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UNIVERSIDAD NACIONAL DE BUENOS AIRES
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Estudios preliminares sobre la secuencia de los aminsdcidos
en el citocromo ¢ de misculo de corazén de cadballo.

(Resumen)

Tesis de Abel Schejter

1957
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I _a irizera parte se exponen brevemente los antecedentes del descubri
=-z2%Z F rrizzsros estudios sobre el citocromo ¢, y se resume el estado ac-
Ti3- i¢ 05 conocimientos acerca de su estructura.

-

= la parte experimental se da cuenta de los trabajos realizados, cuyo
cn es el siguiente:

1)Se obtuvo citocromo ¢ a partir de misculo de corazdén de caballo por t
=£7530 cldsico. La preparacidn obtenida se liofilizé y se purificé por cro-
zatosrafia sobre columna de Amberlite IRC-50, resina de intercambio catidni

co; se obtuvieron varias fracciones, empleandose para los estudios realiza-

)
Q
[ ¢7]

la primera de ellas segin el orden de elucidn.
2)Se 1llevd a cabo la hidrélisis con tripsina, en razén de los datos co-
nocidos acerca de su especificidad con respecto a los carboxilos de lisina
7 arginina. Los productos de la hidrdlisis fueron separados por electrofore
sis sobre papel de filtro a pH 6,5. Sobre los electroforetogramas se ejecu-
zaron reacciones de péptidos en general y reacciones especificas de argini-
ra, nistidina, tirosina y triptofano., Los péptidos obtenidos fueron separa-
iss zuevamente por cromatografia bidimensional sobre papel; una vez eluido:
s2 1os sometid a la hidrdlisis en medio dcido. Los productos de la hidroli-
sis 3o%al fueron cromatografiados bidimensionalmente sobre papel e identif:
2355 los aminodcidos componentes, Una fraccidn electroforética denominada
z.3ra fué dejada para un trabajo posterior.

3)Z1 numero total de péptidos obtenido sobrepasa al que hubiera podido
zzz;erarse de la especificidad de la tripsina, teniendo en cuenta analisis

¢ nimero total de aminodcidos en el citocromo c¢. Lo mismo ocurre para

(“

== rarte de los aminoacidos, Se sometid luego la mezcla de péptidos que

c3iene de la hidrdlisis trips{nica a la separacidén por cromatograffa s

=& -
ze °

{
"
(9]
(W)

~.zna de Dowex-50, resina de intercambiador catidnico, mediante una

=~ en gradiente continuo del pH. Se obtuvo de este modo una curva en

-z z.3a. nay 17 pivos. En el mismo laboratorio se hallan en progreso actual
—szze analisis de estructura de estos péptidos (Feitelson, Margoliash y

Trowirzn, comunicacidén personal),

4,22 1los resultados obtenidos por la separacidn electroforética y crom

Tograiica sobre papel puede extraerse la conclusidén de que en el citocromo
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ie caballo existen por 1o menos dos residuos de cis~
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gie se hallan presentes en el "core" de la molécula

19

-2

r la cadena peptidica unida al grupo porfirfinico. E1 nd

y por otra parte, es de cuatro: una de ellas se halla en

2cvamente relacionada con la formacidén del hemocromdgeno.

~inas de la molécula es de cuatro por lo menos.

a de citocromo ¢ fupe sometida a la degradacidén escalonada

o ==

2 —_—

oacido nitrdgeno terminal por la accidén del fenilisotiocid-

2 que el primer término de la cadena estd constituido por 1la

22z0 se hallara empleando el método del fluordinitrobenceno

233%) y en contradiccidén con otro trabajo (Matsubara, Hagihara,

=<, 1G657) que sefiala la presencia de un residuo de arginina en

rolécula.

acidn debe detenerse al llegar al segundo ciclo pues se pro-

.z7.r2 de la cadena que se atribuye al ataque del fenilisotiocia-

srupos -—amino de las numerosas lisinas que contiene la molé-

R Val—ﬁﬁu—Lis—gi—Ala
2

-ﬁ%u-Qi-His—Tre-Val—Glu-Lis---—---—-
2 S

\ N4
rorf-rlha

atorio donde se realizd este trabajo se ejecutan actualmen-

:TZlcaciones para cpmpletar el conocimiento de la secuencia de

o4

cromo ¢ de misculo de corazén de caballo, determinar la

O

z:i22 de la molécula, establececr las causas de la formacidn

e interpretar, a la luz de estos resulta.ios, el mecanismo

o
- -k

zimatica de la molécula.
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Los trubajos que a continuacién so presentan fueron ejccutados en los
laboratorios del Departanento de investigicién del Cdncer, Escuela de iedie
cina "Hadassah", Universidad llebrea de Jerusalem, Israel, bajo la supervi-
sién de su Director, el Dr, Eranuel iiargsoliash,
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José Lireltan, cuyo trato paternal durante mi estadfa en Israel ue sirvié
de cran estfrmlo pira la realizacibn de rd trabajo.

Quiero manifestar mi proundo reconocimiento al Dre Eranuel iLargoliash,
uaestro cabal que me guid con sus enscilanzas durante mi peruanencia en au De
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hiciera para la rcdaccidén y presentacién de estu tesis.




I RODUCC IoH

En los aiios 18086 y 1087, I'ne !umm describib un grupo de
pigmentos celulerce a loe que llomb histohematinesy pero re-
cidn en 1925, Keilin retomd el tocma ol obaérvur. por medio de
un cicroespectroacopio, la prcesencio de tendos de absorcifn
conuncg 8 cflulng de animnles y plontas superiores. Keilin
denosatrd que efectivanente exiaten pigmentoe celularcsg corac-
terizndos por dichne bandog 6 los cmales denonind citoeromos.
Uno da elloe pree-nta mfxinmoe de otsorcifin en 550 Ofte (tonaa
ol) y en 520 oms (bando)B ), ndenfis 3¢ un mAximo en 1100 .
(banda de Sopet)ocarscteristico del mmilleo tetrapirrélico:este
pigmento e@ el llamado citooromo Ce

Se demoatrd mog terde (Keilin, 1930) que el citocromo e.
poeda eer extraido de células de lavadura, ob‘eniéndre uio 80=
lucifn 1limpldo de color rojo oscuro, y fué co:mrobnda su presen
cin en gran nfiero de orgonismos asrfbicos. Se oboervd, cdemfs,
la presencie ds uno porfirino en lo cmoléculs (H1ll y Xedlin,
19%0)es En 1935 Theorell publicl un mitod:. 4e prepnricibn, me-
dionte €l cual obiuvo uno proteina de rcaccibn oltomente bdgle
ed unids 8 une porfirinn, y dedostrd lo pressncic de hierro en
1ns ooléduls)

A portir de ese entonces, 6l eetudlio de 1lo egtructura qui-
mico de eete importonte pigmento respirntorio pusde dividiree

en los siulentes capitulos:
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@) Purificacibn dele itocromo C,

b) Doterminacién de la estructura de 1la porfirine y del
modo ds unifn de dste @ 1s porcibn proteice de lo mo-
1écule,.

e¢) Anflisis cuontitativo de los eminofcidos presentea
en 1a molécula proteiosa.

4d) Detarminacibn de¢ los uniones hierro-proteina cus dan
orfigen al hsnocrombsono.

e¢) Estudio de la estructura estercoquimico,

£) Determinocibn deo 1o secuencino de los ominofdcidoe pre-
sentos en la moléoula,

PURIFICACION TL CITOCROMO Cy

E1l nétodo de preparacibn de Tehorell (1936) psrmite le
obtencién 4e un péive rojo cuyo conteanido en hierro es do -
0e¢3li%e Un prepurado con 1a misme proporcién de hisrro fud lo-
gredo medionte lea extraecoibn, a portir de un homogensizado
ds rfieculo eordioco, con &cido triclaroacético 0,115 N, preci-
pitacifn de impurezus ocon aulfato de amonio @ pil neutro y pre=-
cipitacibn final del citocromo ¢ con fcido tricloroacético
el 20% (kellin y Hortree, 1937).

la elactroferesis de este preporando en €l eporoto de Tie
salius puso en evidencia (Thoorell y Akeson, 1939) que el miee
mo no ere hocmogfneo. Enplaando un epareto epto pers ¢l traba-

jo en moyor escoln, éstos mismos eutores lograren obtener =
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(Theorell y Akeson, 19L1) spartir de citocromo e conm 0,3L%
de hierro um preprercdo qus contiene 0,437 del motel, traboe
Jando con solucibn Buffer de fosfato de sodio @ pil 7,02.Eete
praducto es homogéneo @ la elsctroforesis, peroel método ree
sulte gumaments lergo pore lo obiencibn de centidodcs adecus-
das para 61 estudio ds le sstructure cuimice.

Se pernilstif en lo busqueda d8 un proceso de prrificacibén
mfis eenclllo y de movor rendimicntojosi s¢ logrd preparor cie-
tocromo ¢ con 0,437 de hierro por medio de precipitacibn e
pl 10 con sulfaeto de enonioc saturedo (Keilin y Hartreae, 1915)
0 bien precipitando con clarofcrnmo hirviente (Tsou, 19551) =
También fud enpleeda ls electroferesis sobre papesl(Pgleus,1952)

Actnalmente se prefieren los métodos da absorcifm en re-
sinas 4e intercamtiodarce cotibuicos. En 1950 se introdujo el
uso de lo Amberlite IRC50. Bete ¢s une resina policarboxilie
ca, que prceenta la sigulcnte estructuras
(Campbell y Work, 1954)s

%“3 CHsy
{
~C—cH,—C~CH,—~CH—cH, —
| |
cooH COOH
~
“'CH"C“L

Palous y Neilands(1950) obsorbicron el citocroao C en une eo-
luoma de 18 moncionado resina trebajando e PH 93 en primer
lugor notaron gque une frauccién dorada que nmo ecmntiene clto-
crono ¢ ere eluide rdpidamente, y que 6l eumentor el pil de

1a soluc:bn eluyente ese obtenian groduslmente ume f raccifm
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4 dtocromo ¢ reducido, y luego otre de 1la enzime oxidada.
Feilands (1952) trabn ]é @ pH 7 empleardo como eluyente solu-
0i6n saturade de ecetato de smonio. Hargoliash (1952) comproe
bd cunlitativemente que cuolculer cetibn puede ser usedo in-
diferentemente pare la eluccldn, fenbmeno corroboredo en formm
cusntitotiva por Boardmon y Partridge (1953)e Un oftodo d8 =
abeorcin en une sole operucibn fué putlicado or Margoliash
(195)4) quién aneliz6 tombiénles fracciones que aparecen én -
el proccso oromatocréfico (Margolissh, 195L).

