumits en Ja TAULA lll.4, en la qual també s'índica el 

grau de reversibilitat del procés per a cada una de les variants i per a la proteïna 

salvatge, i seran comentats amb detall en els següents apartats. 

T AU LA IllA - Paràmetres termod inàmics de la desnatural ització induïda per temperatura de la rRJ"iasa 
A i les seves variants obtinguts per ca lorimetria d'escombrat diferencial* 

Proteïna Td Cp20 túlcai( Td) t:..HvH( Td) R** t:..t:..Gd reversi-
(OC) (kcal K-l (kcal mol-l ) (kea I mol· I) (kcal mot I) bili tat 

mol-l) 

WT 60,8 4,4 11 5,2 116.3 0,99 97 

I1 06L 54,0 3,8 96,6 100,0 0,97 2,35 91 

I106V 56,5 4,7 95 ,7 119,6 0,80 1,48 90 

I106A 46,6 4,1 79,4 91,3 0.87 4,90 90 

Il 07L 5 1,8 3,8 83,9 98,3 0,85 3.11 96 

T1 07V 60,4 4,9 87,3 105,1 0,83 0,14 95 

Il07A 50,6 4, I 79,0 97,0 0,81 3,52 90 

V108A 46,8 5,0 71 ,4 95,3 0,75 4,83 97 

V108G 33,8 4,9 42.4 85,5 0,50 9,32 99 

A109G 58 1 4,4 99,2 106,2 0,93 0,93 90 

Y116A 57,5 3,8 92,5 105,3 0,88 1 ' 14 91 

V116G 55,5 3,7 94,7 96,8 0,98 1,83 90 

Y118A 54,3 3,8 96,5 1 o 1.5 0,95 2,24 94 

V118G 50.0 4,8 78.1 95,4 0,82 3.73 93 

*Els valors de Tct tenen una precisió de ± 0,2 °C, els de Cp20 de ± 0,5 kea! K-1 moJ·I i els de D.Hcai(Tct) 

i D.HvH(Tct) tenen una precisió de ± 6 %. 

** R = tlHcai(Tct)ID.HvH(Tct). 
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111.6.1 . Comparació de l'e tabilira t de le va riants senzille d e la RSa a A en 

relació a la proteïna ah·atge 

A partir dels termogrames de les diferents variants de la R.'\asa A de la figura 

anterior s'observa que totes les mutacions estudiades pro\·oquen un de plaçament de la 

corba cap a temperatures més baixes respecte a la proteïna salvatge, és a dir. causen una 

desestabilitació de la proteïna. la qual ha resultat variable en funció del tipus de 

substitució feta i de la posició alterada. Les variants 11 07V i A I 09G són les úniques que 

es veuen només lleugerement afectades. Entre les sèries de variants de cada posició 

alterada. l'extensió d'aquesta desestabi lització. la qual es pot observar millor a partir 

dels valors de la disminució de la temperatura de desnaturalització. rd, indicats en la 

TAULA lll.4. segueix el següent ordre: Ile<Val<Leu<Aia<Gly. Ara bé. la disminució 
de la rd entre cada sèrie és diferent. S'observa que el canvi Ilel 06 per Val o Ala és més 

significatiu que els mateixos canvis realitzats en el residu lleI 07. mentre que Ja 
disminució de la Td com a resultat de la substitució d'He per Leu en la posició I 07 és 

més gran que la realitzada en la posició I 06. La presència de Val en les posicions I 06 i 

1 07 es troba molt conservada entre la superfamília de les RNases. essent més 

significaLiva aquesta conservació en la posició I 07 que en la 106 (Beintema i col.. 

1997). Pel que fa a les sèries de variants de residus de valina, es veu que Ja substi tució 

de Val per Ala o Gly afecta més en la posició 1 08 que en les posicions 1 18 i 11 6, essent 

més significativa en la 118 que en la 116. D'aquesta manera. d'entre els diferents residus 

hidrofòbics alterats de la regió iniciadora del plegament de la RNasa A (1 06-118), la 
posició Vall 08 és la que es veu més alterada pel que tà a la disminució de la Td quan és 

substituïda per Val o Gly. Comparant els valors de la Td d'aquestes dues variants 

respecte a la proteïna salvatge, s'obsef\·a una disminució d~ 1-l oc i 27 °C. 

respectivament. 

El valor de la capacitat calorífica parcial a 20°C, Cp20. determinat per a la RNasa A 

és ( 4.4 ± 0,5) kcal K-1 mol-l. Aquest valor és típic de proteïnes globulars compactes 

(Privalov i col.. 1989) i és pràcticament idèntic aJ valor trobat per a les diferents 

variants de la RNasa A (TAULA III.4 i FIGURA III.23). A partir de les corbes de DSC 

mostrades en la FIGURA Jll.23, es pot observar que la capacitat calorífica molar parcial 

de les diferents RNases A en l'estat desnaturalitzat, és a dir, després de la transició 

tèrmica, és també molt similar i amb valors més grans que els trobats per a l'estat natiu, 

cosa que és característica d'estructures obertes, és a dir, desnaturalitzades. El fet que els 
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\·alors de la capacitat calorífica parcial de les \·ariants de la R..'\asa A. tant a 20°( com 

després de la transició tèrmica. siguin molt similars als trobats per a la proteïna salvatge 

indica que no sembla que existeixin diferències significatives quan a flexibilitat entre la 

R..'\asa A i les seYes Yariants. ni en l'estat natiu ni en l'estat desnaturalitzat. Aquests 

resultats estan en concordança amb els trobats per dicroisme circular i recolzen el fet 

que les mutacions introduïdes de manera indi\·idual en la R"t\asa A no afecten de 

manera significati\·a ni la l'estructura natiYa de la proteïna ni la desnaturalitzada per 

calor (apartat III.S). El fet que mutacions senzilles en proteïnes causin generalment 

pertorbacions estructurals molt petites ha estat àmpliament descrit a la bibliografia 

(Lattman i Rose. 1993; Carra i col.. 1994). Que la conformació nativa de totes variants 

de la ~"\Jasa A sigui pràcticament idèntica a la de la proteïna salvatge és un factor 

important per a una correcta anàlisi comparativa de l'efecte d'una substitució en 

l'estabilitat tèrmica de la proteïna. 

Una altra manera d'estimar l'estabilitat de cada variant respecte a la proteïna salvatge 
és el càlcul del valor de 6.6Gct, és a dir, la diferència entre el valor de l'enegia lliure del 

desplegament de la proteïna salvatge i el valor d'aquest mateix paràmetre calculat per a 

cada variant. 
Amb els valors dels paràmetres Tct. fjJ{(Tct). i de la variació en la capacitat calorífica 

específica que acompanya el procés de desnaturalització. óctCp. de la R.!'\fasa A i les 

se\·es variants es pot estimar la variac ió de l'energia lliure del desplegament de cada 
proteïna a qualsevol temperatura, .6Gct(T), mitjançant l'equació de Gibbs-Helmholtz: 

La precisió dels valors de óGct a temperatures llunyanes de la Tct no és massa bona a 

causa de la incertesa dels valors de .6ctCp obtinguts a partir de les corbes de 

desnaturalització (FIGURA III.23) tal com s'ha indicat en l'apartat 11.7.8. A partir de les 

corbes de desnaturalització obtingudes per a les diferents RNases A, s'ha calculat la 

variació en la capacitat calorífica específica que acompanya el procés de 
desnaturalització, L\ctC P• per a cadascuna d'elles tal com s'ha indicat en l'apartat li. 7 .8. 

Per a la RNasa A s'ha determinat un valor de (0,080 ± 0,020) cal K-1 g-1. Com és usual 

per a la determinació d'aquest paràmetre a partir de les corbes de valoració, la precisió 

no és massa bona a causa que sovint és difícil obtenir una diferència clara i precisa de 

l'alçada entre la línia pre i post-transició. Tanmateix, el valor trobat està en concordança 

19:! 



R~sullats 1 D1scusstó 

amb el descrit per Privalov (1979) i Pace i col. (1999) per a aquesta proteïna. Pel que fa 

a les \·ariants analitzades. s'han trobat uns valors similars al de la R.,.'\asa A en algunes 

\ ariants mentre que en altres variants els valors han estat significativament diferents. 

Aquestes diferències es podrien deure a errors en la determinació d'aquest paràmetre 

com s'ha comentat anteriorment. Cna manera d'avaluar si existeixen diferències 
significatives en òdCp entre les diferents RJ'\ases A és comprovant si s'estableix una 

relació lineal entre ò.H(Td) i Td. atès que està descrit en la bibliografia que el valor de 

ò.dCp està en funció de les condicions sota les quals es mesura la variació de ò.H(Tct) 

amb la Tct. A causa que per a algunes variants la relació entre ò.Hcai(Tct)lò.HvH(Td) s'ha 

vist que és inferior a I (TAULA 1If.4), s'ha representat MfvH(Td) versus Td per a la 

RNasa A i les seves 13 variants (FIGURA III.24). 
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FIGURA 11 1.2-' 

Entalpia de van't Hoff de la rRNasa A i les seves 13 variants versus la templ!rantra de desnaturalització 

d'aquestes. 
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Els 14 punts del gràfic representat en la FIGURA II1.24 mostren certa dispersió. Tot i 

així, es poden relacionar linealment amb un valor del coeficient de correlació de 0,81. 

La regressió lineal d'aquesta respresentació dóna la següent equació: 

MfvH(Tct) = 45,98 (± 11 ,72)- (1,04 (± 0.22) -Tct] 

Per tant. tenint en compte l'error que es pot haver comès en la determinació dels 

valors de WvH(Tct) . semblaria que no ex isteixen diferències significatives entre les 

diferents Rl\ases A pel que fa al paràmetre ilctCp. Es pot estimar el valor de ilctCp per a 

la RNasa A a partir del valor del pendent de la recta de regressió anterior, que és (1 ,04 ± 

0,22) kea! K-1 mol-l. Fent el canvi d'unitats oportú, el valor de LlctCp estimat és (0,076 ± 

0,0 16) cal K-1 g- 1, el qual és molt similar al valor de (0,080 ± 0,020) cal K-1 g-1 

determinat directament a partir de la corba de DSC per a la proteïna salvatge. 

Tot i que no sembla que existeixin diferències massa significatives pel que fa als 

valors de ilctCp entre la RNasa A i les seves variants analitzades, no ru ha una seguretat 

absoluta que es pugui utilitzar el valor obtingut per a Ja proteïna salvatge en la 

determinació de óGct de totes les variants. 

A més. donat que LlHcat(Tct) no és tan sensible als canvis en la línia base com ho és 

MfvH(Tct), és més precís utilitzar Mfcat(Tct) per calcular b.Gct. Ara bé, atès que algunes 

variants de la RNasa A mostren un valor de la relació (R) entre l'entalpia calorimètrica i 

la de van't Hoff (TAULA IIJ.4 i apartat III.6.2) significativament inferior a 1 cal utilitzar 

MfvH(Tct). 

Errors en els valors de MfvH(Tct) i ilctCp podrien portar a errors importants en la 

determinació de b.Gct. Tanmateix, si els càlculs de ilGct es fan a una temperatura propera 

a la Tct de la proteïna salvatge, llavors són més precisos. Segons Becktel i Shellman 

( 1987), sota aquestes condicions, es pot fer la següent aproximació per estimar la 

variació de l'energia lliure del desplegament entre la proteïna salvatge i una seva 

variant, L:lb.Gct(Tct): 

on 6Tct correspon a la diferència entre la temperatura de desnaturalització de la proteïna 

salvatge (WT) i la variant d'aquesta (Y): Tct (WT) - Tct (V), 

i LlSct(Tct) correspon a l'entropia molar del desplegament de la proteïna salvatge a la seva 
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temperatura de desnaturalització: ..1Hcai(Td) Td. 

La utilització de l'equació anterior és l'aproximació més senzilla per a la 
determinació de ~uGd. i. a més. sembla fidedigne segons estudis dc comparacions dels 

valors de àóGd obtinguts mitjançant diferents procediments per a variants de proteïnes. 

com ara la barnasa (:VIatouschek i col., 1994). D'aquí que sovint sigui una aproximació 

utilitzada per molts investigadors per determinar la variació de l'energia lliure del 

desplegament entre una proteïna salvatge i una seva variant. 