El enplso d¢ las resinas de in‘srcemblio ecatibnico ¢ ha
gonsralizado en los iltimoas afios, y resuld muy it1l en ¢l ca-
eo de proteinas de bajo peso moleculsr, como la ribonucleasa
(Hiras, lioore y “tein, 1953). En el enso del oitocromo C, cuyo
peso molecular oscila entre 12,000 y 1%.000 (Hellands, 1952),
y cuyo punto .&soeléctrico es morcodoments alto, 10,65 (Tint
y kelse, 1950), €1 intercembio catibénico se hnlls facilitado
por ¢l elevado ntmero de liesinos presentes en la moldcule =
proteica ( Ehronberg y Theorell, 1955). = Ho oourre lo mismo
con 1o impurege que presenton les prepoaracioncs con 0,34 %
de hierpo, qus oonsiste en globima deriveda da mioglobine
(1lergoliash, 195K ), 1o gue no es retenide por 1ls colurma.

Debe hacerse noter, sin emborgo, que 61 clitoeromo ¢ no
s¢ conporte en 1o colurme deé icunl modo que 18 resine (Boerde-
man y Portridge, 1955), nuesto gque @l dlsminuir el pH, miene
tras qus el volfmen do elucifn pnrs el aminofiido tiends a cero



05.

luego de pasor por un pfximo, para 6l cAtoboromo e dicho volu-
men d8 eluclién tiends e infinito, no pudicndo ser eluido por
debo jo de pI! 6, Cuelquiere eca la soluoibn eluyente, 12 pri-
mers fraccibn que se obtiene consiete en citocromo ¢ reduci-
do: eés interesante hacer notar al regpecto que Zg@ile y Reue
ser (1933) obsarveron que el citocromo ¢ reducldo se ateor-
bs en coolin, mientres que 6l citocromo ¢ oxidado mo lo hnce.
En 6l curso de 6sts trabojo re em-led pors la preparcciln
de citocromo ¢ de wfisculo 4e coraezbn de cabello el método de -
Keilin y Lortree (1937) y se lo purificé, pera obtemer un pree
paredo con 0,143 4 de hierro, por el método cromatogréfico de
Nargolissh (195]). Los detalles se don mfs eba’oe

LSTRUCTURA DD LA LORIT .

Los primeroe estudios sobre la porfirine del citocromo
¢ fueron llevedos @ cabo por Hill y Keilin (1930). Por medio
38 medides polarogrdficas, Theorell (19329) demostrs que e¢n
el citocrome ¢ no existen unicnes «S-S- ul grupos /=SB, lo
que lo llevd @ sugerir que el enlace proteins.porfirine con-
siate an unionea dal tipo tiodter, postulondo pora le mole-

enls lo siguisnte estructuras

Edtbsh | '?J-mtu'na. . j’"“"""{
)
i

'
s S
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Madiante ¢l uso de salse d¢ plate, Faul (1950) logré see
perer el grupo prostdtico de la proteinas osiniso ss compro-
b6 que lae cedenas letereles 2 y I} de la perfirina del cito-
cromo ¢ son gruposyshidroxietilo, y que los dos residuos de
cisteine en 1o enzima ss hollen unidoe 8 los 8tomos de corbo-
no en posicibnxds dichos codanos latorales 2 y L, (Paul, -
1951, 1951b), lo gue confirme la formuls propuestn por Thoo-
rell y explico oslnm emo 1a conoclde estatilidodde 1o moléMn -

le de¢ citocromo 6.

AUALISIE CUANTIVATIVO DE IR
A IHOAC IDOS

los datos mis completos eobre 18 c omposicidn de 1ls pare
te proteics del citecromo ¢ han gido publicedos per Ehrenberg
vy 7Theorell (1955), quienes analizeron con el mftodo de Hoore
y Stein (1949) une preparacibn obtenide ds mésculo de corazba
ds bovino. Se dsn @ contimuecifns



ABIHOACIDO Ak G RE POR MOL¥CULA DR

CITOCROIG Gy =

AgpArtico ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ o o 0009.'4

Serinn y/o
Treoning o« ¢ o o ¢ o 0o 0 ¢ 0o o ¢ o 8,5

Glutdmic0 o ¢ o o « s o o o 0 ¢ o ¢11,9
ClicING o e o s 0 o e o o o o » ¢16,0
AJaNing < e s oo 2 e o o o s o o 6,6
Valine es e ecoseeccacv s 53
Proling ¢ e e o o ¢ ¢ 0 0 0 0 & o 35,9
InS0lOUCINA ¢ o o o ¢ ¢ ¢ o o o a o 5,2
Ieucint e s o e 0 0 e e o o s o o 0,2
TIrosing o e e e o o 0 0 s ¢ s « & 3,8
Lisine e o oo v o smv e oas o 18,3
Hest1ldint ¢ ¢ o ¢ ¢ ¢ o ¢ s o ¢ o o 3yl
APgining e« e s o e o 0o o 0o ¢ o o o 31t
Fonil 0laming ¢ e ¢ ¢« ¢ o ¢ ¢ o ¢ s 53
BOLIONING ¢ o ¢ ¢ ¢ ¢ 0 o 0o ¢ ¢ & o 2
Cistelng ¢ e e s 0 ¢ 006 e 0o s 002
Triptofonoe e

.0........1

*

Esto hnee un totel ds smroxinmedomente 108 eminoécidos en
18 rnolécula, pore un peso moleoular que oecile elrededor 40 «
130004
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El nfmwro de metioninos y cisteinos que aparece en 1s te-
bla enterior fud 4cterminodo pora €l e 1tocromo ¢ de carozbn
do bovino por Palens (1955) quien dctermind 3a metionine por
el mdtodo de Beernstein (1936) y emnled pers el azufre total
tres métodns cuentitativos diforcntes (Josephson, 19393 Zimmer-
mamm, 1950 y Kirstan, 1953) sn r12%n de los diecrpenacias con
tratojos snteriorees qua dabten como resultodo seis dtomos de
esufre por molsculs (%hesmrell y Akeson, 19lle).

Dobe hacerse notear que se han ccaprobado Adiferenciasg de
compoaioclifn del ctocromo ¢ eén diversrs @éspeclos. Pgléus (
195l1) conprob$ que el nfmero dc ecinocficidoe weris en el pollo,
ol solmén y el buey. Por un mitodo microbiolbgico halle que
niontros que en ¢l pollo y ¢ tmey hey tres histidines presen-
tes por moléculn, en el #alufn hey solamente dos. En el caso
del caballo, Morgolinsh (1055), encontré caotro histidines por
molécule por un metodo colorindtrico (Macpherson, 1942).

SO LA o' MAC IOH D51, HRWGCROMOGH™

Como consecuencia de ¢xparisncias de titulocibn espectro-
fotemdtrica, se surigirl (Theorell y Aweson, 1941b) que dos -
grupos imidezdlicos d¢ histidine ese encuentran ligedos al hie-
rro an el citocrome ¢ pore formar 81 hemocrombgence (Ponl
(19518) conporondo los resultodos dc titulsr clitocromo ¢ por
um lado y la poreifn proteica de la molfoule por el otro, 8b-
lo pudo consteter que uno higtidins interviens em le formecién



0=

del hemocrombgono, mie tras que el segundo grupo pueds s3r tane
to unimldeagol como un cadboxilo.

Paleus, Threnherg y Tun)y (1955) esctuaron medidas de
titulacion, espectrofotomotria y susceptibllidad magndtica
sobre un péptido unido a la poriirina cue se obtisnen cuan@o
se trata el cltocromo ¢ oon pepsina (Tsou, 1949), llegendo
a la conclusién de que el hemocrombgeno de dicho producto
se halla formrdo por un grupo imidazélico de histidina y un
grupo {Amnino de valina oé~amino des lisina, Margoli she ( =
1955) sugiere asimismo que en el citooromo ¢ uno de l:s grue
pos ‘ormadores del homocromdbgeno no es imidazol de histidl-
na, basédndose en la reaccidn del citocromo & con leFluoroe
2-lj=dinitrobencenoe.

Reolentermente (Shrenberg y Theorol!l, 1955) se ha visle
to a fo-mular la hi-ftesis d8 que el hierro se halla ligsdo
a dos inmidaroles, mie trns qus por otra parte se sostiene
(Margoliash, Prohwirt y ‘einer, cormnioncibn personal) que
los grupos responsables de la formacidn del hemocromégoﬂo

son un imidazol do histidina y unc=emino ds lisina.

557UDIY Lt LA BS2RUCTURA 20T 500 JLIICA

Conocida la secusncla de los aminoAcldos mids cercanos
a la por’irina (ver mAs abajo) Ehrenberg y Theorsll (1955)
construyeron un modelo atbédmico de dicho péptido, hallando

que era compatible con los result ados experimenteles una es-
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tructure en forme 4 hdilce de tipo«(lPauwling, 1953), sieure
que g8 suponge que en dicho peptido una de los wwlenciss del
hierro se halle ocupede por un grupo imidagdlico y lo otro es-
té Jibre. En rezbn del bejo valor hallado experimentalmonte =
pera el vollmen espscifico molar (Therell, 1936) los eutores
citados sugieren qus el grupo hen ss hdllo uticedeo en el inte-
rior de 18 molécule,‘ de tal modo que no contrid¥iye précticnmene
te ol volfuusn de dsta,

En cuento se refiere & le getructuro total de 18 molécu-
la, “rndt y ¥1ley (1955) obacrvaron que existen en ella héli-
ces dal tipo  por medlo de dinfracciln ds royos &,

Otro codclo etdmico dsl pSptido en cueatibn ho eldo conse
truide por Margolliash, Frowirth, y Vieiner (comuriiceciln persoe
nel)s en 62 mismo ungrupo imldagol y un grupof=-onino e lisl-
no, s¢ hnllaen ligados el §tomo ds hierro, requiriéndose po-
re ello, una cadena psptidica totolmente extendide.

IA SUCUENCIA D £O5 AMIIOACIDOS rT L CTTOCUOMO
Cs

Cusndo se trata el eitocromo e con enzimaes proteoliticas,
como pepsine o tripsine, en cualoulers de dichos cesos 8¢ ob-
tigne. un psptido el cwal permmncce ligade la porfirine, o tre-
vée de los uniones tiodter (Tsoun, 1951).

1a secuencie de eminofcidos he sido estoblscids en amtos
péptidos, sigulendo los mitodos generales de Sgnger (Sanger, -
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1919%)e En @1 pptido resultants ds hidrolisedo con tripeine e
partir del cltocromo e do corozln ds cedello,bbay y cerdo, se
obscrve 1o sigulente secuencis {Tpppy vy Dodo, 195 e, B).
§ Sheila-Uluell Shelilge're-Vglelilu-iis
5 6 7 8 9 10 11 12
El plptido qua eo obtioms coco eoneecusncis Gsl hidrollzte

do con popainm, con moterisl provenients de btmey y eelnbn,rmes-

tra la ecouwsncia signlente: (Tuppy y PFeleus, 1955)e
@

(Mo )l i&’d'éa-"rocvol-lhu-

Vale Gla ('mg)-ms-c'cr SUS B S
1 2 I 10 11

In
6

Tos mienoy autaces conrenTon G2e en el ¢~so 4¢l pollo la
oloalng en 10 paelcifn S 36 halla eaztituics por serine, Ade—fs,
los Qos reeiduos de elsteina an posicimes L y 7 29 hollon unie
dos 2 1o pwrfirine, d6 la enal juaden ner saparacdog por 1lo 0Ce
cibn 4a o snlre de plate {70fY, 1950) o nedisnte 1a ncclfn -
dal Bcido merTérmico ( Sengor, 19196).

Ygnto loe problemns de ceiructure estereccuimice como la
dilocidecidn £inel A= 1n getructura del hencerocfgeno y 18 ree-
lacibn q:¢ lee nropledodes ecetructurales puedan tencr com la
netivided ensinfitice d¢l ¢ itocromo €, Tequisren @l conocimiens
to de 18 secmncla ds Bos enminofcidos ¢ lo largo de tode 18 coe
dent proteica. Con tul objeto, o3 hn inlclods un eztudio de le
nlende

Bn este tra'njo #8 Mo intentsdo eplicar el oftedo de doe

Esta secuencia fué también hallada en el citocromo ¢ de caballo

(Margoliash, Frowirth y Weiner, comunicacién personal)
)
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gredacién sucesive , aplicando a proteinos, @ pertir del aminodci-
do nitrbégeno-terminal (Pronkal-Comrat,195lm).Ade e se he ine
tentado obtener uno divisibn ds le moléculs en peptidos cuyos
sainofcidos carboxilo~termincles sean lisina o ercinine per we-
dio de le hiarblisis con tripsino,sobre ls base de lo especifi-
cfded de sccibn proteblitice de este filtima(DBergmonm y Frute
ton, 19l1).

Los psptidos, ssl obtenidos han £ido sujrtoe & diferentes
nétodos da seperacién y sotre © @llos re hen realizedo estu-

. dios de¢ estructure,

PARCE_EXPURIFENTAL

PiZPAR CION ¥ PULRIFZCACIQN DEL CITOCRIG C

El citocromo ¢ contaniando 0,31¥ de hisrro £ ud weperedo
@ acuardo con Ins indicacicnes de “eilin y Hartree (1937 y 1915)
El mroccso 6= 61 sigulente: Se elinmine tode 1ln songre y los rep-
tos de %ajido gruss y t6lldo comactivo dsl coroghn de esbello.
La porcifn rmsculor se desnenuza haste phtener une paste, @ la
quo &8 agroga fcldo tficlorsucético 0,115 F en ls proporci-on
de un litro ror kilogreao de musculoe Luczo de mezclor ss de je
reposar durante cuetrs horas y e¢ mrenee 61 materiel, By 1i§ui-
do obterddo se llsva a pi T,3 eon HONa ol 10%. e agrege sulfo-
%o de smonlo en 18 proporcibn de 50C gromos por litro,y une ves
disualto éste 2e dcje filltror durante la noche @ trovds ds pe-
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peles de filtro grondes ple-ados. Al filtrado, que eontiene el
citocromo ¢ sconpnfindo ds diversas in urezne,ns lo vuelve @ tro-
tor duronte 2} harns con sulfato de amonlo,agregando eeta ves

50 granos or litro. ‘odo €1 precipitedo que se forme ee 6limi-
no y eoure el filtrodo se precipits el citocr_omo ¢ msdlente el
agrecado ds Gcido tricoloroacético al 20% a rasghn de 25 ml. por
litro de soluclibn. Lcspude de centrifugor, se suspende €1 citoe
crono ¢ en 1n contidnd minims necesoris de sgua d:stilada, se

lo colocs en un tubo da celoffn y se Ginliza contre uno solucibn
de Clia 0l 0,57 hosta eliminar el sulfato de emonioc. S¢ agre-
gon una g gotas de cloroformo,se agito y se £iltre otteniéndo-
20 os8{ wme golud On de citocromo ¢ 8l 1Y asproximodomente. Sete
filtino es 1lofi1lizada, obteniédndoce un polvo rojo, sumamente
soluble én agua, que contiene 0,3l Z de hierro.

El moterial esi ottenido fué purificado por cromntogrofis
sobre le resina de intercambio cotibnico Amberlite IRC-50, foe
tricada por la cooa Rohm endlinss Ce., Filadelfic. le resina
fué proporada de acuerdo oon loe siguiantee indicaciones (llore
goliosh, 195in)s el mnterisl prbporciomdo comerciolmente e®
calienta hasta 80% ean un exccso de H C1 2%, se lave con ague
Y #@ vuelvo 8 calentar con un exceazo de HOIII), 2, y welve ¢
lovorse finmlmente con agune Unos 50 gromos de 1o resing humg-
decida soun traebajodos en unnortero o trotados en une licuodo-
re hnegte obtener una pnsta: se los ogita luecgo con 300 ml de
aegoa y e6 de jo reposar duronte 15 segundos, decentéindose de
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inmedinto. La fraccith remenente en 61 fondo del vaso vuelve @
sor molido, repitiéndoee el proceso Ga molienda y decentocifin
hnste que pricticamente ha gido decantads tode 1o resinn, Sy
vuelve a calentsr @l polve d cantado con exceso & EOMH), 2,
Se ogito, se sucpends ¢l polvo en m ligro de agun y se deconte
@ los 15 pogundost la fraccidn decentada es 3¢ jo repossr durone
te 5 minutos y se vuelve & decontor, empleédndoss psra la cromoe-
togrofin el reeiduoc que queds en el f ondodel voso. Eate se co-
loon on un flltrode ploca de vi rio y es succions haosta qus no
posa mfs sgues luego se extienden las porticulas sobre un reci-
piante cublerto con papsl de filtro y se dejan secor 8l aire has-
ta quo no se percibe olor de anoniaco.

Las particulns obtenidas de lo reeina en su formm ontibn
KI}, tienon un temsfio que oscila entrs 100 y 150 mesh (unided in-
glesa referide al nfimero de hilos por unidad de superficie del
€68d020)e

Dabs hancerse no'sr que @ lo lorgo de todo @l trabd) o se
erplee fmicomente agne bidestilode en reciplentes de vidrio, @
£in de evitor contaminaciones que afecten @ lag propiedsccs engi-
mAticns.

las particulos obtenidos se suspenden nuevoments en egua y
se las vuelve en una colurma de vidrio de 30 cme ds largo y 2,5
em. ds difoetro, trotando de reslizsr este operacibn en une sole
ves y previas agitacibn de la rceina en el agua on que esté sus-
pendida, & fin de obtener uno columme cromatogréfica uniforme -
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en lo qua se8 refiere 8l Aéme:ro d¢ las perticulns. Bl fondo -
Gsl tubo cromatogréfico ho sido cutierto previemente conumn tro-
2o de algodbn, suficlente para impdir el peeo de laos particu-
loe e través del sngostemiento inferiar. “in dejar en ningfm mo-
mento que 1ls parte superior ds la columna quede en contacto eon
el aire, yon sea agregondo liquido & mmyor velocided o eerrando
convenientemcnte la salida inferior, se hoce pesor por ls colume-
no ogua bideetilnda haoste que el liquido de so0lide reduce su pil
hogta eproximadaomente 7 sogfin 1a indicecifmnd e popeles de reec-
cib6n adacuados.

Se ogrega & 1o colume alrecdedor de 1 gramo de citocromo
¢ preparado segfin ee Imiicd mfs orribe, dlsuvelto en la menor
cantided de egua positls.

Se prosigue con el agregndo de agua duronte una media horag
el citocromo ¢ queda absarbido en 1ls porcibn superior de 18 co-
lumeo, farmondo un enillo de oolor rojo muy obsouro. La elucibn
s¢ comience con ocetato de emonio 0,25 M, que e agregs @ une
velocidad de flnjo de 1,3 @ 1,5 ml.por minutojcosi de¢ inmedlato
comienza @ recogeree ls impurezo,cuye naturolcza proteico es fl-
eil de evidenciar puss presenta un ofiximo de ebsorcibm en 280 =
¥o 8denfis, su solucifn forma una ebundante espuma al ser aegitoda.

Dsbido al objete preperativo de este expeinmento, la velo=
eidad de flunjo 88 gradubd de modo de obtener undeccenso lento y
mniforme del snillo coloreado que e8 desprende de le parcibn su-
perior en 18 cunl se ha abgorbido el citocromo ¢s Dy 8ste modo
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se pusds reocojer toda lo fracciln que ee eluye con eso ¢ oncen-
traccifn de cetidn eumonio,en unos pocos nilidMtros. S{ umo ves
€elininodo este froccilm, se aumenta 1o ooncentrscibn Ga)
cn; coormh 8 0,50 ¥, ee obtienc uime fracelént wne tercera as
eluyc con la ssl en solucidn, 0,75! y une csrta con ecetato de
omonio i, Estos cuatro f£rocciones han sido llomndas respsctivoe
mentes I, Ila, IIb y Ilo, y reprcsentan eporentemente eectados de
dcsnaturalizocidn progresive del citocromo ¢, qua involucren um
"d¢ ~enrollamiento” creclente de la moldcula, Se ha eomprobado
uné perdids praogresiva de¢ 1lns propisdadcs encimfticas en ¢l mise
nmo orden dé 1a el:cién (lorgoliogh, Frowirth y Yelner, comunica-
olén personal), Para 6l enfilisis de la eastructure quinice ee pre-
£irié usor en este trotnjo Gnicomente le frocci bmni, Qque se eluye
con acatoto 4e emonlo 0,25 L.

1a solucibn obtenidas ee di0l1z6 contro ague bidestilode en
un tubo d6 csloffén, comblondo ¢l liquido worins veces hagts ob-
tener reacdbn nggotiva de ion amonioce luego 8 virtid 1lo solu-
cifn en un eristalizedar, ss congeld en un "Geep-Freeser” @ -
208 v se 110£11128 en 1o clmera de evaporacifén de une paroto
d8 liofilizacibn centrifugo de 1la case Edwnrdaf Co., Londres.

So obtuvo de este modo un polvo rojo oscwo QU8 eomt isne

09’-&65% da hierro.