En la TAULA IIr.4 s'indiquen els valors de ó6Gd(Td) per a les diferents variants de 

la R."'\fasa A calculats a parti r de l'aproximació de Becktel i Shellman ( 1987). 

Per a aquestes mateixes variants de la R..'\!asa A han estat calculats en el nostre grup 
els valors de la variació de l'energia lliure del desplegament (~Gd) induïda per pressió i 

seguida per espectroscòpia d'absorció de 4a derivada calculats a 40°C i pH 5.0 (Torrent 

i col.. 1999). Per tal de comprovar la validesa de l'aproximació utilitzada per estimar els 
,·alors de ó~Gd(Td) obti nguts a panir de les dades de calorimetria. s'han comparat 

aquests valors amb els de ~~Gd del desplegament induït per pressió de Torrent i col., 

tal com es mostra en la FIGURA 111.25. Atès que a 40°C no ha estat possible determinar 
el valor de ~Gd del desplegament induït per pressió per a la variant VI 08G de la R.!"fasa 

A. no s'ha inclòs aquesta variant en la comparació. 

La regressió lineal d'aquesta respresenració dóna la següent equació amb un 

coeficient de correlació de 0.98: 

~~Gd (cal)= 0.25 (± 0.17 ) .L [0.90 (± 0,06 ) · 6~Gd (press)] 
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Comparació entre la variació de l'energia lliure del desplegament en mutar detenninada per calorimetria, 

calculats a partir de l'equació ó.ó.Gd (Td) ~ ó.Td · ó.Sd (Td), i els valors detem1inats per desnaturalització 

per pressió (Torrem i col., 1999) de les variants senzilles de la RNasa A excepte la VI 08G. La línia 

sòlida correspon a la regressió lineal. 

Segons els resultats d'aquesta regressió liniaL els dos mètodes emprats per a la 

determinació de la variació de l'energia lliure del desplegament entre la RNasa A i les 

variants d'aquesta estan en bona concordança. per bé que el valor del pendent de la 

regressió lineal és lleugerement diferent a I i aquesta no passa exactament per l'origen. 

Ara bé, s'han calculat els intervals de confiança al 95 % pel valor del pendent i s'ha 

trobat un límit inferior de 0,77 i un límit superior de 1,03, cosa que indica que el valor 

del pendent (0 ,90) no és sifnificativament diferent a l. D'igual manera s'ha vist que el 

valor de l'ordenada a l'origen (0.25) tampoc és sifnificativament diferent a O, ja que els 

límits superior i inferior calculats són -0,1 I i 0.62, respectivament. 

Aquestes petites diferències observades en la comparació dels dos mètodes no 

resulten gens estranyes si es té en compte que el procés de desnaturalització de les 

proteïnes estudiades ha estat induït de manera di ferent en els dos mètodes. per calor en 
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un cas i per pressió en l'altre cas. la qual cosa pot donar lloc a diferències en el 

mecanisme de desplegament. Segons Zhang i col. (1995) a partir de la comparació entre 

el desplegament de la R."'\asa A induït per pressió i l'induït per calor segui ts per R..vf.\;. 

s'observa que els desplegaments segueixen camins diferents i donen lloc a un estat 

desplegat de la proteïna també diferent depenent de com han estat induïts els 

desplegaments. A més. els valors de ~~Gd han estat estimats a diferents temperatures, a 

60.8°C els obtinguts per calorimetria i a 40°C els obtinguts per pressió. 

Una vegada comprovada la validesa de l'aproximació de Becktel i Schellman (1987) 

per a l'estimació de ~óGd de les variants de la RNasa A estudiades, es pot veure l'efecte 

de cada substitució en l'estabilitat relativa de la proteïna. S'observa una desestabilització 

en totes les variants de la RNasa A respecte a la proteïna salvatge que escil-la entre una 

desestabilització mínima de només 0,14 kea! moJ-1 per a la variant Il07V fins a una 

desestabilització màxima de 9.32 kea! moJ-1 per a la variant VI08G. La 

desestabilització varia en funció del tipus de substitució realitzada, augmenta sempre en 

disminuir la hidrofobicitat del residu reemplaçat. i en funció de la posició del residu 

hidrofòbic sustituït, essent la posició Vall 08 la que resulta més desestabilitzada. tal 

com ja s'ha comentat anteriorment a partir dels valors de la Td. 

Per tant, malgrat que les propietats cinètiques de les diferents variants de la RNasa A 

siguin similars a Ics de la proteïna salvatge. llevat d'alguns casos. i els espectres de DC i 

el valors de la capacitat calorífica molar parcial a 20°C i en l'estat desnaturalitzat 

indiquin que no existeixen diferències estructurals, ni en l'estat natiu ni en el 

desnaturalitzat. entre la RNasa A i les seves variants, observem que les diferències 

d'estabilitat són clarament significatives. Això permet poder comparar les diferents 

variants de manera directa i interpretar els canvis d'estabilitat observats en tennes 

d'hidrofobicitat i petites pertorbacions estructurals respecte a l'estructura de la proteïna 

salvatge. És de destacar l'espectacular efecte que la substitució d'un únic residu. V 1 08G. 

té sobre l'estabilitat de la R..'\lasa A. 
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111.6.2. Estimació del nombre d'unitat coopera tives per a cada una de les Mases 

A estudiades 

A panir dels valors de l'entalpia calorimètrica de la desnaturalització. WcaJ(Td), 

determinada directament a partir de l'àrea sota la corba del pic del termograma. i els 

\'alors de l'entalpia efectiva o dita també de van't Hoff, llHvH(Td), la qual correspon a 

l'entalpia teòrica de la desnaturalització suposant que el procés es comporta com un 

equilibri entre dos estats. es pot calcular la relació (R) entre l'ental pia calorimètrica i la 

de van't Hoff. 

Segons Privalov i Potekhin ( 1986), aquesta relació 11HcaJ(Td)l!iflvH(Td) pot ser 

considerada com una mesura de la validesa de l'assumpció que el procés de 

desnaturalització estudiat es compona com una transició entre dos estats. és a dir, com 

un equilibri entre la forma nativa i la forma desnaturalitzada de la proteïna. A la vegada, 

aquest paràmetre permet estimar el nombre d'unitats cooperatives que hi ha en la 

molècula, això és, del nombre de regions de la molècula que es "fonen'' de manera més 

o menys independent. Per a la desnaturalització de proteïnes globulars petites i 

compactes, com ara la RNasa A, aquest valor és proper a 1, la qual cosa vol dir que les 

poblacions de tots els estats intermedis entre l'estat natiu i el desnaturalitzat són bastant 

baixes i la desnaturalització pot ser considerada. en una primera aproximació. com una 

transició entre dos estats. 

Tanmateix. per a la desnaturalització de proteïnes grosses. i en alguns casos, fins i tot 

de no tan grosses, R excedeix de manera significativa el valor d'I . En aquests casos es 

pot considerar que el procés de disrupció de la seva estructura nativa no correspon a una 

transició entre dos estats, sinó que es formen varis estats intermedis en el procés i el 

valor d'R permet obtenir informació sobre el nombre d'unitats cooperatives de la 

proteïna analitzada. que poden correspondre al número de dominis definits per a la 

proteïna. 

Aquesta relació (R) pot ser també inferior a 1, però això pot tenir lloc només en dos 

casos: 

1. Quan el procés estudiat és irreversible. 

2. Quan el tan1any de la unitat cooperativa. és a dir, el nombre de molècules que 

s'associen per formar la urutat cooperativa, està determinat incorrectament. Aquest 

segon cas ocorre sovint en molècules que existeixen en solució com a dímers i no com a 

monòmers i que es desnaturalitzen en la forma dimèrica. En aquests casos, si es 

considera com a tamany de la uni tat cooperativa el del dímer, és a di r, la massa 
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molecular del dímer, pel càlcul del valor de 11HcaJ(Tct). la relació R passa a ser 1. 

En la TAULA IllA es poden veure els valors de WcaJ(Td). W vH(Tct) i R per a la 

R."lasa A i les seves variants. Encara que la precisió dels valors de WcaJ(Tct) i 

W..,H(Tct) és de± 6 %, cal dir que en la dete1minació d'R s'han pogut cometre errors 

relativament més grans arran que les línies base en la regió de la transició són fortament 

depenents de la temperatura. i això fa difícil definir-les correctament en aquesta regió. 

Les línies base no donen generalment ni una línia recta ni horitzonal en instruments de 

DSC, tot i que aquests siguin supersensitius com ho és el que s'ha utilitzat en aquest 

treball (DASM-4, NPO Biopor), a causa de la impossibilitat de construir dues cel·les 

idèntiques. Possibles errors en la línia base poden conduir a errors significatius en la 

determinació de 111fvHCTct), de manera que WvH(Tct) seria sobreestimada i donaria lloc 

a un valor de la relació t1HcaJ(Td)/11HvH(Tct) inferior al real. Tot i tenir en compte aquest 

fet, podem considerar que la RNasa A i la majoria de les seves variants tenen un valor 

d'R proper a 1 (TAULA Ill.4). Per tant, aquestes proteïnes representen un sistema 

cooperatiu únic que segueix un mecanisme de desnaturalització tèrmica entre dos estats. 

Ara bé, hi ha vàries variants que mostren un valor d'R significativament inferior a I. 

Arran que el procés de desnaturalització per a totes aquestes variants amb valors d'R 

infe riors a 1 és gairebé completament reversible, essent fins i tot totalment reversible 

per a les variants V 1 08A i V 1080, segons Privalov i Potekhin ( 1986) es pot considerar 

com un argument indiscutible a favor de l'existència d'un complex específic de vàries 

molècules en soluc ió. En el cas de la variant V l 080 amb el valor d'R de 0.5 , el qual és 

el més baix, correspondria a una autoassociació de molècules per fonnar dímers, ja que 

si es considera com a tamany de Ja unitat cooperativa la d'un dímer de la proteïna. amb 

una massa molecular de 27400 Da, llavors el valor de t1HcaJ(Tct) seria de 84.8 kcal mol­

l i la relació entre !::.Hcai(Td) i 111fvH(Tct) seria de 0,99. En el cas de les variants Il 06V, 

T I 07V, Il 07 A , V 1 08A i V 1180 amb valors d'R intermitjos, entre 1 i 0,5, podria 

correspondre a la presència d'una batTeja de dímers i monòmers de proteïna en la 

solució. Per tant, malgrat la possible presència d'aquestes associacions moleculars, es 

pot considerar que totes les RNases A estudiades, fins i tot les que presenten valors de R 

significativament inferiors a 1, es comporten com un sistema cooperatiu únic que 

segueix un mecanisme de desnaturalització tèrmica entre dos estats. 
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111.6.3. Correlació entre els canvis d' estabilita t de le va riants de la R~asa A i la 

hidrofobicita t de le posicions a lterades 

La contribució de les interaccions hidrofòbiques sobre r estabili tat d ·una proteïna es 

pot estimar de diferents maneres. Una d'elles és correlacionar els valors de l'energia 

lliure de Ja desestabilització per a les diferents \'ariants de la R.: asa A. descrits en 

rapartat 111.6.1 i resumits en la TAULA III.4. amb els valo rs de les diferències en l'àrea 

accessible al solvent enterrada entre la proteïna salvatge i cada variant de la R.i"Jasa A 

(óA). 

En la FIGURA Iil.26 es representa óóGd(Td) enfront de !:!.A. Els valors de !:!.A per a 

les variants de la RNasa A es calculen de manera similar a la descrita per Serrano i col. 

(1992) per a variants de la bamasa tal com s'indica a con tinuació: 

A. Per a la posició X de la proteïna salvatge es calcula mitjançant el programa XAM 

(Xia. 1992): 

-l 'àrea accessible al solvent del residu X en la proteïna plegada (estat natiu) (valor 1) 

- l'àrea accessible al solvent del residu X com si aquest residu estigués totalment 

exposat (valor 2) 

- l'àrea accessible al solvent de la cadena lateral de la posició X enterrada en la 

proteïna salvatge s'estima a partir de la diferència entre aquests dos valors: 

(valor 2)- (valor 1) = A 

B. A partir de la creació d'una hipotètica mutació a la posició X de la proteïna 

salvatge es calcula mitjançant el programa XAM: 

-l'àrea accessible al solvent del residu X en la variant (valor 1 ') 

- l'àrea accessible al solvent del residu X com si aquest res idu estigués totalment 

exposat (valor 2') 

- l'àrea accessible al solvent de la cadena lateral de la posició X enterrada en Ja 

variant s'estima a partir de la dife rència entre aquests dos valors: 

(valor 2') - (valor I ') = B 

C. Finalment, la di ferència entre els valors A i B dóna lloc a la pèrdua d'àrea 

accessible al solvent enterrada en la proteïna plegada per la mutació estudiada: 

!:!.A = A - B 
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En la TAULA III.5 es presenten aquests valors per a les \ariants de la R.Nasa A. 