ROLICIS DT, CIVCCRONMGC € CON TRIPSIRA

TUno mestra de citocromo ¢ com 0,1165% de hierro fud somsty
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da @ 18 hidr8lisis con tripeins, con €l objeto de obtencr pipti-
dos cuyos eninofcidos corboxiloterainales fueron lleins o orgle
ning,

Lo hidrblisis ese efcctub en 1loe sigunientes condicionest

Citocrom0 GG ¢ o ¢ ¢ ¢ »o ¢ e 0 e 00 6 o 0'395 8-
Tripaine (recristoliznda) ¢ e o o o o o 0,012 g
Folfimon findle ¢ o ¢ ¢ ¢ ¢ 0o ¢ @ o o o 380

Todns log determinaciones del pH fueron renlizedas con elece
trodo 4¢ vidrio. Bl citocromo ¢ fuf diswelto en agus y llevado
@ pli7,8. En esas econdiclones se egregl le tripeina, 4 espués de
lo cual sa tituld ls soluoibn conliolll}, 0,081N varies veces du-
rante el curso de la reacclién llevando siemre a pii7,8, con el
otjeto de mantener los econdiclones optimns pore le eccibn enzi-
mfitica y eeguir el curso de esta Gltimn,

Una vez £innlizode le digestibdn la eolucibdn ful calentods
@ ebullicién y f£iltrada. fparecib un precipitado rojo, que se sa-
be estd conetituldo por sl p‘eptido unido & la porfirina (Tuppy
v Bodo, 1954n)e Eliminndo este 81ltimo por filtrecibm, ss proce-
d18 a 13iofilizer lo mszcla dea peptidos obtenide en la miome mo-

nero en que =6 hizo lo propio con €l citocromo 6.

ELLCTROFORGSIS SOBE PAPLL DS LA MU7CLA I PRPTIe
Do
Con el objeto de saparar @ i1dentificar los pdptidos obtenie
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dos por medio de 1lr hidrolisie, S mge de ls muestrs obrenide fuge
ron gometidoe @ 1o electroforesls sobre papel Whatman 3 i, (Du-
rrum, 1950)e Se cort8 una tirs de este d& 58 em. de lsrgo por 15
cme d@ anchoe El papsl fud sumergido en una cubete qoe contenia
btaffer @ pil 6,5 de le sicuiente composiciéns

PITI€QING ¢ ¢ ¢ ¢ 0 o o 0 ¢ o » 100 m1,
A@ﬂd@!tilﬂdﬂoo.o..-om.
Ac3do 006t1d0 ¢ 6 ¢ 6 0o 0 o o I} "

El exceso da soluclfbn buffer fuf ¢liminndo eecando a medias
el papsl en ocorrients ds oire frente s .me csmpana. Sg coloc
luego 1le tiro ds papel sobre une placa de vidrio de dimensionss
apropiaedas. Sobre une linea, trozade sobr: el papel, sntes de
ser humedecido ocon el buffer, aproximedomente en su centro y
porolslamente ¢l ¢j6 menor Ge 1la tire, ee aplicl por medio ds
un capliar de vidrio 5 mg. de la musgkre disuveltos én dos gotas
4s aguva, dejando libres 1,5 om.s ambos mérgenes. s jando 0,5 cm.
del mnrgen supsrior se eplicd unn gota conteniendo 1i8inn y fci-
do glutfmicoe Bl papel fué cublerto culdedosamente eon uns pla-
ca de vidrio sinilar, trotrando de evitar la formacldn de bur-
tujos de eirc. Los extremos d8l papel que sohresalen & ambos
ladoe de 12 place de vidrio fueron sumerpidos en sendos eubetas
qoe contenfen 18 misma solucidn buffer. Por medio da eléctrodos
oon contacto ds mer-uwrio, el sictsco fué conectodo 8 uno fuen-

te dg potencinl consistente en un rectificador que trensforma



19w

la corriente ds 1ln linee gencral, alternoda de2n volts, en co-
rricnte continua ds 520 volts. Una vez corrado el e irculto se
obtuvo una intensidad d¢ corriente de 16 miliomperea, le que &l
téraino dslc xnerininto de trces horae de duracifén hadls ascendi-
do e 32 miliamperaes debido al calentaniento Adel sistemm. Sin em-
bargo, tratajando en eetae concicicnes el colertemiento cemuy
psquefio, rozén por le cual no fuf meceeconrio emplear gicterwvs re-
frigerentes para eviter que sc gucmaro el pepel (ligrkhan y Smith
1952)
% Finalizada la elsotroforesis, 1la hoje fué sacada con cule
dsdo dc no tocar el ssctor ocupade por los peptidos y se colgh
frente & una ca:pone, dmde s¢ lo dejb secor en corriente de ale
re qurante le noche haste elininor de ella @l olor ecnrecteristi-
co dc los solveantceo enpleadose.

Se cortaron cinco tires dc dos cme d¢ ancho paralelmmente
0l ejoc moyor Gl mpel ¥ e log comctid @ rearclones corocteris-
ticoe det aminoocidte, ergininn, histidina, triptofenoc y tirosi-
na, e:cfin e d<tells @ eontinuacibn:

a) Reaccifn generel para grupos -Hlp ¥ «COOH litrss (Toe-
mis y Kold, 1951)s se empleb lo reaccidn de 1ls ninklidrinet

I\ - zo
U c>c/°"' + N, CH CooH —> k/( /“ou + RCcHo 49434 CO,
3

0 n’

7 -c’\"o,ou g "
e oS - QS C/c-N e

°V\ o
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Ia tira de pepel tomnda por sus extremos fud sumergida sn
une solucifn de nishidrine al 0,25% en scetona y luego de eser
scoado al aire s6 18 celentd haste 105°C en un horno cormntogré-
fico. En todos los sonsg ocupodas por péptidos pe obaservd la e-
paricibn dc manchae da color pfirpure violado (fig. la).

b) Heocelbn de Salaguehi pore 1s identificncién de origile
nina (Acher y Crocler, 1952)$ la tira de papesl colgnds 3¢ un 6x-
tremo fud pulverizada con soluclén ded=naftol el 0,017 en ete-
nol qus contisne urcs al 57,0 le que s¢ ozregd cinco lente joo
de HOX mooentos entes de su erplec.D:cspuds de dejor secer al al-
re la tirs,se volvid @ pulverizer oon uma solucibn de 0,7 ml.de
tromo eén 100 ml.de HOK al 5% hasta humedecer totslments el poe
peleUna coloracibn enaraunjode aporeclié én las zanas qus contle-
nen peptidos de arginine o sl aminofcides libtre. (Fig. Lb).

o) Keacclbn de Peuly pers le iletidine (Baldridse y lewis,
1953)e Lo tire fud pulverizoda con una solucl n fompuesta de la
eiguicnte monare: 1lg de fcldo sulfanllico y L m) Ge Hel concen=
trodo en 100 ml 4 golucibnal C,73 Ge niirite de sodio,a 18 que
g6 agregd un trozo de hielo en el aperato pulverisedor inatantes
antes 36 su emplece Desnuds de dejor scesr ol aire, la tire fué
pulverizeda con soluclén ds CO liap el 10%, apsreciendo menchas
de color rojo oereza ocaracterisiicas del imidogzol de 1o histidi-
na,ndexnfis 3¢ une wonoho de color pardo otribuide @ un residuo
de tirosina (Ver fig. le.)

d) Renocibn d¢ Shrlich rora el triptafano (Smith, 1953)s
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Se pulverizd la tira de papel con soluclbn de 1lg de para-dimeti-
lamino-bensaldehido en 90 ml ds acetona y 10 ml ds H Cl eoncen-
trado. Aparecid una mancha parda (ver fig. Ld).

@) Reaccién pora la tirosina (Acher y Crocker, 1952): La
tire da pulveriszd condnitrosopnurtol el 0,1% en etenol 95%;
luego de secar con corriente de aire caliente se pulverizld ocon
NO_H al 107, se secd y calentd @ 100°C durante tres minutos en

3
un horno cromatogriifico, apareciendo una munche agulada (Ver =

fig. l; )

Luego de efectuadas estas reaccliones preliminares, se repi-
t16 el expsrimento de electroforesis anterior sobr- baendas de. -
papel difergntes, obtenidndose 1dénticos resultados pora 18 po-
sicidn de loa paptidos eén el papel. En eante poso del proceso la
finlca reaccibn que se efectubd fué la de la ninhidrina, e jecutada
gobre una t ira tomada de la parte superiox.' de la benda. Lgs froc-
clones 8cldas Al y A2 fueron cortadas én el resto del papel se-
gln se indico en la fig, 5t el extremo que contenia pdptide fud
ligeramentes recortado para darla forma de punto de flecha y @l
otro extremo fud doblado apropiodamente y colgado de une varilla
de vidrio de modo que el extremo quederd sumergido en el agua de
una cubeta (trough) en el fondo ds la cual el pnpel ern manteni-
do por una varilla,

La cubete se colood en un soporte adecunsdo de moterial plése
tico y la punta ds fleche se udbicd exactsmente en el centro a¢

1a booa de un pequefio baldn de Kolbe de 10 c.c. de cuello large
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oon eéxtremo e smerilado, a poyado sobre um oro de¢ plesstilina, Tow
do se culrid oon una caja de plfistico, cuidando de coloenr en
el plso un cristalizedor con agua pars mantener un embiente h-
medo en ¢l interior y favorecer le elucifn. Esta se efectfia de-
Jando que el papel ebsorba agus de la cubeta y la deje atrave-
sar toda su superficle haste caer, scumulnda eén forma de gota,
por 1la punta de flecho , Para los peptlidos estudiados, la elu-
oibén @ temperaturs emtiente dura ds dleciocho s veinticuatro
horas. Por lo general dentro de un mismo aparato se ocolocan ve-
rios papelee con sus respectivos baloncitos, y cuando s8 consl-
dera que €1 proceso ha teruinado se verifica, entes de suspendgr
lo para todos los papeles, efectuando la reacciébn de la ninhi--
drina sobre uno de ellos: en caso de reaccibén positiva, 38 pro-
sigue la elucidn en los demfis durante un tiempo prudencial.

Dg 1la elucidn de cade uno de los papeles 26 recogleron 3 a
5 ml de =olucibén de péptido. Los eluatos procedentes de cortes
anflogos del papel se juntan y se evaporen en uno de los balon-
citos calentando exteriormente @ unos cincuenta grados y 6 plican-
do a través de une tranpe uns bomba de sguas comfin que permite
bbtener wn vacio de 100 mmlge. Log troupas son de vidrio y el -
extremo de las nmiemos se helle cemsrilado y adaptedo al cuellq del
baloncito. Purante la evaporacién es convenlente someter al sis-
tema baloncito-trampa a uma suave trasglaclién y cuider de no exa-
gerar en @l colentamlento, de modo gque no 26 formen espumag muy

pusceptitles de aparecer en soluclonea de péptidos algo elevados.
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Enel caso ds las fraccion ficido o anibnica Al sobre la cusl
se hnlla presente también el péptido que contienes la porfirina,
es muy notable el fenbmeno de la formaclén de espumas, las Que
tienden @ subir por el cuello del balon originando pérdides,ade-
més de los fenbdmenos de superficie que pueden producirse en di-
chas eppums y que pueden afectar & la estructura de los pepti-
dos en consideracibn. Por esa razbn, en el caso d@ la fraccidn
Al la evasorocibn se ha efectuado generaimente sin exceder una
tenipsratura exterior de 3%0°C,

Mientras que los productos de elucién de todss las demfs
fraccliones son soluciones incoloras que al ser evaporndas dan
lugar @ un solido & veces pnrduzco o 8 depbeltos incoloros, en
el cnao de¢ la froceibn Al tanto la eoluci 6n como el producto
secto, tiseman color de rosado a rojo ladrillo.

Con el objJeto de obtener une mejor separacibén de lee frac-
ciones béslcos o catibénicas se hizo una nueva electroforesis en
los mismas condiclones que én 6l experimento anterior, pero en
- lugar de ublcor el material iniclelmente en el centrodel papel
a8 colocd en el extremo del mismo junto @l compartimiento onb-
dico. e este modo, la experiencia pudo prolongarse hasts 7 ho=-
ros a8in que las fracciones mfia blsicas saliersn del sector del
papsl couprendidentre las placas de vidrio y logrando uno me-
jor separacién de los mismas (Vcr fig. 3).

Daspués de revelar las elaotroforetogramns por el método de
la ninhidrina sobre la porcibn superior de 1la banda de papel, el
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reato dal mismo fud cortedo segln las linsas indicedos én la -
fig. 3 y los papeles fueron sometidos @ elucifn y evaporacibn tal
como se describif anterlormente. De acuatro a sels frocciones s=
ndlogas de otros tantos electroforetogramas fueron reunidas y
evaporadas én conjunto perapreporor el material necegnrio pars

la cromntogrefin de particibn. Este proceso #e aplicl @ lag frac-
ciones Bl, BE;&BM?SBG y B7. La fraccibn denominade K, gituada
entre las fracciones bégicas y las &cidns, fué enslizada por

un procedimiento sndlogo en otro tratajo (Margoliesh y Schej-
ter, en preparacién).

CROMATOGRAI'IA DE PARTICION DF 10S PEPTIDOS

Les fracolones 41, A2, B1, B2, B3, B)ly, B5, B6 y B7 fusron
somatidas a cromatogrofin sobr: papel en dos dimensiones (Cons-
den, Cordon y Martin 1947). Se empled en todos los casos papsel
%Whotmann R° 1, Pgra lo primeéra di:ension se utilizé como solven-
te 61 sistema fenol - aogus - amonfaco 0,3% (Senger y ZTuppy 1951)
preparado del sigulsnte modo: al frasco conteniendo cristales
de fonol (procedencia BIMI) es agregs agua destilade hagta que
éata llene el recipiente. Se dejea reposar todo un dis; luego
se emplen siempre la capa inferior que se extrae con una pi-
peta lorga, cuidedo de no egltar demnalado psra evitar que se
vuelvan & mezclar las fases. Una coantided de ecte solvente se
coloce en @l piso del recipiente dentro del cual se deserrollan

los cromatogramas, agregéndosele luego una pequeiia cucharadite
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de cisnuro de potesios odemfie se coloos un vaso de preeipitacién
grands eonteniendo un 1litro de egua y 3 oce. de normh concentran-
do. Bl ogregodo @& CHK tiene por otjeto eviter le formaclbn de
productos de oxidacién dal fenol, qus euele tomar une colorncifén
rojizn y no deg resultados eatisfactarios como golvente cromoto-
grifiooe.

Pare 1as gsegunde dimensibn se enpled el solvente butanol
ficido acético~ogue preperado como sigus: 50 volfmenes de slcohol
butilico, 10 volfimenees de Bcldo acltico y LO voltmenes de ague
ee agiton trevemente y se de jo repos r el fraeeo qus los contie-
ns durante dies diag eapes de userse le caps superior como sole
vente comstogrfifico. Una parcibn de diche caps se coléce en un
cristalisndor eén 61 piso del recipiente cromatogrifico pare se-
turar @l enbiente.

La cromntogrofie se llovb @ cebo en un euarte termoctdtico
maontenido @ uno tecpereturs 4d¢ 23°C. El Gererrollo de 1o primera
dimensidn se 418 por terminndo poco entes de que el frente M1
solgnte elcanzara @l extremo inferior del popsl. Luego de mare
oar dicho frente eon unr 1ipiz 0 elimind el exoceso de Ponol ¢ol=
gando loa papeles en un horno cromatogrifico y hecdendo paeser
une carriente de eire 8 teaoperoture amtiente heoete que el olor
dael fenol desaporeciera, Lucgo se hicieron cortes en gl extremo
inferior dal papsl en el ssntido de la segundn dimensiofi, ¢ mo=
do do que el bords quedaras dentado pera peraitir la selide de
solvente del papely se desemrollé la segunde Aimensibn, dejando
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dcscender al solvente durante 36 horas. Se sscd segfin se descri-
bib en el camo del fenol y e revelaron los aromatogromas por -
pulverizacién con ninhidrina. Se hicleron duplicados de loe cro-
matogramos para cada frocoidn; uno de ellos se reveld conninhi-
drina 0,25% en acetona o en alcohol isopropilico: el otro se re-
veld conninhidrine 0,025% sin celentamiento. Bn e ste Gltimo se
cortaron y eluyeron los peptidos segém se indice en las figuras
}; 8 11 (Consden, Cordon y Martin, 1947).

Loes peptidos obtenidos, una vesz eluidos yevaporados tal oomo
g6 descritiaa pora las fracciones rcsultentes de la 6 lsctrofo-
resis, fueron sometidos a 1la detarminacibn de los aminoficidos

componenta s,

DETTRHMINACION I IOS AMITOACINOS COPOTNTRS

Los peptidos unc veg secos, fueron disueltos condos gotos
de HC1 5,6N destilado en recipilentes de vidrio, y transportsdos
por medio 4e pipetas capllares & tubos capllaores de vidrio gnne-
80 que 86 cerraron @8 la lleme y fueron colocados en estufe a
105°C durante 18 horas. No hubo necesidad de recurrir @& la hi-
drblisis nlcalina, pues é1 o los peptidos conteniendo triptofa-
no se encuentran en lafraccibn N que no se inveetigd en el o ure
ao de este trabnjo.

Una vez finalizada 1la hidrbélisis cada capilar fué abiertos
ge¢ transvasd su contenido a baloncitos como los é mpleados ante-

rioeménte, aiempre mediante el empleo de pipetas cepllesres, y
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ee goretll & evaporecifm tal como se detall para los peptidos.
Sin embergo, la necesidad ds obtener mezcles eptas para la ero-
matografio obligh e repetir la evaoracién hasta eliminar el EHC1,
lo gue 86 hizo agregando gotas de agua o 3¢ alcohol etilico al
final de coda evaporacifn y repitiendo esta filtima, hesta desa-
pariciéndel olor ficsdo.

Cado une de las mezclas de arminofcidos resultente, fueron
cromatografindes sotfe pepsl en dos dimensionesils primere ds €=
llas con fenolpagua-NHBI% CMK (difiere del solvente para pépti-
doa en que el vaso colocado en €l plso del gatinete contiene -
10 c.c. de HONH}, por litro de agua)s la segunds, el e istems bu-
tanol- fcido acético~- agua tal como se describil méas arrids,

Los cromatogremas fueron revelados pulverizando con ninhi-
drina al 0,25% en ancetona y calentendo  105°C (Toennies y Kolb,
1951). Un cromontograma tipico, mostrando la ubicecién de los @-
minodcidos qus resulta de los solventes empleados se ven en la

fige 12,

DEGRADACION ESCALONAIN DRI, CITOGROMO Co

La formacibn de hidantoinas a partir de sminoficldes por
accibn dsl fenilisoclfinico sobre el grupo amino terminnl fué
eplicads primitivamenie & péptidoe simnles (Abderhalden y Brocke
mann, 1930t Bergmenn, Kann y Miekeley 1927). Bl empleo de feni-
lisotiocifnico £ué introducido por Edman, quien sintetizdé una
serie de fenil tiohidantoinoe (Edmen, 19508) y sugirié el uso
de dicho reactivo para la degredacibn escalonada de péptidor sue
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perioree, aprovechando la rupturs del fenilisotiopdptido en fe-
niltiohidontoine del aminoficido nitrfgeno terminel y el resto
peptidico intacto, que e¢ produce en msdlo Bcido (Kdmmn, 1950b):

+

CHs.NH.cS.NH. CHR .co.NH. cH Q" co.nHels. By o

(<]

+
N—cCs + Hn.cHR . cont &
[ 1
LN
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Cuando se intenta aplicor el mitodo 4@ proteinns, se tropie-
zo oon 1la dificultad de que estaos se vuslven insolublss al ser
trotados por el resc 1 vo. Pars obviar diche dificultad, actuale
mente se ¢ jecuta 1le reecciln sobre troszos de papel de £iltro -
(Froenkel-Comrat, 195)), mrocedim:iento sugerido por lgonis (1952)

En nuestro intento de dogrodnr escolonadomente le molécula
de citocromo C, se procedid ds acuerdo con el método de Fraenkel
Conrat, Herris y levy (1955).

El fenilisotiooifnico fuf sintetizedo o pertir de aniline
y sulfuto de carbono 46 acuerdo con DPnrius, Brewster y Olandcy

(19L6).
Se prepard eter ebsoluto litre de perbxidos por agitncifn

con cristoles de sulfato ferrosos el dloxsno ee mentuvo litre de
perbxidos refluyéndolo duwrante dles horos en pressencia de socio
motélico, dcetilandolo luego dcsde €l nismo belén y montenléndo-
- lo permmentemente congeledo én un "daeep-freeser . La piridine
fué refluido en presencie de 6xido de berio y destiloda.
Sg ccttaron ocho trozos de papel de filtro Vhatnen n° 1 de
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1 x5 on los que fusron suspsndidos de uns varille de vidrio
mediente broches cromt@-éficoa. La vorilla ee colocd en ume
corricnte de aire frente 0 wna campano., Por medio de ue microe
pipcta ee agre;0 @ cada uno de los popsles 0,05 ml. d¢ una solu-
cién al 5% de citocromo ¢, froceibm I, cubrlendo de modo uni-
foras lo superficie del papel excepto el extremo porel cusl es
hollnbo eujeto, Esta operecibn fud £8cil de ejeccutar detido e
1la coloracifn fusrtemcnte rojn de 18 eolucibn empleoedo, Durante
el resto del tralanjo los papelss fusron transportndoa Gnicemene
te por medlo de pinzaa de acero inoxidable con &1 éxtremo eli-
gado de modo tel que no pudieran daflar al papele

Los papelcs se Agjoron sccor eén corriente de aire y eneé-
guide s les agregh 0,05 ml de solucibn recién reporeda de fenilie.