T.-\ l' LA lli.S - Valors de l'àrea accessible al solvent de diferents residus de la RJ\asa A i de variants 

d'aquesta en la proteïna plegada (valors I i l') i valors de l'àrea accessible al sohent dels mateixos residus 

com si estiguessin totalment exposats (valors 2 i 2') i valors de ~A 

&~asa A VARIANT 
Posició Area access. al Area access. al Area access. al Area access. al Posició ó.A 

solvent solvent totahn solvent solvent totahn (A2) 
(valors I) exposat (valors 2) (valors l') exposat (valors 2') 

cA2) cA2> cA2) (A2) 

Ile l 06 2,1 244,3 7,5 235,6 I106L 22.7 

4,6 224,1 Il 06Y 1-U 

3.3 184.2 1106A 61,3 

llel07 19,7 246,1 21,7 24-Ll 1107L 12,3 

9,5 223,6 I107V 4,0 

8,6 184.4 1107A 50,6 

Vall 08 2.4 224,1 5.5 184,0 VI08A 43,2 

9,1 163.1 V108G 67,7 

Ala1 09 2.6 184,4 0,9 164.8 A109G 17,9 

Va1116 39,7 224,5 27,9 183,7 V116A 29,0 

20,7 163,3 VI1 6G 42,2 

Val 118 39.2 227. 1 22,2 187.2 Vli8A 22,9 

27,0 166,4 V1 18G 48.5 

En la FIGURA lii.26 s'observa una bona correlació entre els valors de óóGd(Td) i de 

óA per a cada una de les 5 posicions de la RNasa A alterades, excloent les mutacions 

Ile per Leu. A partir de la regressió lineal dels valors de cada posició s'ha determinat el 

valor del pendent. Aquest pendent (pendent = MGd(Td) I M) relaciona el canvi 

d'estabilitat de la proteïna en efectuar la mutació amb la variació d'àrea accessible al 

solvent enterrada en la proteïna plegada per la mutació estudiada. El valor del pendent 

s'interpreta com una mesura de la força de les interaccions hidrofòbiques a cada posició 

alterada. 
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FIGURA 111.26 

Correlació entre els canvis d ' estabilitat creats en mutar (~~Gd(Td)) i les diferències en l'àrea accessible al 

solvent de la cadena lateral enterrada entre la proteïna salvatge i cada variant de la RNasa A (~A) . Les 

línies sòlides corresponen als millors ajustament de les dades per a cada posició alterada (coeficients de 

correlació ~ 0,98 per a cada un dels 5 ajustaments). Les variants de la RNasa A estan designades de la 

següent manera: Ilel06 (• ), Ilel07 (v), Vall08 (',..), Val\16 (O) i Valll8 (e). S'han exclòs les variants 

I I06L i JI07L. 

Per al residu Val116 aquest valor és (43 ± 3 ) eaJ mol-l A-2 , per als residus I!el 06, 

Ile107 i Vall lS és de (75 ± 7) cal mol-l A-2 (sense considerar les mutacions lle per Leu 

i prenent la mitjana dels pendents per aquests tres residus ja que tenen valors molt 

similars) i per al residu Vall08 és de (135 ± 18) cal mol· I A-2. Aquests valors són entre 

2 i 5 vegades superiors als obtinguts a partir d'experiments de transferència amb 

compostos model des de solvents orgànics cap a l'aigua (20-30 cal mot· I A-2) (Chothia, 

1975; Ooi i col., 1987). Això es deu al fet que hi ha una diferència fonamental entre 

l'efecte hidrofòbic mesurat en un model de partició senzill i el que es troba en sistemes 

proteics (Harpaz i col. , 1994). Els valors dels pendents per a les posicions Valll6, 

Ile 106, Ile 107 i V al l 18 són similars als trobats per a mutacions hidrofòbiques creades 

en la bamasa i descrits per Serrano i col. (1992), mentre que el valor per al residu 
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\'all 08 és aproximadament el doble dels trobats per aquests autors. Aquesta diferència 

en el residu Vall 08 podria explicar-se pel fet que en la mesura de la força hidrofòbica 

hi participen altres factors a més de l'accessibilitat al solvent de cada posició estudiada i 

pel fet que les conseqüències d'un mateix tipus de mutació realitzada en el cor 

hidrofòbic d'una proteïna depenen molt de la posició d'aquesta mutació dins del cor. 

Les substitucions en els residus hidrofòbics del cor de la R.: asa A que s'han dut a 

terme per obtenir les 13 variants senzilles de la RNasa A són del tipus: lLe per Leu, lle 

per Val, Ile per Ala, Val per Ala. Val per Gly i Ala per Gly. D'aquesta manera, excepte 

per a les substitucions d'lle per Leu, les cadenes laterals alifàtiques dels residus 

esde\·enen escurçades i de manera no disruptiva. és a dir, que la possibilitat d'introduir 

interaccions addicionals és mínima (Fersht, 1987). L'escurçament és d'un grup metil en 

les substitucions d'Ile per Val i d'Ala per Gly. de dos grups metil en la substitució de 

Val per Ala i de tres grups metil/metilè en els casos d'IIe per Ala i Val per Gly. 

Es pot determinar la contribució que fa l'enterrrament d'un grup metil/metilè a 

l'estabilitat conformacional d'una proteïna. dividint els valors de MGct(Tct) obtinguts 

per a les diferents variants de la proteïna pel corresponent nombre de grups metil/metilè 

eliminats en cada cas. en introduir la mutació. 

Arran que les cadenes laterals dels residus substituïts en la RNasa A presenten 

diferents valors d'àrea accessible al solvent. tal com s'ha indicat en la TAULA III.S 

(valors I), cal fer una correcció dels valors de LlllGct(Tct) per tal de poder ser 

comparables a una mateixa accessibilitat del residu al solvent. la qual es considera del 

I 00% d'enterrament. 

La determinació dels valors de óllGct(Tct) de les diferents substitucions corregits a un 

I 00% d'enterrament es fa a partir de la següent expressió: 

on el % d'enterrament en Ja RNasa A del residu substituït es determina de Ja següent 

manera: 

I . A partir dels valors de l'àrea accessible al solvent del residu X en la proteïna 

salvatge (valors I ) i els de l'àrea accessible al so lvent com si aquest residu 

estigués totalment exposat en la proteïna salvatge (valors 2), indicats en la 
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TAULA III .S, es calcula el percentatge d'àrea accessible al sol\·ent que presenta 

cada residu en la proteïna respecte a la seva hipotètica posició d'exposició total al 

solvent (ex., per a llel06 2.1 A2 equival a 0,86% de 244.3 A2). 

2. A partir del \·alor anterior es calcula el percentatge d'enterrament del residu en la 

proteïna de Ja següent manera: 

% d'enterrament = I 00 - %d'àrea accessible al solvent del residu en Ja proteïna 

En la TAULA III .6 es presenten els valors de L'lL'lGd(Td)corr. de les di fe rents 

substitucions realitzades en la RNasa A i els valors de la contribució de cada grup 

metil/metilè eliminat a l'estabilitat de l'enzim (t16Gd(Td)corr/ -CH2-), els quals s'han 

obtingut dividint els valors de L'lL'lGd(Td)corr. pel corresponent nombre de grups 

metil/metilè eliminats en fer la substitució. No s'han considerat els valors per a les 

substitucions lle per Leu, atès que no comporten l'eliminació de cap grup. 

TAULA IU.6- Valors de ~~Gd(Tct)corr .• ~~Gd(Td)corrl-CH2- de les substitucions realitzades 

en la RNasa A i el nombre de grups CH3, CH2 o CH eliminats en mutar. 

Substitució MGd(Tct)corr. o. metil/metilè Gd(Td)corr/ -CH2-

(kea I mo¡-1) el iminats (kea! mot-I) 

1106Y 1,49 l 1,49 

I106A 4,95 3 1,65 

1107V 0,15 O, 15 

1107A 3.83 
,., 
.) 1,28 

YI08A 4,88 2 2,4-+ 

Yl08G 9,41 3 3,14 

Al09G 0,94 l 0.94 

Yll6A 1,39 2 0,70 

YI 16G 2,23 
.., 
.) 0,74 

Y1 18A 2,70 2 I ,35 

Yll8G 4,49 3 1,50 

A partir de la TAULA III.6 es pot veure que per a un mateix tipus de substitució els 

valors de óilGct(Tct)corr. per grup meti l/metilè eliminat varien segons la posició alterada 

en la proteïna. Per a les substitucions Ile per Val, els valors oscil· len entre 0,15 kea! 
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lnn J· I per" 1<1 o.;uhstittu.:iú l i 07V i 1.4<) kea I mol · I per a 1<1 substituci(l li OóV meni re que 

per a ks o.;uho..:t i lucinns l lè pn /\J¡tl'osci l·lacic'l éo.; menor. dc 1.2R kca lmoJ· I per a 1107/\ 

i dc 1.65 kcalmoJ-1 per <t 11 06/\. Pel que fn a Ics substitucions dc Val per /\la varien 

entre O. 70 kea I moJ-1 per a V 11 6/\ i 2,44 kea i mo]· l per a VI 08/\ i per a les 

substitucions dc V<~l per Gly entre 0.74 kcal mol-l per a VllGG i 3,14 kcal mol-l per a 

V 108G. 

La contribuciú que li1 l'cntcrrramcnt d'un grup mctil/mc!ilè d'una proteïna a la seva 

estabilitat conl'onnacional es pol est imar fent la mitjana dels valors dc 6.6Gd(Td)corr/ · 

Cll2- dc Ics substitucions realitzades en la RNasa !\. (T/\ UL/\. III.<)). D'aquesta manera 

s'obté un va lor dc I ,40 (± 0,83) kea] moJ·I, el qual és proper al valor I .27 (± 0,51) kcal 

mol-l calculat per Pace ( 1992) a partir de 72 substitucions de cadenes laterals 

ali fàtiques del cor hidrorobic dc 4 proteïnes (barnase, T4 lisozim, nucleasa 

d'stnphylococcus i la prot...:ïna del gen V del bacteriòfag !ï ). 

I ~n Ics variants substituïdes per Gly hi haurà una ncxibilital més gran al vo ltant dels 

enllaços ,¡, i 'l' vcins del residu dc Gly que en la proteïna snlvatgc (Ncmethy i col., 

Jl)(¡(l). l'n t:tnt , l'c ttlrnp i<t con !imnm:ional tindn'1 unu contribuciú major en Ics va lors dc 

J\M ;el mesumts. i\ partir dc In T/\ U L/\ li u; es pol veure com aquest efecte és 

considcrHblc.: per n la substitució V 1 ORG. J\ mi llor no considerar Ics substitucions per 

Gly per al cúlcu l dc la contribució dc l'entcrrrament d'un grup metil/metilè a l'estabilitat 

conformacional cl'unn proteïna. Repetint la mitjana dels valors de 66Gt~(Td)corr.I·CI 12-

clc Ics di feren ls subst itucions sense considcrnr els va lors de VI 08G, I\. I 09G, V 1 16G i 

VII8G. s'obté un va lor dc 1,29 (± 0,72) kca l mol-l, el qual és també proper al descrit 

per Pacc (1992) 1.23 (± 0,47) kcal mol-l quan no es consideren les substitucions per 

(! ly. 

L'enterrament dels res idus hidrofòbics per ta l dc protegir els àtoms no polars del 

contacte amb l'aigua, fenomen conegut com a e fecte hidrofòbic, és la força principal 

que dirigeix el plegament de les proteïnes globu lars (Kauzmann, 1958; D ill , 1990). !\ 

partir dels resultats obtinguts amb Ics variants dc la RNasa A estudiades, es recolça la 

proposta dc Pacc en la c¡ual les proteïnes globulars guanyen I ,2-1 ,3 kea I mol-l per cada 

grup metil/metilè enterrat en plegar-se la ¡xoleïna. Ara bé, per a les substi tucions 

VI 08/\ i VI 08G es troben va lors més grans dc clcscstabi li tzació dc la proteïna varian t 

respecte a la RNasa !\. que els esperats segons la predicc ió dc Pacc mentre que per a In 

substitució li 07V es troba una menor dcscstabilització. 
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111.7. Comprovació de la presència de dímers en variants de la RNasa A 

Per tal de compro\'ar la presència de dímers en solució a l'estat natiu de les variants 

amb valors d'R significati\'ament inferiors a I descrites en l'apartat III.6 .2, es va realitzar 

en primer lloc una electroforesi catòdica en gels de poliacrilamida en condicions no 

desnaturalitzants adaptada del mètode de Reisfeld i col. (1963) seguint el protocol 

indicat en l'apartat Il. 7.4.2. En la FIGURA 111.27 es mostren els resultats corresponents 

a aquestes anàlisis electroforètiques. 

?,~, pa :;;w.s. 

1 2 3 4 5 6 7 

FIGURA 111.27 

Anàlisis electroforètiques en gels de poliacri lamida en condicions no desnaturalitzants a pH 4,0 i a 4°C, 

tenyits amb blau de Coomassie, de les variants de la rRNasa A amb valors de la relació (R) entre 

l'entalpia calorimètrica i l'entalpia de van't Ho ff significativament diferents a I : I) I I 06V; 2) I 1 07V; 3) 

1107 A; 4) VI 08A: 5) V 1 08G i 6) V 118G. El carrer 7 correspon a la rRNasa A. 

En la FIGURA III.27 es pot veure la presència d'una sola banda en totes les variants 

de la RNasa A analitzades, la mobilitat de la qual és idèntica a la de la proteïna salvatge 

(carrer 7), la qual té un valor d'R igual a 1. Per tant, no s'aprecia la presència de dímers 

en cap de les variants de la RNasa A analitzades en les condicions dutes a terme en 

aquesta l'electroforesi, a pH 4,0 i 4 °C. 
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Posteriorment. per tal de corroborar la no-presència de dimers en l'estat natiu de les 

variants esmentades anteriorment, i a la vegada poder utilitzar condicions més similars 

a les dutes a terme en els experiments de OSC, quan al pH i tipus d'amortidor i a la 

concentració de proteïna. es van analitzar les variants en una cromatografia de gel 

filtració pel sistema d'HPLC equilibrada amb acetat sòdic 50 mM, pH 5,0, tal com s'ha 

descrit en l'apartat Tl.7.9. En la FIGURA III.28 es presenta el perfil cromatogràfic 

corresponent a la RNasa A. 
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Perfil d'elució de proteïna enregistrat a 280 nm de la cromatografia de gel filtració per HPLC en columna 

Protein-Pack 125 de la rRNasa A. L'elució és isocràtica en acetat sòdic 50 mM, pH 5,0. 

En cromatografiar cada una de les 6 variants de la RNasa A, Il 06V, Il07V, I107A, 

VI08A, V108G i Vll8G, es va observar un perf1l cromatogràfic idèntic a l'obtingut per 

a la RNasa A (FIGURA III.28), amb un temps de retenció de la fracció al voltant de 21-

23 min. Per tal de descartar el possible efecte de la concentració de proteïna en la 

formació de dímers, es van repetir les cromatografies injectant les mostres a diferents 
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concentracions, des d'I a 6 mg/mL atès que la concentració de proteïna d'aquestes 

mateixes variants analitzades per DSC va ser entre 0,8 i 1,6 mgtmL. En cap cas es va 

observar un perfil cromatogràfic diferent al de la FIGURA III.28. Per tant. es corrobora 

que. a temperatures no superiors als 20°C, les variants Il 06V. I I 07V. I I 07 A. V 1 08A. 

Vl08G i VJ18G es troben en solució únicament en forma monomèrica. 

Per tant. semblaria que l'autoassociació de molècules per formar dímers en aquestes 

variants, deduïda a partir dels valors R (apartat III.6.2), tindria lloc durant el seu procés 

de desnaturalització tèrmica i, atès que aquest procés es reversible, les molècules 

associades en dímers es dissociarien en ser refredades. 
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III.8. Caracterització de les variants dobles de la RNasa A i comparació amb la 

variant senzilla YllSW 

S'han obtingut els espectres d'absorbància a la regió UV i de dicroisme circular de les 

3 variants dobles de la RNasa A, que contenen triptòfan (II06V+Yll5W, 

Il06A+Yl15W i I107LTYI15W), per tal de comprovar l'estructura general de la 

proteïna i comparar-la amb la de la variant senzilla Y 11 S W. També, s'han determinat 

els paràmetres cinètics enfront dels dos substrats. cCMP i poli(C), per tal de comparar 

les propietats catalítiques de les variants dobles respecte a la senzilla Y llSW. A més, 

s'han calculat els seus coeficients d'extinció molar. 

111.8.1. Determinació del coeficient d' extinció molar 

La determinació del coeficient d'extinció molar de les variants dobles es va realitzar 

de manera igual a la de les variants senzilles (apartat III.3 .1 ). 

Les 3 variants dobles van presentar un valor no significativament diferent al 

determinat per a la variant senzilla Y 115 W, el qual era de 14050 M-l cm-I, s i es 

considera que la precisió del mètode és de ± 4-5 %. D'aquesta manera. es confirma que 

les mutacions I I 06V, Il 06A i 11 07L introduïdes de manera individual en la variant 

Y l15W de la Rl"fasa A no afecten el coeficient d'extinció molar d'aquesta variant. En 

l'apartat II1 .3.1 ja s'havia observat que aquestes mateixes modificacions en els residus 

Tle 106 i Ile I 07 tampoc afecten el coeficient d'extinció molar de la RNasa A. 

111.8.2. Anàlisi espectrefotomètrica 

En els espectres d'absorbància en la regió ultraviolada en el marge corresponent a 

240-320 nm de les 3 variants dobles de la RNasa A tampoc s'han observat canvis en 

relació a l'espectre obtingut per a la variant senzilla Yl 1 5W (apartat III.3.2 , FIGURA 

III.18). 

111.8.3. Estudi de l' espectre de DC · 

Per comprovar si existeixen diferències estructurals entre les variants 

Il06V+Yll5W, ll06A+Yl l 5W, I1 07L+Y115W i la variant senzilla Yll5W de la 

RNasa A en l'estat natiu s'han estudiat els espectres de dicroisme circular de totes elles a 
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I 0°C i s'han comparat amb els espectres obtinguts per a la variant Y 115 W. 

La \'i sió general dels espectres de DC de les variants dobles enregistrats a I 0°C és 

simi lar. tant en la regió de l'UV llunyà com en la de I'UV proper. a l'obtingut per a la 

variant senzilla YIISW (apanat 111.3.3, FIGURA 111.20). Per tant, no sembla que les 

modificacions 11 06V, 1106A o 11 07L introduïdes en la variant YII5W alterin 

l'estructura secundària i terciària de la proteïna de manera significativa. Això corrobora 

el resultat que aquestes mateixes modificacions en les posicions lleI 06 i Ile I 07 

introduïdes en la RNasa A no alteren tampoc la seva estructura secundària i terciària 

(apartat III.3.3). 

III .8A. Propietats catalítiques 

Els paràmetres cinètics de les 3 variants dobles de la RNasa A determinats amb els 

substrats cCMP i poli(C). juntament amb els de la variant senzilla YIISW, s'indiquen 

en la TAULA 111.7. 

A partir de la TAULA III.7. es pot observar que les variants dobles de la ~'Jasa A 

presenten uns valors dels paràmetres cinètics per a la hidròlisi del cCMP i per al 

trencament del poli(C) similars o amb diferències poc s ignificatives als trobats per a Ja 

variant senzilla YllSW, de Ja mateixa manera que la introducció de les modificacions 

II06V. ll 06A o Il 07L en la RNasa A s'ha vist que no provoquen canvis significatius en 

els paràmetres de la proteïna salvatge (apartat IJI.3.4). 
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TA LA rn. - Comparació dels paràmetres cinètics de les variants dobles de la R: asa A respecte a la 

\'anant sezilla Y 115W per als substrats cCMP i poli(C). Els assa1gs s'han realitzat d'una manera igual a la 

indicada en la TA lJLA 11 1.2. 

cCMP 

Enzim Km (mM) 

Yll5W 0,54 116 3,58 

I106V+Yl 15W 0,56 103 3,07 

11 06A+Y115W 0,51 96 3,14 

1107L+Y115W 0,50 112 3,73 

Poli(C) 

Enzim Km (%) Rel. Vmàxf[E0 ] 1 (%) Rel. V màxi[E0 ]1 Km 

Yll5W 0,23 100 435 

Il 06V+Yl i5W 0,25 90 360 

l1 06A+Yli 5W 0,:22 70 318 

Il 07L+YII SW 0,25 76 304 

1 [E0] és la concentració final d'enzim. Els valors de la Vmàx per a la variant Y 115W es refereixen com a 

100 °'o. 
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lll .9. Es tudi de la fluorescència de l'estat estacionari i fluorescència de fase amb 

multifreqüència de les va riants dobles de la RNasa A. Propieta ts dinàmiques 

d 'aquestes proteïnes. 

Tal com s'ha esmentat en la introducció, en el nostre grup de treball s'havia obtingut 

la variant Y115W de la RNasa A, introduint d ' aquesta manera un residu de triptòfan en 

la seqüència d'aminoàcids d' aquest enzim (Torrent, 1996). El residu Tyr1l5 de la 

RNasa A substituït es troba dins Ja regió iniciadora del plegament (1 06-118) de la 

RNasa A proposada per Matheson i Scheraga (1978) formant part d'un gir d'inversió de 

tipus VT i no manté cap mena d'interacció per ponts d'hidrogen amb altres aminoàcids 

de la molècula (Santoro i col. , 1993; Wlodawer i col. , 1988). 

La caracterització d'aquesta variant de la RNasa A (apartat III.3) ha mostrat unes 

propietats catalítiques per als substrats cCMP i poli(C) no significativament diferents a 

les de la proteïna salvatge i una estructura secundària idèntica segons els espctres de DC 

a la regió de l'UV llunyà. En canvi , l'anàlisi espectrefotomètrica i l'estudi de l'espectre 

de DC a l'UV proper han mostrat diferències respecte a la proteïna salvatge causades 

per la presència del residu de triptòfan a la molècula en substitució d'un de tirosina. A 

més, Torrent i col. (1999) han descrit per a aquesta variant una estabilitat, mesurada a 

partir del seguiment del desplegament induït per calor o altes pressions i seguit per 

espectroscòpia de 4a derivada o fluorescència, només lleugerament inferior a la RNasa 

A. 

Segons tots aquests resultats, semblava que s'havia de poder utilitzar el triptòfan 115 

introduït en la RNasa A com a sonda fluorescent per detectar canvis conformacionals en 

la proteïna causats per l'efecte d'altres substitucions en residus de la regió proposada 

com a iniciadora del plegament (1 06-118). Això és possible perquè les propietats 

fluorescents dels residus de triptòfan d' una proteïna són sensibles al seu ambient 

circumdant, i, per tant, es poden correlacionar aquestes propietats fluorescents amb 

l'ambient circumdant del Trp si es coneix l'estructura de la proteïna en estudi 

(Longworth, 1983). 

Amb aquest objectiu s'han estudiat les 3 variants dobles de la RNasa A que contenen 

un residu de triptòfan a la posició 115 (I1 06V+Yl l 5W, Il06A+Y115W i 

1107L+Y1 15W) i la variant senzilla Yll5W per espectroscòpia de fluorescència de 

l'estat estacionari i per una modalitat d'aquesta espectroscòpia, la de fase amb 
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multi freqüència, per tal de resoldre les propietats fluorescents del residu Trp 115 de 

cadascuna de les variants i determinar també les propietats dinàmiques d'aquestes 

proteïnes. 

Fluorescència de l'estat estacionari 

Els espectres d'absorció de fluorescència de les tres variants dobles van ser similars 

al de la variant senzilla Y 115W, tal com ja s'ha descrit en l'apartat III.8.2. 