sotiocifnico a1l 20% en dlovznnoe 1odsvia hfmedos se los colocd en

pequafios vasos €éa procipitacibu, los cuoles fusron & su ves ubie
cados en el foudo de un fraesco, dcnde se hobinn puesto previamene
ts S ml do pi-idine, 5 ml. de diozeno y Y ml de egus. Bl frasco
fud cerrodo con taps de roscn, deba} o de 1o cusl se colochd uno
hojs ¢e aluminio y se introdujo én une ¢stufe memtenids e L0°C,
dn ¢ s lomntuvo duronte 3 horans. Purante ‘dicho perfodo se =
produgo lo renccifn:

+ "
CGHsNCS 4 Htuq[z'.co.nu. Q" co.NHL LI QH;‘.NH.CS.NH-C&\Q’. ConH. CHR . CoNl H L&
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Con &l objsto ds eliminor 67 exceso de reactivo, los tro-
sos ds pepel fueron colqcodoe en tudbos Ge ensayo 8 los cunles e9
agregd benceno hasta cubrir loe papeles (eproximedemsnts S ml),
Los tubos #e colocoron en las pingms d¢ un agitsdor con “ecclifn
de muiisca” donde seé loe agit duronte tres horse, cazbiando dos
veoes el benceno en 1o operacibn. Loe popsles ee eecurrieron y
@8 volvieron @ introducir en tubos, cubtridndolos esta vez con une
mezcla ds wlfinence igueles de alcohol ebsolute y dter. Agl we
loa 4616 durents uno noche. Lucgo #¢ renovd lo meczclas y =8 con=
tinub el lovodo con agitueiln por perlodos de tres horne, Al fi-
nal de code uno de e¢etos, los 14quidos de lesvndo ee reunieron
¥y #¢ determind le deneidad optica de una slicuota de 18 ® lucibn
obtenids para uns longitud ds onde de 270 oW en un espactrofoté-
metro de absorcibn de liilger. Cuonio 18 densidad -ptice medide
fué menor de 0,025 se d16 poar teminedo 61 lavodos sn las trees
etapas de degreadacibn ejccutadna sobre el citocromo ¢, 6110 0=
ourribd dcspuea de: tercer peribdo de tres horas.

1s scgunde fege 4e 1le reaccibats

] + -+ "
C.ﬂg.MH-CS.Mﬂ-C(-l'Q" Co.»m‘q-qQ'. couq‘tﬁ» c.dg‘;:{-fs + Ay, Wi .confH &.
OC\OﬁNH
h&
ge 1llevd & cabo de 13 sigulente menera: los trosos de papsl fHeron
extondidos sotre clipsulog de Petri, donde 2¢ los del8 esscor, =

Sg ubich luego loe cfpsulas con los papsles en €l piso de un de-
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secador, 6én ¢l cuel ss colocaron aderie un vego conteniendo 8cie
do acftico glaciml y otro con Ocldo clorhidrico 6K, de 50 ml. co-
da uno, El1 desecador fuf convenientemente cubisrto y evacuedo
por medio de une trompa de agua comfin heste 100 mm lig; osi se

lo cerrb y se 1o muntuvo @ teaperoturs embiente -entre 20 § 25°C
durente 1a noche. Se procurd realizer este operecién & una hors
avenznda de modo de podcr suspend rla & primere hora de lo mo-
flnna eiguiente gin dejnr transcurrir mfs de 10 hares. Ll dcece~
dor e¢ llevd a 1o presifnnormel] y grodualmente, ee lo slrid y
los ti‘ozoe de papel ee colgoron de uma varills de vidrio tel
60ono en la primsrae operacifn dsl proceso, soms tidndoselos & une
‘corriente de aire hneta ~us se disipb el olor ecoracteristico de
loa 4cidos.

Lo extraccibn de 1ns 3-fenil-2-tiohidentoins formada se
1levd @ cabo eclocando los trozos nusvamsnte en tubos 4o enss-
yo, donde 8¢ los cubrib con 1la mezcla de volfimense iguoles Ge
éter y elcohol ebeolutos los tubos fueron agitados duronte cue
tro horns, 8l oabo de loa cuolea @e reunicron los 1liquidon de
lavado y se midid 1le densidad Optice de 1s golucidn obtenids
entre las longitudes de onde de 255 a 230 m, poniendo ¢ aps-
cinl cuidado en la determinacibn del nixinoe El lnvado se pro-
siguld duronte cuntro hores nfi@ con solvents fresco, el que se
egrezd a 1o solucidn enteriorments obtenide, volviendo a leer-

e 1a éurvo de absorcibn en la zono citods de ultraviolete.
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Por ultino, loe popeles se dejoron duronte loa noche en presencie
de solvente renovado. A 1a mofione sigulente el molvente 26 wole
cb y los mpeles se dejaron secor guspendidos de ls varills de
vidrio. Une ves sécos, se 418 con enzo nuevamente el mroceso, Cme
pezando por el agregndo del fenilisotiocifinico. La solucifn de
1a 5-fen11-2-tiohidant61ne, une vee determinado su volfmen, £ uf
eveporads & sequadnd bejo presiin reducida empleando baloncitos
ds Kolba adccunsdos. 51 residuo fud dieuslto en uno o dos gotes
de aceiens y se cromatografid pors identifiscer slproducto obtee
nidoe

La cromtogrofis se 1llcvé @ celo soure papel *hetmen n® 1,
previoacnie iapregnedo én solucibn de elmidbén el 0,5% prepersdo
por €bullicifn y secado Swrente uno hore 8 L0°C en un horno oro-
motogrifico (Sjoquist, 1953)e Como solvente se emH1ed une meescle
de L0 ml do hepieno redestilado, L0 ml 4¢ n=butonol rrevienente
refluldo con 6xido de borio y dostil do y 20 ml de dcido flrnie
co 01 904, La muestra se coloch én el papel por medio de un eaple
dar de vidrio, trataendo de obiener un eircule de no més de | mn.
Ge diémstro. E1 papel ee colgb ds uno cubete, dentrede un reci-
plente ds viirio en cuyo fondo habis un cristallizador cntenien-
do uno porcibn de solvente, y se dejd equilibrar durante le no-
cho. Dentro del mismo recipiente se colgh un popel similor en
otra cubets psro sin contener moterial p:ro eer comatografiado.
Doa Loras antes ds ogregor el eolvente s la cubete ds la cuel
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pendin el papel con la substancis @ identificar, se comenszd el
desocenso dsl solvente en el papel sin substeancin, pere cquilibrapr
el smdiente superior del recinto cromotogrifico con respecto a
los vapores del solvente. S8 inicif entonces le cromntografia,
lloguhdo el frente del solvents haste una escese Alstancie del
anrgen inferior del pepel @l cabo de umns seis horas, todo el
proceso 28 llcvd @ ceho en un cuarto termostdtico montenido @
23°

Una vex finall:edo el d:eerrollo, 6l pepel fud colgodo sl
eire y oo 10 d8)8 eccrnr, habliendose marcado prevismente com un
14piz lo altura slcanzada por el f rente (sl solvente. Cuendo el
pepel estuvo acco, ce& lo pulverizf con une msacle fresce de vo-
l6menea iguales d¢ 1odo 0,014 en IX 0,5! y szice sbcida 0,5M
g inmedloto se observd la foruacién de monchee blances eodre
el fondo pordo violfceo caracteristico de la reaccibna el 1odo
eon 3l 8lnidbne. Los valores de Ky ee midi-ron con reepscto el
frente del solvgnte y or coiporacidn con las maAnchaa obtenides
por midio d6 3=fenil-2-tiochidantoinoe crometogrofisdee conjun-
tamante, sintetizodas como 1o indicen Froenhel«Comret,Harris ¥y

Lavy (1355)e
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. 18 sstre 1a beze de tn peso molecyler dal citocroms ¢ Ge 12,000
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msnte beja con respecto a lo eesperedo, puseto gque del nfmero de
lisines y ergininsas ere dabls suponcr elrededor de 22 péptidoe.
rosteriormente ee reallz$ uns nueva hiirflisis en condiciones si-
nilarest
Citécromo ¢ (Fracclbn I) e e o ¢ @ ¢ o o o o 1100 go
Tripsine (recristnlizadt) ¢ o ¢ e s o o o o «0,03] ge
Vollmen findl e ¢ s e e 0o 6 6 s 0o 0 0o 00 o o o100 M
TOZPCIOtUT o o s ¢ o ¢ 06 0o 6 6 o8 o0 o & o o58°C

m...o.o.oooooo .0‘...00.7.62-?’6h

la titulacifm se 1lcv8 s cndo con IONI) 0,095) siendo el
volfmen total empleado al finelizer le hidrdlisis de 12,25 ml.
por 10 que ¢l nfmero 4s grupoe «Coal tebricaments liberodos ase
clende 8 15,5 1o que pr-cticomants coincide eon @l resultedo
de le primere operacifm citeda. Lefigura 1 aweetrs la curve de
esta titulocibn.

SEPALAC TUNEL CTHOPORTTICA SUDIR FPAELL

Is Tigmre 2 muestre cinco tiras pepeldelss de unniemo eleo-
troforetogroms de la ms2cle e los p’eptidos. Dg scuoerdo con ls
tira suporior,que representa la reeccién de le ninh drine,ee odb-
rervan 13 oenchos principeles, oleds de wne mnrrede de filerente
foron y que estd dcterminnda por el "core” o péptido unido o 1s
porfirina.Por ragonee de comcdidad poro €l tratejo poeteriorles
oanchos fueron dividilng en § grupog principelestdos anidnicos
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(Al y A2} dos cotifnicos (Bl y 82) y uno neutro (N).

Ds los grupos enifnicos, efin 6l mfie extremo no lo estén
fusrtcmente como 61 teatigo hcido gluténicos en csnbio existe
umne poncho en 8l grupo cotibnico B2 que avensd mfis atn que el
testico 1ieins. E1 graopo A1 lleva eonsigo ¢l "core®.

Se observan en lo segunda tirs cuztro monchas correspon=
dientes a argininea,mientrog que ¢l annliels de¢ sminofcidos (Ehren-
berg y.Theorell, 1955) 4a como resultsdo 3,k residuvos en 18 mow
1€ounlae Uno de ellos apsrece en 6l orupo neuiro cientroe que los
derfs eptin distribuidos en diferentes grupoe cotifnicos, c-mo
ere de esnerar,

' I1a tcrcers tirs musstro tres monchas carecteristicos de hiee
tidino, @ loe quo debs sumree un rceiduo mds de¢ Aicho eminodcido
preeents en el "oare” cuyo color enmsecers el de 18 resccibme
Asimiemo hey une menchs, cuyo color correspomxie £l d¢ lo tirosi-
ng,en 1o fracellbn N,

L' s tiraes rectantes mucetran que los reel@uoe de triptofes
no y tirosino se encuentran en la frocciln neutrae Ey hecho dc que
apnrezne una snlo mmche e tirceins no implice controdiceibn eon
el rogeltoeco de 3,8 residucs dado po e anfilisis msncionodo, pueg-
to gque 1ln fraccibn neutre eetéd compuesta por varios péptidos (lisrgo-
1iash, oomunicaciln psrsonel)e '

la figura 3 mumesira el elactroforetogrnms deetinodo e resol-
ver eu formo mog conveniente los fraccicnes catibuicos. Aporecen onw

ce mnnchae, las gue por (omodiled fueron dlvidided en siete grupos
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(81, B2, B3, Bly, BS, B6 y B7): los cortes del pepsl pars 1o ¢lue-
olén s llevoron 8 cebo eeghn laos linees de puntos.