Els espectres d'emissió de fluorescència van se r també molt similars en les 4 

variants, amb una longitud d'ona de màxima emissió de 351-352 nm. Els espectres 

d'emissió de fluorescència de les proteïnes són generalment indicadors de la polaritat de 

l'ambient del residu de triptòfan. Per a proteïnes que contenen un sol triptòfan la 

longitud d'ona de màxima emissió osciJ.Ia entre 320 i 350 nm. Quan la proteïna 

presenta una emissió fortament desplaçada cap al vermell (Àmàx excitació = 350 nm) 

indica que el residu de triptòfan es troba en un ambient molt polar. El fet que els 

espectres d'emissió de fluorescència de les 4 variants estudiades presentin una longitud 

d'ona de màxima emissió de 351-352 nm indica que les substitucions realitzades en els 

residus Ile I 06 o Ile 107 de la RNasa A no afecten la polaritat del residu Trp 115, el qual 

es trobaria en un ambient polar en les 4 variants (amb un valor de l'àrea accessible al 

solvent propera al 40 %, la qual correspon a la calculada amb el programa XAM a partir 

del model molecular de la variant Yl15W de la RNasa A). 

La determinació del rendiment quàntic (Q), que correspon a la relació entre els 

fotons emesos i els fotons absorbits, de cada variant s'indica en la TAULA HI.8. Per a 

les 4 variants s'ha trobat un valor baix en comparació al valor que se sol obtenir per a 

proteïnes amb un sol triptòfan. Aquest fet indica que la fluorescència del triptòfan es 

troba extingida en les variants de la Rl\asa A estudiades. Els processos d'extinció 

actuen dissipant l'energia absorbida a través de mecanismes no radiatius i es coneix que 

els ponts disulfur poden actuar com a agents extintors. A partir de l'estructura del model 

molecular de la variant Yll5W, s'observa que el pont disulfur 58-110 està situat molt 

proper al residu Trp 115, concretament a uns 4-5 A de l'àtom de sofre del residu Cys58 i 

a uns 5-6 A de l'àtom de sofre del residu Cys li O (FIGURA ll1 .29), mentre que els altres 

3 ponts disulfur de la proteïna es troben més lluny, essent el pont disulfur 65-72 el 

segon més proper, a uns I O A. Per tant, el pont disulfur 58-11 O pot ser el causant 

d'aquest procés d'extinció. La variant 11 07L + Y 1 15 W és la que presenta un procés 

d'extinció més accentuat, ja que el seu valor de Q és el més baix. 
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FIGURAm29 

Representació esquemàtica de l'estructura tridimensional de la regió de la variant Yli5W de la RNasa 

A que mostra els residus de Cys del pont disulfur 58-10 i el residu Trp115. S'assenyalen les distàncies 

(en À) més properes entre cada àtom de sofre del pont disulfur i el Trpl15, les quals són amb l'àtom 

c82 de l'anell indol del Trp. 

Temps de vida de l'estat excitat 

Per a cadascuna de les variants de la RNasa A, el millor ajust de la relaxació de la 

fluorescència en el temps que s'ha obtingut és a partir d'una anàlisi global de les dades 

d'emissió de fluorescència realitzades a diferents longituds d'ona d'emissió (entre 330 i 

380 nm a intervals de 10 nm) i assumint una relaxació exponencial amb 4 temps de vida 

de l'estat excitat ( n , 12, 13 i -r4). D'aquesta manera, s'obté una millor definició dels 

següents paràmetres: temps de vida individuals, temps de vida promig i constants de 

velocitat dels processos radiatius i no radiatius (TAULA m .S). Les intensitats de 

fluorescència de les espècies emissores han estat recuperades amb suficient precissió per 

obtenir els espectres d'emissió associats a la relaxació de la fluorescència de les 4 
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variants estudiades. Aquests espectres. que es mostren en la FIGURA IJI.30, s'obtenen 

multiplicant la contribució fracciona! de cada temps de vida individual per la intensitat 

de la fluorescència de l'estat estacionari per a cada longitud d'ona d'emissió. 
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Espectres d'emissió associats a la relaxació de les variants de la RNasa A: Yli5W, 11 06V-Yli5W, 

11 06A.-YI I5W i 1107L+YII5W. La corba superior de cada gràfic correspon a l'espectre de 

fluorescència global de la proteïna i les altres 4 corbes, en ordre creixent, són la contribució fracciona! a 

la fluorescència total corresponent als temps de vida r¡, 12. '3 i q. 
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TAULA III.8- RendimentS quàntics, Q'l, Temps de vida individuals, r¡, Temps de vida promig, <P. 

Constant de velocitat de processos radiatius, KR b, i Constant de velocitat de processos no radiatius, 

K;-.;Rc, de variants de la R..Nasa A que contenen un sol residu de triptòfan (Trpll S). 

Proteïna Q 1j 12 TJ '4 <r> KR K R 

(nseg) (nseg) (nseg) (nseg) (nseg) 

Yll5W 0,009 0,05 o, 13 1,41 3.85 0,66 0.014 1.50 

li 06A+Y115W 0,0 15 0,06 O, 15 1,72 4 ,09 1,04 0,0 14 0,95 

Il06V+ Y115W 0,0 12 0,05 O, 12 1,48 4,04 0.70 0,017 1,41 

1107L+Yl15W 0,007 0,05 0,14 1,61 4 ,25 0,61 0,012 1,63 

aEls rendiments quàntics s'han calculat en relació a Trp en aigua (Q = O, 14). bKR = Q/<r:>. 

cKNR = ( 1-Q)/<r>. La precisió dels valors de Q és de ± 0,002 i la dels valors der¡ és de z 0,005 per a r¡ i 

12 , ± 0,002 per a 13 i ± 0,2 per a '4 

En general , els valors dels temps de vida de l'estat excitat de cada variant estudiada 

són baixos. Valors baixos d'aquest paràmetre poden ser resultat de processos d'extinció 

del solvent o de la mateixa proteïna. En el nostre cas, com ja s'ha comentat 

anteriorment, la proximitat del pont disulfur 58-11 O al residu de Trp 115 pot ser la causa 

d'aquest fenomen d'extinció. Les variants Il06V+Yl15W i Il07L+Yll5W presenten 

valors de temps de v ida individuals i promig similars als de la variant Y115W, mentre 

que la variant Il06A+Y 11 5W presenta valors lleugerament més e levats que podrien ser 

resultat d'un procés d'extinció menys accentuat originat per un marcat descens dels 

processos no radiatius que dissipen l'energia absorbida. A més, aquesta variant és la que 

presenta el valor de Q més alt. 

La relaxació multiexponenciaJ de la fluorescència d'una proteïna es deu a 

microconforrnacions múltiples d'aquesta. Per tant, ta relaxació de la fluorescència del 

triptòfan de les variants estudiades en 4 temps de vida correspon a 4 estats 

conformaciona1s diferenciables; és a dir, és com si el residu de Trp 115 pogués ocupar 4 

posicions diferents en la proteïna. La variant 11 06A + Y 115 W tindria unes poblacions 

més elevades de molècules amb les conformacions responsables de 13 i r4. 

Relaxació de l'anisotropia 

Les millors mesures de l'anisotropia resolta en el temps per a les 4 variants de la 

RNasa A s'han obtingut considerant una llei de relax.ació exponencial doble. D'aquesta 
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manera s'han obtingut 2 temps de correlació rotacional (~¡ i iftl) i les 2 corresponents 

fraccions associades {g¡ i g2). a més de l'anisotropia inicial, per a cada variant (TAULA 

IU.9). 

TA ULA 111.9- Anàlisi de la rela.xacio de la fluorescència de "ariams de la IU..Sasa A que contenen un sol 

residu de triptòfan (Trp 115). 

Proteïna ro ~I ~ g¡ g2 
(nseg) ~nseg) 

Yll 5W 0,1 9 3,83 0,26 0,49 0,51 

IJ 06V+Y115W 0,1 9 2,99 0,24 0.45 0,55 

Il06A+Yl15\V 0.18 3,28 0.31 0,51 0.50 

Il 07L+Y115W 0,19 3,92 0,26 0.46 0.54 

La precisió per als valors de ro és de ± 0,006; per als de 9>1 és de ± 0,6 ; per als de th. és de ± 0,09; per als 

deg¡ i g2 és de± 0,007. 

A partir de la T AULA II I.9 s'observa que el temps de correlació rotacional ~~ - el qual 

està relacionat amb la grandària de la proteïna. de les variants Il 06V -r Y I IS W i 

I106A ..j...YI 15\V presenta uns valors lleugerament inferiors al de la variant senzilla 

Yll5W, cosa que indicaria que el tamany d'aquestes variants és una mica més petit que 

el dc la variant senzilla. Pel que fa al temps de correlació rotacional del propi residu de 
triptòfan, ~ , el qual està relacionat amb la rigidesa d'aquest residu, és similar en totes 

les variants estudiades. per bé que la variant I I 06A + Y 115W mostra un valor 

lleugerament superior. tot i que poc significatiu. que indicaria una discreta major 

rigidesa del Trp 1 I 5 en aquesta variant. 
Pel que fa a l'anisotropia inicial, ro, s'observa un valor pràcticament idèntic en totes 

les variants, la qual cosa és lògica ja que es tracta d'un paràmetre constant per a un 

tluoròfor i les 4 variants estudiades presenten el mateix residu de tiptòfan. 

A partir de les TAULES III. 8 i III.9 s'observa que no existeixen diferències 

significatives entre les 3 variants dobles de la RNasa A i la variant senzilla Yl 15W. Per 

tant, la substitució del residu I! e I 06 o Ile l 07 no sembla causar diferències 

conformacionals significatives en la Rl'\asa A. la qual cosa corrobora els resultats 

obtinguts per DC en relació al fet que aquestes mutacions no alteren l'estructura global 

de la variant Yll5W. 
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Discussió General 

La ribonucleasa A de pàncrees boví (RNasa A) ha estat extensament estudiada des 

de punts de vista estructurals, mecanístics i funcionals (Cuchillo i col. , 1997; Raines. 

1998). Dins el marc del plegament proteic, la R.J"lasa A ha estat un bon model. malgrat 

que força complicat, per als estudis de plegament/desplegament proteic (Neira i Rico, 

1997). La presència en l'estat natiu de quatre enllaços disulfur i l'existència de dos 

enllaços peptídics X-prolina en conformació eis han encaminat l'estudi del seu 

plegament a l'anàlisi del camí de plegament oxidatiu de la proteïna reduïda. és a dir. a la 

fo rmació dels enllaços disulfur, així com també a la caracterització de les espècies 

presents en l'heterogeni estat desplegat no reduït, això és, amb els enllaços disulfur 

intactes (Cuchi llo i col., 1997). A més, Matheson i Scheraga ( 1978), tot estudiant els 

esdeveniments que tenen lloc a l'inici del plegament de la RNasa A en solució aquosa. 

van postular l'existència de regions de nucleació (CFIS) en aquest enzim, la més estable 

de les quals estava fom1ada per 13 residus de la regió C-terminal. de l residu llei 06 al 

residu Valll8, que se situen al cor hidrofòbic de la proteïna. Es creu que aquestes 

regions de nucleació permeten restringir l'espai conformacional de manera suficient per 

dirigir el plegament durant el transcurs del col·lapse hidrofòbic de l'estat desplegat 

(Houry i Scheraga, 1996b; Udgaonkar i Baldwin, 1995). Des d'aleshores, diferents 

treballs han corroborat Ja importànc ia d'aquesta regió com a centre de nucleació de la 

RNasa A (Rico i col., 1989; Bea! s i col .. 1991: Udgaonkar i Baldwin, 1995; Dodge i 

cheraga. 1996), però en cap d'ells s'ha plantejat un estudi sistemàtic d 'alteració del 

grau d'hidrofobicitat dels di ferents aminoàcids que en formen part. La major part dels 

estudis de plegament/desplegament que s'han realitzat en la RNasa A, utilitzant la 

mutagènesi dirigida com a eina. s'han centrat en l'alteració del s seus residus de cisteïna 

(Lester i col.. 1997) o prolina (Dodge i Scheraga. 1996) per tal d'estudiar la formaci ó 

dels enllaços disulfur i les reaccions de plegament lent. respectivament. 

L'objectiu general d'aquest treball ha estat obtenir infom1ació sobre la contribució 

dels residus hidrofòbics de la regió CFIS I 06- 118 de Ja RNasa A a l'estabilitat global de 

la molècula. així com també sobre Ja importància relativa d'aquests residus dins la regió 

esmentada. És per això que es va plantejar l'obtenció per mutagènesi dirigida per 

o ligonucleòtid d'una sè rie de vari ants de la RNasa A en les quals els residus Ile 106, 

fl e l 07, Vall08, Ala109, Valll6 i Va11J8 fossin substituïts per altres residus 

d'hidrofobicitat i tamany inferiors. Amb aquesta idea es va decidir construir les 13 

variants senzilles següents: li 06L, I 1 06V, ll 06A, Il 07L, 11 07V, I I 07 A, V 1 08A, 

VI08G. Al09G, VI16A, Vll6G, VII8A i VJ18G. A excepció de les substitucions 

219 



D1scussJo General 

d'lle per Leu. totes les altres substitucions són no disruptives (Fersht. 1987), és a dir. 

trunquen sistemàticament les cadenes laterals dels residus esmentats, eliminant 1, 2 o 3 

grups metil/metilè de manera que la possibilitat d'introduir interaccions addicionals és 

mínima. El fet que siguin substitucions no disruptives ha permès comparar directament 

la proteïna salvatge amb les seves variants i relacionar els canvis d'estabi litat resultants 

en termes de pèrdua de grups meti l/metilè, d'interaccions o petites pertorbacions 

estructurals respecte a l'estructura de la proteïna salvatge. 

A més, en el nostre grup de treball s'havia obtingut la variant Y 115W de la RNasa A 

(Torrent, 1996) que suposa la introducció d'un únic residu de triptòfan en la seqüència 

de l'enzim. concretament en la posició 115 de la regió CFIS esmentada. La substitució 

del residu Tyrll5 de la R:--Jasa A per un triptòfan provocava un increment notable de la 

fluorescència de la proteïna i pràcticament no alterava la seva estabilitat, mesurada a 

partir del desplegament induït per urea, altes pressions o calor (Torrent, 1996; Torrent i 

col., 1999). En base a tots aquests resultats, es va plantejar utilitzar el Trp 115 d'aquesta 

variant com a sonda fluorescent local per detectar canvis conformacionals en la proteïna 

causats per l'efecte d'altres substitucions en residus hidrofòbics del CFIS. Amb aquest 

objectiu i en funció dels resultats obtinguts per a les 13 variants senzilles de la RNasa A 

es van dissenyar les 3 variants dobles següents: I I 06V-Y 115 W. li 06A + Y 115 W i 

11 07L+Yl l5W. 

Tot i que la producció heteròloga de Ja RNasa A ha estat problemàtica i dificultosa, 

en el moment d'iniciar aquest treball ja s'havien descrit bastants sistemes d'expressió i 

purificació d'aquesta proteïna (Vasantha i Filpula, 1989; Schultz i Baldwin. 1992; 

Tarragona-Fio! i col.. 1992; Laity i col., 1993; Boix i col., 1994). D'entre tots ells el més 

eficient havia demostrat ser el utilitzat pel grup de Raines i col·laboradors i descrit per 

delCardayré i col. ( 1995). Aquest sistema consisteix en l'expressió en E. coli del cON A 

de la RNasa A clonat en el plasmidi d'expressió pET22b(+) (fusionat darrera la 

seqüència senyal pe!B) utilitzant el sistema d'expressió de la T7 RNA polimerasa. La 

RNasa A produïda mitjançant aquest sistema es troba en la fracció insoluble després del 

procés de lisi cel·lular, malgrat la presència del pèptid senyal. La so lubilització de la 

proteïna recombinant en medi desnaruralitzant i reductor seguida del replegament i 

reoxidació d'aquesta i dues etapes cromatogràfiques, permetia als autors obtenir 30-50 

mg d'enzim pur i actiu per litre de cultiu. 
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Per a l'obtenció de la R.'-Jasa A recombinam i les seves variants es va utilitzar el 

sistema d'expressió abans esmentat. Tot i que els autors descriuen un rendiment entre 

30 i 50 mg ha fet falta optimitzar el protocol de purificació, atès que es va comprovar 

que el protocol permetia obtenir proteïna pura i activa. però no homogènia (amb 

presència d'isoformes probablement a causa d'una formació no correcta dels enllaços 

disulfur). Mitjançant una modificació d'aquest protocol de purificació, que s'ha descrit 

en aquest treball, s'han aconseguit entre 20 i 30 mg de proteïna pura i homogènia quan a 

ponts disulfur correctament formats. 

Una de les dife rències principals entre el protocol de delCardayré i col. ( 1995) i 

l'emprat en aquest treball és la introdució d 'una etapa de cromatografia de bescanvi 

catiònic (CM-Sepharose) a pressió atmosfèrica en presència d'agent desnaturalitzant i 

reductor posterior al procés de solubilització de la proteïna recombinant i prèvia al 

procés de replegament i reoxidació d'aquesta. Amb aquesta etapa s'aconsegueix separar 

la fracció de proteïna amb activitat ribonucleasa de la resta de proteïnes, la majoria de 

les quals s'elueixen en el rentat de la columna. Altres diferències són l'el iminació de les 

dues cromatografies de bescanvi iònic (DE52 i S-Sepharose) i la introducció d'una etapa 

de separació pel sistema d'HPLC (en columna Mono-S®) de la proteïna amb els 4 ponts 

disulfur natius d'altres espècies amb un nombre de ponts disulfur inferior. Aquestes 

espècies són les que es creu que provoquen l'heterogeneïtat en les mostres obtingudes 

seguint el protocol descrit per delCardayré i col. (1995). 

Amb la finalitat de millorar el rendiment i escurçar el temps del procés de 

purificació, es va assajar un protocol alternatiu. Aquest, està basat en el descrit per Kim 

i col. ( 1995) amb algunes modificacions, de les quals destaca la substitució de la 

cromatografia de gel filtració per una cromatografia de bescanvi catiònic pel sistema 

d'HPLC (en columna Mono-S®). Mitjançant aquest segon protocol de purificació s'han 

aconseguit entre 15 i 20 mg de proteïna pura i homogènea quan a ponts disulfur 

correctament formats. 

Aquest segon protocol de purificació es diferencia del descrit primer en 4 punts 

essencials: (1) en la substitució de l'ús de la urea com a agent desnaturalitzant pel clorur 

de guanidini; (2) en la solubilització de la proteïna recombinant mitjançant no només un 

procés púrament químic sinó que la solubilització amb clorur de guanidini va precedida 

d'un trencament cel·lular per mitjans fisics , utilitzant la French Press®; (3) en l'estalvi 

de l'etapa cromatogràfica a pressió atmosfèrica; (4) en la substitució d'una concentració 

per liofilització per una d'ultrafiltració tangencial. 
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A partir de les anàlisis electroforètiques en SDS-PAGE i zimograma semblava que 

no era necessària l'etapa cromatogràfica de bescanvi catiònic pel sistema d'HPLC, 

principalment en el primer protocol descrit. Ara bé, tant el perfil d'aquesta 

cromatografia com l'estudi de l'espectre de DC, a la regió de l'UV llunyà i de l'UV 

proper, de la fracció de proteïna amb activitat ribonucleasa replegada i reoxidada però 

no sotmesa a aquesta cromatografia, han indicat que la cromatografia per HPLC és 

necessaria per aconseguir separar la proteïna recombinant amb els 4 ponts disulfur 

natius d'altres espècies amb un nombre de ponts disulfur inferior. Aquest tipus de 

cromatografia ho aconsegueix perquè en el plegament de la RNasa A a partir de 

l'espècie amb els 4 ponts disulfur reduïts cap a l'espècie amb els 4 ponts disulfur natius, 

utilitzant glutatió com a agent redox, els residus de cisteïna de la proteïna formen 

enllaços disulfur intermoleculars amb el glutatió, la qual cosa redueix la càrrega 

positiva de la RNasa A (a pH 7) i, per tant, les espècies que tinguin menys de 4 ponts 

disulfur s'eluiran abans de la proteïna nativa (Dodge i Scheraga, 1996). 

La caracterització de les dues RNases A recombinants salvatges, obtingudes seguint 

ambdós protocols de purificació, a partir de les anàlisis del seu espectre d'absorció a 

I'UV, l'estudi de l'espectre de DC, a l'UV llunyà i a I'UV proper, i la determinació dels 

seus paràmetres cinètics enfront de cCMP i poli(C) ha demostrat que s'obté una proteïna 

recombinant amb una estructura tridimensional i propietats catalítiques equivalents a la 

de la RNasa A comercial, aïllada de pàncrees boví. 

L'expressió i els rendiments finals del procés de purificació de totes les variants de la 

RNasa A, seguint qualsevol dels dos protocols, van ser similars als obtinguts per a la 

proteïna salvatge. D'aquesta manera es va confirmar que les mutacions introduïdes no 

afecten ni l'expressió ni la recuperació de les proteïnes recombinants estudiades. 

La caracterització de l'estat natiu de totes les variants de la RNasa A mitjançant 

l'anàlisi del seu espectre d'absorció a l'UV, l'estudi de l'espectre de DC, a I'UV llunyà i a 

l'UV proper, i la determinació dels seus paràmetres cinètics enfront de cCMP i poli(C) 

ha demostrat que les modificacions introduïdes en la RNasa A no sembla que afectin 

l'estructura nativa de la proteïna. Així mateix, els valors de les capacitats calorífiques 

molars parcials a 20°C, obtinguts per DSC, de les variants que no contenen triptòfan 

han estat idèntics al de la RNasa A (4,4 ± 0,5) kea! K-1 moJ-1, la qual cosa indica que 

no existeixen diferències significatives quan a flexibilitat entre els estats natius de les 
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variants i el de la R."'asa A. 

La caracterització de les variants dobles en comparació a la variant senzilla YIJ5\V 

per espectroscòpia de fluorescència de l'estat excitat i per espectroscòpia de 

fluorescència de fase amb multifreqüència. corrobora que les substitucions en els 

residus Ile 106 o Ilel 07 de la RNasa A no afecten l'estructura de la proteïna a l'estat 

natiu. atès que no s'han detectat canvis conformacionals locals en l'ambient circumdant 

del triptòfan ni canYís en les propietats dinàmiques causats per l'efecte d'aquestes 

substitucions, a diferència del que s'ha descrit per a altres proteïnes (Willaert i col.. 

1994: Vos i col., 1995). 

S'ha caracteritzat també l'estat desnaturalitzat per calor de la RNasa A i les seves 

variants que no contenen triptòfan. a partir de l'estudi de l'espectre de DC a la regió 

llunyana i propera de l'UV. En tots els casos s'ha obtingut un espectre significatiu i 

similar en la regió de I'UV llunyà, del qual s'ha estimat un contingut d'hèlix a de (9 ± 5) 

% a partir del valor de l'el·lipticitat a 222 nm. Aquest valor ha resultat ser idèntic al 

descrit per Robertson i Baldwin (1991) per a la R."'asa A utilitzant la mateixa tècnica. 

La presència d'estructura secundària en la RNasa A desnaturalitzada per calor ha estat 

prèviament comprovada també per espectroscòpia d'infraroig amb tansformada de 

Fourier (Seshadri i col.. 1992). dispersió de raigs X de petit angle (Zhou i col., 1998) i 

bescanvi de protons amida per deuteri (Santoro i col., 1993; Wang i col., 1995; Neira i 

col.. 1999). Pel que fa a l'espectre de DC a I'UV proper s'ha observat també una 

un i formi tat en l'espectre de totes les proteïnes. en el qual les estructures locals dels 

residus de tirosina són pràcticament destruïdes. A més, els valors dc les seves capacitats 

calorífiques molars parcials en l'estat desnaturalitzat obtinguts per DSC. és a dir. 

després de la transició tèrmica. són igualment molt similars. D'aquesta manera es 

constata que tampoc existeixen diferències significatives quan a estructura i flexibilitat 

entre els estats desnaturalitzats de les variants i el de la R..1"fasa A i que tots ells 

presenten un cert grau d'estructuració. és a dir que no es tracta d'un random coil. 

El fet que les substitucions en els residus hidrofòbics de la regió l 06-118 introduïdes 

de manera individual en la RNasa A no afecten en general , o afecten molt poc, la seva 

estructura nativa i la desnaturalitzada per calor, està en concordança amb el que ha estat 

sovint descrit a la bibliografia, que substitucions úniques en proteïnes causen 

generalment pertorbacions estructurals molt petites (Lattman i Rose, 1993: Carra i col.. 