S¢ intentsron, ein §xito, leos rescciones de colorncifm em-
pleadas en el electroforaetograma anterior: elle quikzés occuire @ -
raiz de 12 bejs eoncentracibn, debide mrincdpalmente a le dlgpore
8ifn de los mmwhss soltre sl popel.

ESTUDIO D L-S Fin CIONRS

Ia figure } auwestre a4l crometogrome corr-spondiente a 1la
fraceibn Al. le moncha correspondisnte el “core” ea de color ro-
sedo, 6n cmtraste cor 6l tonn rojo lndrillo que prescnts sobre
el elec roforetoramns, pero 4l cembio 99 dede # lo dispersidnm -
del peHtido en mne supsrficie mucho moyor de pepal. lag cruces
que eparecen dentro da csde peptido indicen ls inteneidod ce ls
aonchn ohsorvada de aecucdo oon o éscaloa arditrerie, ips resule.
todos de 1lu hiarblisis de cnde uno de loe;ﬁpﬁo- aparocen 6n la
tadble 2,

Las figurse § 8 11 representan los crematogrsmos de lag
fraccloncs 12 del primer ciﬂctrotoretqgrm y 52 a B7 a8l segundo
slectrofore .ogroma. De 1la fraceifn <1 de este ltimo no es obtne
visroa monchas significetives. Bn 1l tetla 2 estén registredos
108 regulindoe d¢ 1ls hidrbBilsis de cada wio de los peptidos dle
bujados en lo figura citades: 1o identificociébn es hace por €l
nfmoro eacrito dentro del peptido, ec:Aico por 6l simbolo de
fruceisn de origene « Log cruces, qus figuron 8 coantinuneidn -
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" del momne de cade axinofcido den une idee de le intensided de
1s menche, segfin une escela arbitrorie. le strevisture leu come
prends 61 gru o cromatogréfico de les leucinss, férmodo por leu~
cins, 1soleucina y fenilalenine, que no pueden ser resveltss con
el par de solvente fenol-emoninco y dutenol-sceticoe. le sbrevise
ture Bosl incluye @ los eainoficicos bésico ~1isina o erginine,e
queé 88 supOoN8 son 102 rerlduos ce-vorilo =terninales da los pep-
tidos obtenidos, en resénde la eepecificided de 1la tripsins.

Le ebreviature Bos2 eignifice que en 6l peptide he sido hallado
un segrndo eminoficido bésicod se trnta ds histidine, ruesto que
ds scugrdo con 1lo que s& eabs acerce de 1s acelén hidrolisioce
de le tripains les otros dos aminoficidos bfgicos poeitlee no pus-
den hallerse juntos en un sodo péptidoy adeufis se confirmd le
pregencis de Mntidins con la reeccibn de Pauly. '

ILa tatls 3 contiens el toial As cads uno Ge los a-inofcidos
cesentes on 1os Giferentes péptidos 4 spuss ds 1os 86pArEcioe
nee ¢lactroforditicog y cromatogrifice bidimons onel solre popel.
8y nfireroc as evidentoments oy grands, y desds un rimer momene
to a8 16cice supomer Que loes paptidoe que no contienen por leo
menog un scinofcido btisieo sonproductos de rupture ds los obte-
nidos originalmente por le hidréliris tripaico. Eliminondo todos
¢stos peptides y tomando eolnmente eén cuente aguéllos que contie-
nen sninofcidos bBlsices, se ohtieuﬁn l1os regultedos que regls-
tre le Tohls L mre el nfmero de aninoficidos totelss.

b § Up® segunds eliminecifén Qe péptidos ss he hechio sobre 1a
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base da lo hipStesis de qus los grunos de pépticos (B2-1,B2-2)3
(B2=7,02=8) y Blp=1,0l=2,Bl=3) reprosentan cede uno un (nico pep-
tido.

En realided dichos grupoz ds peptidos, musndo fueron reve-
lodos los cromotogromss de los fracciones 32 y Bl, se los 4ibuib
y marcd ceperudemente por une m:rs preeuncidn de gque nudieren ser
diferentes, adn ouardo exletin una continuided visible en 1@
manchas tol como ae indice en los figures € y 8, La sgimilitod
en 17 intonsid-des d¢ los monobss ds los diferentes ominofcidos
despufs & efe tusr sopopncammnte 13 bhidrllisis y le cromatogree
fia, sbme 1a suporicibz de que ee trotos de paptidos Gmicose.

T:BLA 2

Healtodoe de 1o hicrdlisis total & aminoficidos de los pepe
tidos seperndos por eldctrofarecio y cromatografiae

Bptidg Apinofcidog

Als3 Aap 2 3 3 31 Glu epeet A28 peees Sor g9t 011 o9t
The ¢+

Al-2 Agp o449 GLlu ¢+et Ala o4 2 012 ¢ s Vol 4t leu ¢

Al-3 Agp ¢4et Tlu ¢4t Ala ¢2{5er=011) ¢t Vale: lex ¢

ALY G1u 9194t 011 ¢+93 Vol 4¢3 Das ¢rd

A5 Glu ¢o¢ Aep ¢3 G ¢3 410 ¢1 Vol ¢t Leu ¢3 3ae ¢

A2-6 Olu ¢4eet Lo eeret TIO oyet Dos o493 12 ¢

A2.0 Lep o3 Olu oot Val ¢t 18K to
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Mptido Aglnofcidon

A2=9 AFPM' Gla ¢res 410 ¢4¢3 T2r ¢ t 1au ¢4 (dos
manches dlferentes)

A2.110 idgp 448 Glu 491 Ala get(Ser G11) 4ot Valy s leu §

A2.11 Oln ¢yt 4ap ¢: Ala ¢: Vel ¢1 leu ¢1 (GliSer) ¢

B2-1 Gla ¢ ¢ Ala ¢t Glip: Val ¢1 Isu ¢1 Bog ¢t fep ¢

B2=2 Asp ¢! Olu ¢: G11 3 Alo ¢t Yal ¢35 Ieu ¢: Bog ¢

B3 Hgp ¢1 Gln 98 C1L @1 Aln o8 Vel 4t leg ¢t Das ¢

B2. 7 Glu eot Ala go1 011 go3 Tps ¢4t Val ¢os Leu ¢t
Pro ¢+t Bag 1 993 Dag 2 ¢

22.3 Glu ¢os A1a ¢t G1i 9o Tre ¢+: ‘ol ¢t Leu ¢t
Bagl ¢pte: Beg? 49: Pro 4t

B3.3 flu +¢: Fil 43 Ala &

Sx.) Glu #+310 441 Sar ++3 Agpe. 43 011 43 Tre &3 Vol o3
Llag 43 Dns 43

D3=6 Manohss muy 48bilse y nd significativase

B2.3 Gla +4t Ala +43 Leu <4t Bag ¢

s 2 Glu +bet (011 +eet 2ap 443 810 442 Talest Bag st

7

B2 Oly ase1 Q11 4ot ASp 48 Ada 44t Va) 43 Bog o3 leu ¢

Bl=3 Gli 4443 ABp 443 Glu 443 Ala 44t Val &3 Dag 48 Lsu ¢

Bl; <} G1l1 +++1 Do 4+t Agp 442 Olu 441 Ale &

Bly% Monchns wuy 68biles y no significotivee

Bl.6 015 «rét ASp 4+t Glu o+t Al et Bog &



Péptido
BY=T7
BL4-8
34=9
BL4~-10
B5=1
BS-2
B5=3

B5=}
35-6
B5-7
B5-8

B5=9
B6=1
B6=2

36-3

Bé=l

BT-1

Glu
Glu

-4 -

Aminoécidos

4+43Ala 443 Gl1 44
+3 311 ¢

Manchas muy débiles y no signiriocativas

Glu
Asp
Ala

Asp
Bas
Val
Asp
Leu
Asp

¢t Gl1 ¢

42 Glu 43 Ala 43 Bli <4t Bas ¢

+43 Gli 443 Ser +43 Cys ¢+t Asp 4% Glu ¢

44t Sor +43 Cys +¢4t Asp 42 Glu 4+t Ala +2 Val |
. .
442 Ser 44t Asp <443 Glu 442 Ala 43 Val 42 Leu
e+t Ser 441 Asp ¢1 Ala 41 Val e Leu ¢ '
¢ Glu 3 Ala ¢3 Gli ¢3 Ser ¢2 Val 4t leu +:>
+4: Ala 442 Gl1 ¢+t Lau ¢e: 3as +e¢

4+t Ala ¢+1Gll +43Bas +¢3 Glu 48 Leu ¢3Cys ¢
443 Ala 443 Gl 44t Ser ¢4t Bas 4et Glu ¢

«3 Gll «2 Ala et

1 4442 C11 442 Ala ¢4t Bas 2 443 Asp 4t Glu 4
41 leu 43 Net ¢

++42 Glu 4443311 4e42Ser +4¢3Cys 4442 Tro +ée
&+t Val 4+t Bas 1 42 Bas 2 ¢

#+t Glu +43 GlL 4e: Ala &

NOTA: Las abreviaturas empleadas son las mismas que usan corrlente

mente en traba jos sobrs secuencias de aminoésidos, pero las
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hemos adaptudo a la ortografia castella-a, Fn la Tzbla 3 pueden

vorse las abreviaturas correspondientes & cada aminofcida,

TA3'A 3

Inoluye todos los aminokcildos presasntes en los péptidos obe
tenidos por hidrdlisis con tripsina y separacidn por electrofo-
resis sobre papel y posteriormente cromatogra‘ia didimensional
sobre papel, excluyendo al "core™ y los péptidos presentes en

la frecoidn X de la electroforesis.