1994). A més, que la conformació nativa de totes les variants sigui pràcticament 
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idèntica a la de la proteïna salvatge és un factor important perquè permet una anàlisi 

comparativa directa de l'efecte d'una substitució en l'estabilitat tèrmica de la proteïna i 

poder interpretar els canvis d'estabilitat en termes d'hidrofobicitat i petites pertorbacions 

estructurals. Cal remarcar també que el fet que les propietats catalítiques de totes les 

variants estudiades no siguin significativament di ferents a les de la pro teïna salvatge, 

concorda amb el que s'ha descrit per altres enzims i s'ha suggerit que pot ser una 

característica general dels enzims. Aquesta característica general suposa que els residus 

que són importants pel plegament proteic no ho són per l'activitat catalítica i viceversa 

(Shoichet i col., 1995). 

La desnaturalització per calor de la RNasa A i les seves variants senzilles seguida per 

OSC i DC ha permès comprovar que el procés és quasi totalment reversible. amb valors 

superiors al 90%, i, per consegüent. determinar directament les funcions 

termodinàmiques associades al procés de desplegament. A més, ha permès comprovar 

la validesa d'un model de dos estats (N~D) per a cada proteïna. A partir dels valors de 

Tct o els de LlLlGct(Tct), calculats aquests darrers a partir de l'aproximació de Becktel i 

Schellman (1987), s'ha observat una desestabilització clarament significativa en totes 

les variants analitzades respecte a la proteïna salvatge que oscil·la entre una 

desestabilització mínima de només O, 14 kea! mol-l per a la variant I 1 07V i una 

desestabilització mà'<ima de 9,32 kea! mol-l per a la variant V108G. La 

desestabilització varia en funció del tipus de substitució feta, augmenta sempre en 

disminuir la hidrofobicitat del residu reemplaçat, i en funció de la posició del residu 

hidrofòbic substi tuït dins la regió estudiada. La substitució dels residus d'lle per Val o 

Ala afecta més la posició 106 que la 107, mentre que per a la substitució d'Ile per Leu 

l'efecte és oposat. i la substitució de Val per Ala o Gly afecta més la posició 108 que la 

posició 116 i 118. essent més significativa la 118 que la 116. La desestabilització 

significativa observada en la majoria dels casos demostra la importància dels residus 

hidrofòbics de la postulada regió iniciadora del plegament de la RNasa A ( 1 06-118) 

estudiada en aquest treball. D'entre ells, el residu Vall 08 és el que es veu més afectat. 

És de destacar el fet que una sola substitució, Vall08 per Ala o Gly, provoqui una 

disminució de l'estabilitat de la molècula, mesurada a partir dels valors de la Td, de 

l4°C i 27°C. respectivament, en relació a la proteïna salvatge. 

L'enterrament dels residus hidrofòbics per tal de protegir els àtoms no polars del 

contacte amb l'aigua, fenomen conegut com a efecte hidrofòbic, és la força principal 
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que dirigeix el plegament de les proteïnes globulars (Kauzmann. 1959; Di Il. 1990). La 

contribució de les interaccions hidrofòbiques sobre l'estabilitat d'una proteïna globular 

es pot estimar de diferents maneres. una de les quals és correlacionar els valors de 

66Gd(Td) de les variants substituïdes en residus hidrofòbics del cor de la proteïna amb 

els valors de les diferències en l'àrea accessible al solvent enterrada entre la proteïna 

sah·atge i cada variant (6A ). S'ha trobat una bona correlació entre aquests valors per a 

cada una de les 5 posicions de la RNasa A alterades, excloent les variants amb 

substitucions disruptives (lle per Leu). A partir de la regress ió linial de cada posició 

alterada, s'ha determinat el valor del pendent, el qual és indicatiu de la força de les 

interaccions hidrofòbiques a cada posició. Per a les posicions I! e 106, Ile I 07, Valll6 i 

Val118, els valors dels pendents són similars al trobat per a mutacions hidrofòbiques 

creades en la barnasa i descrits per Serrana i col. (1992), mentre que per a la posició 

Vall 08 el valor és aproximadament el doble del trobat per aquests autors. Aquesta 

diferència en el residu Val l 08 està en concordança amb la idea que la resposta de les 

estructures proteiques a mutacions creadores de cavitats no es pot predir. Estudis fets en 

cors hidrofòbics de diferents proteïnes indiquen que un residu hidrofòbic contribueix a 

l'estabilitat de la proteïna de dues maneres: 

1. D'una manera constant causada per la naturalesa hidrofòbica de la cadena lateral 

reemplaçada que serà idèntica per a les substitucions del mateix tipus (Xu i col.. 1998). 

2. D'una manera variable que depèn considerablement de la posició del residu 

substituït en el cor de la proteïna i que altres factors apart de l'àrea accessible al solvent 

poden respondre a aquesta variació (Serrana i col., 1992). D'entre aquests factors es 

troba la pèrdua d'interaccions de van der Waals en escurçar la cadena alifàtica del 

residu, la qual dóna lloc a una pèrdua d'estabilitat addicional (Xu i col., 1998). Ara bé, 

el cor hidrofòbic d'una proteïna és flexible i els àtoms de les cadenes laterals 

circumdants poden reorganitzar-se com a resposta a mutacions formadores de cavitats i 

reduir el volum de la cavitat creada o millorar l'empaquetament de la proteïna. Ambdós 

casos poden restaurar l'estabilitat de la proteïna ja que probablement augmenten Ja 

compacitat global en afegir noves interaccions de van der Waals (Eriksson i col., 1992; 

Buckle i col., 1996). A més a més, s'ha vist que la presència d'una molècula d'aigua en 

la cavitat creada en una variant de la barnasa (176A) pot tenir un efecte estabilitzador 

(Buckle i col., 1996). Malgrat que la presència de molècules d'aigua en les cavitats 

creades en els cors hidrofòbics de variants de proteïnes globulars no és gens habitual, es 

creu que la seva presència pot ser possible, ja que es troba sovint una proporció d'àtoms 

polars en les cavitats. Ara bé, aquestes molècules serien massa mòbils per poder ser 
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detectades mitjançant mètodes cristal·logràfics o bé el tamany de la cavitat seria massa 

gran per poder ser localitzades. 

Es pot determinar la contribució que fa l'enterrrament d'un grup metil/metilè a 

l'estabilitat conformacional d'una proteïna, dividint els valors de ~~Gct(Tct)corr. 

obtinguts per a les diferents variants de la proteïna, excloent les substitucions d'Ile per 

Leu, pel corresponent nombre de grups metil/meti lè eliminats en cada cas en introduir 

la mutació. A partir dels resultats obtinguts amb les variants de la RNasa A estudiades, 

es recolza la proposta de Pace (1992) en la qualles proteïnes globulars guanyen I ,2-1 ,3 

kea! mot-I per cada grup metil/metilè enterrat en plegar-se la proteïna. Ara bé, per a les 

variants V108A i Vl08G es troben valors significativament més grans (2,44 kea! mol-l 

i 3,14 kcal mol-l, respectivament) que els esperats segons la predicció de Pace. Això es 

deu a una desestabilització més elevada que l'esperada si es té en compte només la 

pèrdua de grups metil/metilè i l'accessibilitat al solvent del residu Vall 08. La 

desestabilització observada en aquestes variants podria explicar-se per la participació 

d'altres factors, per exemple, la creació d'una cavitat amb una relaxació estructural 

parcial dels grups del voltant que donés lloc a un volum de la cavitat creada superior a 

l'esperat per l'eliminació de 2 i 3 grups metil/metilè, respectivament, o bé a una 

disminució de la compacitat global de la proteïna. En canvi, per a la variant 11 07V es 

troba un valor significativament inferior (0, 15 kea! mol-l ) a 1,2-1,3 kea! moJ-1. En 

aquest cas, no es dóna la desestabilització esperada, sinó que la variant gairebé ni es veu 

desestabilitzada, la qual cosa podria explicar-se per fenòmens contraris al cas anterior, 

com ara una elevada relaxació estructural dels grups del voltant de la cavitat creada que 

donés lloc a un volum d'aquesta inferior a l'esperat per l'eliminació d'un sol grup metil , 

o a un augment de la compacitat global de la proteïna. 

Per a la posició 108, a més de ser la més crítica per a l'estabilitat de la RNasa A, s'ha 

determinat un valor de la relació entre l'entalpia calorimètrica i l'entalpia de van't Hoff 

(R) de les seves variants V108A i Vl08G significativament inferior a 1, essent de 0,5 

per a la variant V 1 08G. Aquests resultats s'han atribuït a l'autoassociació de molècules 

en solució per formar dímers, ja que el procés de desnaturalització és totalment 

reversible i no comporta agregació proteica. Ara bé, no s'ha observat la presència 

d'aquests suposats dímers a l'estat natiu de les variants V108A i Vl08G, emprant tant 

electroforesi en gels de poliacrilamida en condicions no desnaturalitzants com 

cromatografia de gel filtració per HPLC. Per tant, semblaria que l'autoassociació de 

226 



Discussió General 

molècules per formar dímers en aquestes variants tindria lloc durant el seu procés de 

desnaturalització tèrmica. i, atès que aquest procés es reversible. les molècules 

associades en dímers es dissociarien en ser refredades. 

A partir dels models moleculars de les 13 , ·ariants de la R_"\¡asa A obtinguts en el 

nostre grup de treball s'ha 'ist que per a les variants més desestabilitzades i amb valors 

d'R més baixos, V 1 08A i V 1 08G. es perden 4 i 6 interaccions (calculades com el 

nombre de grups metil/metilè presents en una esfera de-l A de diàmetre, essent el centre 

de la mateixa el ca del residu estudiat), respectivament, entre el residu Vall 08 i els 

residus de l'hèlix a N-terminal (residus 1-15) de la variant, respecte a la proteïna 

salvatge. Concretament, totes aquestes interaccions perdudes són amb un únic residu, la 

Phe8. Cal remarcar que en la proteïna salvatge el nombre d'interaccions entre els residus 

Vall 08 i Phe8 és de 6 (FIGURA JJL31 ). La Phe8 junt amb la His12 i la Metl3 són els 

residus que més contribueixen a la unió entre l'S-pèptid (residus l-20) i la S-proteïna 

(residus 2 1-124) (Richards i col., 1972) i a la vegada contribueixen fortament a 

l'estabi litat de la RNasa S (Richards i Wykoff, 197 1; Blackburn i Moorc, 1982). 

Recentment, Goldberg i Baldwin (1999) han observat a partir de l'estudi de l'estat de 

transició del plegament de l'S-pèptid en unir-se a l'S-proteïna plegada. suposant un 

model de dos estats. que tant l'estructura d'hèlix a com la interacció entre la Phe8 i S­

proteïna estan presents en l'estat de transició, i que en canvi ni la Hi s 12 ni la Met 13 

estabilitzen aquest estat de transició. 
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3,82 ------ / 
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nGURADL31 

Representació esquemàtica de l'estructura tridimensional de la regió de la RNasa A que mostra els 

residus Vall08 i Pbe8. S'assenyalen les 6 interaccions inferiors a 4 A entre els dos residus: 2 

interaccions entre l'àtom oi de la Vall08 i la Phe8 (amb els àtoms lJ&l i IJZ, a 3,6S A i 3,82 A, 

respectivament) i 4 interaccions entre l'àtom Cf2 de la Vall OS i la Phe8 (amb els àtoms lJ&l, c s i , IJZ, i 

c z, a 3, 11 A, 3,55 A, 3,91 A i 3,97 A, respectivament). 

El dímer de la RNasa ~ descobert per Crestfield i col. (1962) ha estat darrerament 

cristaHitzat i la seva estructura determinada a una resolució de 2, 1 A per Liu i col. 

( 1998). La formació del dímer té lloc per un mecanisme conegut com a intercanvi de 

dominis, el qual ha estat també descrit per a dímers de més de 1 O proteïnes diferents 

(Schlunegger i col., 1997), d'entre els quals hi ha el d'una RNasa, la bovina seminal 

(BS-RNasa). En aquesta última, la dimerització es veu afavorida per la formació de dos 

enllaços disulfur intercatenaris, entre el residu Cys31 d'una subunitat i el residu Cys32 

de l'altra subunitat i viceversa. En el dímer de la RNasa ~ les dues subunitats 
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intercanvien també les seves hèlixs a N-terrninals (residus 1-15). com en el cas de 

l'estructura dimèrica majoritària de la BS-R.Nasa (Mazzarella i col., 1993). A partir 

d'estudis computacionals i en solució de la Rl"\Jasa A i la BS-RNasa ha estat suggerit que 

la regió xarnera (residus 16-22), que connecta el domini intercanviat (residus 1-1 5) i el 

domini principal (residus 23-124). permet l'intercanvi de dominis (Mazzarella i col., 

1995; Bergdoll i col., 1997). Liu i col. (1998) descriuen que cada subunitat del dímer de 

la R.Nasa A té una conformació gairebé idèntica a la del monòmer dc la R.Nasa A. 

excepte en les seves regions xarnera, les quals han vist que són més flexibles que en la 

BS-RNasa, atès a la presència d'un residu de prolina en la posició 19 d'aquesta última. 

Els autors descriuen també que el dímer de la R.Nasa A difereix del de la BS-R.Nasa en 

l'orientació de Ics subunitats, cosa que atribueixen a les diferències de flexibilitat de la 

regió xarnera i a l'absència dels l'enllaços disulfur entre les subunitats del dímer de la 

R."\Jasa A. Aquesta diferent orientació dóna lloc a una diferent interfase entre les dues 

subunitats en cada dímer, la qual en el cas del dímer de la R.Nasa A està formada pels 

dos fulls plegats p (residus 97-1 03). un de cada subunitat que estableixen 6 ponts 

d'hidrogen entre ells. 'ha suggerit que l'intercanvi de dominis és suficient per formar 

oligòmers. però que l'orientació precisa de les subunitats està influenciada per les 

interaccions d'aquesta interfase. S'ha postulat que mutacions en aquesta zona de Ja 

proteïna poden influenciar la naturalesa d'aquesta interfase i d'aquesta manera 

l'estmctura global del dímer. 

Atès a tot el que s'ha exposat en el paràgraf anterior, sembla clar que la formació de 

dímers en el cas de les ribonucleases pot estar influenciat com a mínim per dos factors: 

1. L'intercanvi dc dominis, relacionat de manera directa amb la regió xarnera que 

connecta l'S-pèptid i l'S-proteïna. 

2. Les interaccions que s'estableixen en la regió de l'interfase entre les dues 

subunitats del dímer. 

En el cas de les variants estudiades en aquest treball i concretament en el cas de les 

variants de la posició I 08 es troba que: 

I. Es produeix una pèrdua de 4 i 6 interaccions, d'un total de 6 existents en la 

proteïna salvatge. entre el residu Val108 i els residus de l'hèlix a N-terminal en les 

variants VI 08A i VI 08G, respectivament (FIGURA TII .32), que podria fer augmentar la 

flexibilitat de la regió xarnera de la proteïna, i, d'aquesta manera, donar lloc a una 

estructura globular menys compacta. 
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FIGURAm3l 

Representació esquemàtica de l'estructura tridimensional de la regió de la variant VIOSA (figura 

superior) i VJOSG (figura inferior) de la RNasa A que mostra els residus de la posició 108 i la Phe8. 

S'assenyalen les interaccions inferiors a 4 A que s'estableixen entte els dos residus: 2 interaccions entre 

l'àtom eP de t'Alat os i la Phe8 (amb els àtoms usi i lfl, a 3,52 A i 3,94 A, respectivament). 
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Aquest fet podria facilitar l'autoassociació de molècules per formar dímers, sobretot 

en la variant V 1 08G que perd dues interaccions més que Ja variant V 1 08A, en 

augmentar la temperatura. atès que s'ha proposat que per a l'intercanvi de les hèlixs a 

-terminals en la formació de dímers de la RNasa A cal un cert desplegament local de 

la proteïna (Kim i col.. 1995: Li u i col., 1 988). 

2. A més, donat que les variants senzilles de la RNasa A estudiades en aquest treball 

presenten substitucions en residus propers a la regió del full plegat p (97- I 03). 

corresponent a Ja interfase entre les dues subunitats del dímer. la dimerització de la 

proteïna podria veurc's influenciada per aquestes substitucions. en especial sota 

condicions extremes com pot ser un augment de temperatura que afavoreixi la separació 

de l' -pètid i l' -proteïna. 

L'intercanvi de dominis dota el dímer de la BS-RNasa de propietats biològiques 

addicionals, com ara l'al·lostcrirme (Piccoli i col., 1988), activitat immunosupressora, 

antiespennatogènica i anti tumoral (Vescia i Tramontano, 1980; Cafaro i col., I 995; 

Kim i col.. 1995). les quals no posseeix el monòmer ni tampoc el dímer minoritari de Ja 

B -RNasa que no està format per intercanvi de dominis. Es creu que totes les propietats 

biològiques especials de la B -R.J'\iasa provenen dc la seva citotoxicitat, la base 

molecular de la qual es creu que es deu a la seva capacitat per mantenir-se in vivo en la 

forma dimèrica formada per intercanvi de dominis, atès que només el dímer és resistent 

a la proteïna citosòlica inhibidora de Ja RNasa A (Kim i col., 1995). 

Per tant, pot ser interessant conèixer quins residus dc la RNasa A poden afavorir la 

seHl dimerització i dotar-la de les propietats biològiques addicionals abans esmentades. 

ja que s'ha vist que dímers anilicials de la R.~asa A mostren activitat antitumoral per bé 

que menys potent que l'observada per a la BS-R.t'-:asa (Vescia i col., 1980). 

Considerant el paper crucial de la posició I 08 en l'estabilitat de la RNasa A, i la 

posibilitat que mutacions introduïdes en aquesta posic ió o posicions properes podrien 

afavorir la dimerització de la RNasa A, seria interessant caracteritzar l'estructura de la 

variant VI 08G en solució. Recentment, rei ra i col. ( I 999), a partir d'experiments de 

bescanvi d'hidrogens per deuteri seguits per RMN-20 en Ja RNasa A nativa. han 

suggerit la presència d'un possible CFIS més extens que el proposat per Matheson i 

Scheraga (1978) i que ha estnt estudiat en aquest treball. Aquest CFIS comprendria les 

regions de full plegat p 62-64, 72-75 . 106-11 O i I 16-119, junt a la cara de l'hèlix a lf1 
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que conté els residus 54 i 57. Els autors han suggerit que podri a donar lloc a un 

intermediari de plegament. La determinació de l'estructura de la variant V l 08G, 

principalment en solució, podria aportar més informació sobre aquest possible CFIS 

més extens proposat per i'-ieira i col. ( 1999). 
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1- S'han optimitzat dos sistemes dc purificació dc la Rl ·asa A en Escherichia coli que 
permeten la producció de 15-30 mg de proteïna pura. activa i homogènia. 

2- Tant estudis espectre còpies com la determinació de paràmetres cinètics suggereixen 
que la RNasa A recombinant presenta la mateixa estructura tridimensional i propietats 
catalítiques que la RNasa A, aïllada de pàncrees boví. 

3- S'han obtingut per mutagènesi dirigida per oligonucleòtid 16 variants dc la RNasa A 
de la regió 106-11 8 postulada com a centre de nucleació de l'enzim. Les variants 
obtingudes són: li 06L. 11 06V, T1 06A, Il07L. 11 07V, II 07A, V108A, VI08G, Al09G, 
V11 6A. Vli6G, VII8A. Vll8G. 1106V+Yll5W, [1 06A+Yl15W i 1107L+Yil 5W. 
Cada mutació ha disminuït la hidrofobicitat i el tamany del residu alterat a excepció de 
la substitució introduïda en la posició 115 (Y 115\V). 

4- Aquestes variants. juntament amb la variant senzilla Yll5W, s'han produït emprant 
els mateixos sistemes d'expressió utilitzats per a la proteïna salvatge. 'ha comprovat 
que les mutacions introduïdes no afecten ni l'expressió ni la recuperació dc Ics proteïnes 
variants. 

5- La caracterització de l'estat natiu de les variants en relació a la proteïna salvatge. 
mitjançant l'estudi de l'espectre de DC, la determinació dels paràmetres cinètics i de la 
capacitat calorífica molar parcial a 20°C. indica que les substitucions realitzades en la 
RNasa A no afecten l'estructura nativa de la proteïna. Els resultats obtinguts mitjançant 
espectroscòpia de i1uorescència de l'estat excitat i l'espectroscòpia dc fluorescènci.a de 
fase amb multifrcqüència dc les variants dobles comparats amb els obtinguts per a la 
vari an t senzil la Y 11 5 W indiquen que les propietats dinàmiques de les proteïnes 
anal itzades no varien, fet que corrobora un manteniment de l'estructura terciària malgrat 
la introducció de les substitucions. 

6- La caracterització dc l'estat desnaturalitzat per calor de la Rt'\fasa A i les seves 
variants que no contenen triptòfan mitjançant l'estudi de l'espectre dc DC ha indicat en 
tots els casos Ja presència d'estructura secundària. amb un contingut d'hèlix a. de (9 ± 5) 
%. Així mateix. els valors de la capacitat calorífica molar parcial després de Ja transicio 
tèrmica determinats per a cada proteïna són molt similars. Per tant. es pot concloure que 
no existeixen di ferèncics significatives quan a estructura i flex ibi I i tat de I' estat 
desnaturalitzat entre les variants i la proteïna salvatge. 

7- La desnaturalització per calor de Ja RNasa A i les seves variants seguida per OSC i 
DC ha permès comprovar que el procés de desnaturalització és quasi totalment 
reversible i que segueix un model de dos estats. A partir dels valors de Td o els de 
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D.~Gd(Td), s'ha trobat una desestabilització clarament significativa en totes les variants, 

la qual augmenta en disminuir la hidrofobicitat del residu reemplaçat. però de manera 

variable en funció de la posició d'aquest. 

8- La posició 108 és la més crítica per a l' estabilitat de laR: asa A. Comparant els 
valors de Td s· obser\'a que la substitució del residu Vall 08 per Ala o Gly provoca una 

desestabilització de la proteïna de l4°C i 27°C. respectivament. 

9- S'ha estimat la contribució de les interaccions hidrofòbiques sobre l'estabilitat de la 
RNasa A a partir del quocient entre el paràmetre D.D.Gd(Td) i els valors de les diferències 

en l'àrea accessib le al solvent enterrada entre la proteïna salvatge i cada variant (M). 

Els valors obtinguts per a totes les posicions alterades són similars als descrits en la 

bibliografia per a substitucions hidrofòbiques equivalents en proteïnes globulars, a 

excepció del valor trobat per a les subtitucions a la posició Vall 08. 

I 0- S'ha determinat la contribució que fa l'entemament d'un grup metil/metilè a 

l'estabilitat conformacional de la RNasa A i els resultats obtinguts recolzen el descrit en 

la bibliografia per a les proteïnes globulars, les quals guanyen I ,2-1 ,3 kcal mol-l per 

cada grup meti l/metilè enterrat en plegar-se la proteïna. 

11- Per a les variants de la posició Vall 08 (V I 08A i V 1 08G) s'ha trobat un valor de la 

relació entre l'entalpia calorimètrica i l'entalpia de van't Hoff significativament inferior a 

I. que s'ha atribuït a l'autoasssociació de molècules en solució per formar dímers. Atès 

que no s'ha observat la presència de dímers en l'estat natiu de les variants, s'ha postulat 

que l'autoassociació per formar dímers tindria lloc durant el seu procés de 

desnatural ització tèrmica i les molècules associades es dissociarien en ser refredades. 

12- Els models moleculars de les variants de la RNasa A més desestabilitzades i amb 

valors d'R més baixos, V 1 08A i V 1 08G prediuen que es perden 4 i 6 interaccions, 

respectivament, entre el residu Vall 08 i el residu Phe8 de l'hèlix ex. N-terminal, d'un 

total de 6 existents en la proteïna salvatge. S'ha proposat que aquesta pèrdua pot afectar 

la posició de l'S-pèptid afavorint l'intercanvi dels extrems N-terminals que té lloc en la 

formació de dímers. Així mateix, donat que les substitucions realitzades són properes a 

una regió descrita com a important per a la formació de dímers en la RNasa A, podria 

facilitar l'autoassociació de molècules, sobretot en condicions extremes com pot ser un 

augment de temperatura. 
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