. Namoro Abrevueturas
Alaninge. ¢ « o e o o o « 35 Ala
ASDAPtiCOe o ¢ o ¢ o o o 31 Asp
ClatelnBee o« o o o ¢ o » I Cle
GlicinGe o o e o o o o o 37 G11
G1utdmlcoe « o ~ o o o o 38 Glu
Leucinas . « » ... e o o 26 Leu
dotlonina. ¢ ¢ ¢ o o 0o o 1 'let
Proling. e« ¢ ¢ ¢ ¢ o ¢ 0o 2 Pro
Seringee ¢ o o o o o o o 11 Ser
? Tirosina « ¢ ¢ o ¢ ¢ s 0o 2 Tir
Treonink « o o« ¢ o ¢ o o O Tre
Valing « ¢ ¢ o ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 23 Val

34s8icos 1 é&ﬁﬁg’:ﬁr-: . Bne 1



o3 -

Namaro Abreviatu—as
Bhsico 2 (lHistidina)e ¢« ¢ ¢ o § 3as 2

Toul.............ahﬁ

TA3 A h

Incluye los aminofiocidos de las fracciones Al, A2, B2, 33,
Blj, BS y B6 corraspondientes s los peptidos que Sontienen por
1o menos un aminodcido bésico,.

Alanlnfe ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 0 ¢ ¢ 0o 0o a0 20
ASpArticOe e ¢ ¢ ¢ e ¢ 6 o 0o 0 o 17
CisteInf o o ¢ ¢ ¢ s ¢ ¢ o ¢ o o 2
GlicinGe ¢« ¢ ¢ ¢ ¢c0 0 0 0 0 0o o 21

GlutimicOe o o o ¢ s ¢ o ¢ ¢ ¢ o 22
leucings o« ¢ ¢ o s s o o o o o o 18
dotioninge ¢ « ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ &
Prolinde o e« ¢« e o ¢ ¢ ¢ 0o 0 0 @

Serinfee ¢ o ¢ ¢ ¢ 6 s 0 ¢ 06 ¢ o

Tirosing ¢ ¢ ¢ ¢ e @« ¢ ¢ ¢ ¢ o o

LV

Treonink « o« « ¢« ¢ ¢« ¢ ¢ ¢ ¢ o o
Valinge o ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 06 s 0 ¢ 0 @ 15
Baslcos 1 (LisinaeArginina)e « o« 23
34slcos 2 (H18%1ldinn)e ¢ ¢ o ¢ o L4

Totfle « ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 0 0 0 0 0 @ 156
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¢ Incluye los aminofigidos correspondientes a los péptidos ds
las fraoclones Al, A2, 32, 33, 34, 35, y B6, pere considerando
que los pdptidos (B2-1,82-2)1(32«7,32-8) y 3«1, Bl~2, 34=3)

son 1d8nticose.

Alanin®. ¢ ¢ ¢ ¢ o ¢ ¢ 0o ¢ o o 15
A'Dﬁ!‘tiOOoo.ooooocoo m

Clstein? ¢ « ¢ ¢ ¢ ¢ 0o o o o o
Glicinge o« o e e o ¢ o o o o o 16
GlutémicOes o« o o ¢ o ¢« 0o s o o 17
loucings ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 0 o o 13
Hotloninge ¢ ¢ o ¢ s ¢ o ¢ o o
Proling ec ¢ e ¢ 0o ¢ ¢ 0 o ¢ o
Serinfe ¢ o ¢ ¢ ¢ ¢ 0o 0 o o o
Tirosing . « o ¢ ¢ o ¢ o o o o

Treoning « ¢ o e ¢ o 0o 0 ¢ o o

PRV R

ValinAe o ¢« ¢ 0o 0o 9 o ¢ 0o o o 10
Bésicos 1 (T.isina-Arginima). . 18
Bisicos 2 (Histidina)e o o o @ 3

Totale ¢ ¢ ¢ ¢ 06 ¢ ¢ ¢ 0 o s o 119
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DISCUSIN D2 i38 R GUITADOS DI LA HIDROCINIS

TRI’SICA Y SWPATACINI D- 1108 “RODUTTIS Rie

SUTL.2AJT IS

De la obse~vaclén de las tablas 3,L,y 5 rosulta eviients en
primera instanciea que la cantidad de éntidos obtenidos en la see
parancifn #s excesivamente grands y no eorresponds exaotamente &
lo wua se deseaba consegulr, wale declr, no son todos los péptie-
dos separados eslabones independisentes de lm cadena del cltocroe
mo 0. Muchos de ellos son productos de ruptura de los péptidos
que resulten de la accidn ds la tripsinas,

Algunns de los péptidos pueden gser los gue originariamente
se hallan presentes en la cadena, entre dos amnlnoécldos bésicos
lisina o argininae, y estos deben encontrarse entre los que sire
vieron para construir la Tabla [, es decir que pueden sor los le
_dentificados como A2-ly, A2-5, A2-6, B2-1, B2-2, B2-3, B2-7, B2-§
33-), B3-8, 34-1, 34-2, 3j-3, BL-L, Bhf5. B5=1, B5-7, 85-8, B59
Bbel, 36«3 y 36-lj. Estos suman en total 22 y sl se conalders, co=
no 88 ha hecho pura construlr la Tabla § y en razbébn de la s'mi=
l1itud do composicibn g de locelizacién ocrommtogréfica qus los
pares 82-1 y 82.2: B2-7 y 32«8t y el torcero 34=1; B2 y B}-3
corrosponden a péptidos nicos, rerulta el nimero total reduci-
do a 18. No obstante, hay que tener en cuenta que deben agregare
'se otros péntidos tales como el "core"™s los presentes en la frag
016n ¥ :ue han sido objeto de un estudio aparte (4argoliesh y
3che jter, en .reparacifn) y el péptido carboxilo terminal, de la

molécula del citocrom> 6, quée no tisne forzosamente que contensr



- 16 -

aminodécido bésico ~lisine o arginina. En vista ds ello, aun ol -
nimero resulta elevado en comparacién ocon el de 21 a 22 que era
16gico ¢ sperar do acuerdo con la espscificidad 48 la tripsina
(Bergmenn y Frutton, 1941).

Desdes los primeros traba jos sobre especificidad en la ace
elén proteolitica de la tripsina (Hofmann y 3ergmann, 1939, =
19/41) en los cuales se establocid que esta 5010 actuabe sobre
el carboxilo de las lisina de la arginina, sb1o se han obtenido

Zirmaciones de este resultado y atm ha sido posible preparer
un substreto s.ntético pare la accidn de la tripsina transfore
mando un residuc de cisteina en une cadena pentaatémica 4 & ocon
figuracibn especial sinmilar a la ds la lia’nma (lindley, 1956).
Por ello, no es poaible atribuir la cantidad elevada de p‘pti-
dos a la accién de dicha enzina proteolitica y si Bebe pensare
86 en oambio que los procesos de separacibn, que incluyen varia
dos calentumientos, evaporncionos al vecio y ‘enémenos do su-
verficle re;etidamonts apliocndos, son los causantes de esta ano=-
nelia observada en los resultados. Una oconfirmacibn en primera
aproximecifn de este hipStes's se tuvo cuando el migmo hidroli-
zado tripsico fué sometido a un fmlco procoso de separacion por
oronmstografia sobrs ocolumna de resina de intercambio 16nilcoe.=-

Este experimento se e jecutd sobre una columna de Dowex=50
con 4% de "orosslinking®™, de la casa Xoom and Haasss, U.S.A.,
cuya estructura es la sigulente: (Campbell y “ork, 195l).
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~CH-CM;~CH-CH,-cH -
t

§ENE

S0.H
3 ~CH-CH, SozH

Pava la elueibn so empled un par de soluciones buffer mese
ocladas en un reocipiente por medio de un agitador magnitico en
proporciones tales que diera .or resultado un gradiente ocontie
nuo de pH, que varld asi de 5,1 al comienzo de la operacidn
hasta 10,0 cuando se le 416 término. 3e obtuvieron dlecisiete
picos, como puede obsomrs'e en la figura 13, Algunos ds ellos
pusden constitulr une mezcla de péptidos, paero de cualquier mo
do el nlimero total se mantiens dentro de las predicciones 16
glcas.

No pudiendo constatarse cuales de los péptidos obtenidos
en la separacifin electroforética=cromatogrifica son reanles es-
labones en la cadena del citocromo o, se dejd el trabajo en es-
te 6s3tado y se prefiribd usar para los sstud’os d8 estructura =
los oroductos de la searvolén por cpometografia en columnas no
obstante, pueden extraerse de los resultandos seflalados en la Tae
bla 2 a 5 algunas indlcaclones que consideramos de interés.

Mirero ds oistelnas en Ja moléculas En el citocrono o de corazbdn

de bovino se hallan 2 residucs de cisteins (Paleus, 1955), los
que ostén presentes en el "core"™ de la molécula (Tuppy y Bodo,
1954a, 1954b: Tuppy y Paleus, 1955). En el oitocromo o de corazén
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de caballo también a:arecen dos cisteinas en el "core™ (Tuppy
y Bodo, 1954a, 195)bs dargolissh, Frowirth y ~einer, comunicae
cion pe -aomi). pero @ acuerdo con los resul ados obtenlidos en
este traovajo existen més rosiduos de cisteina en la molécub:
¢o:slderando solamente los péptidos que contienen aminodcido b
s1co, 6l1lo oocurre en los 1dentificados como 35«9 y Bb=lj.

El péptido BS5«9 no puede ser considsrado oomo un derivado de
ruptura del "eore”, puesto que contiene leucina y sspirtico, a
difer - ncia de este filtimo en el cual dichos am'noéci:os no se
ballan preseates. “or iddnticas razones el péptido 36-l, gue
presenta en su composiclbn asplrtico, glicina, serina y leuci-
na, todos ellos ausentaes en el "oore", tampoco pusde ser un

producto de hidr6l1sis del péptido del "core”, Ademas’las compg
gsleibn de ambos péptidos presonte diferencias suficientes ocomo

para afirmar que uno no es producto de ruptura del otro, =astas
razones permiten deducir qus en 8l citooromo o de corazdn de
eaballo hay, fusra del "core®, por lo menos dos residuos de
cisteina, lo que hace un total de I}, & diferencia 48 las 2 que
hallé Paleus en el bovinoe Por otra .erte, ya han sido sefinla=
das otras diferencias de ocomposlcifn para el oltocromo ¢ de
diferentes especies (Paleus, 1954).

HGmero de hlstldines en la moléculai Mlentras que en el caso del
coraz8n de bovino se dsmostrd la presencila de tres residuos de

histidine por molécula d8 citooromo o y en la misrm substancia
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obtenids del aalmbn se verificd la rocsencia de dos solamente
(Paleus, 1954), pere @l corazén de caballo Margollash(955)
hall8§ cumtro histidines por molécula de citocromo ce En nusse
tro trabajo este resultcdo aparece confirmado tanto por el
electrororetocroma (gig. 2¢) que muestra tres manchas rojas de
histidina ceracteristicas de la reaccidn de Pauly (la cuarta
histidina se halla en el "core"™ de la moléoula), somo por las
posteriores sevaraciones oromatogréificas 48 las cuales resultan
tres péptidos diferantes cus contienen histidinat el per 327,
32«8, y los 1dentificados 600 36=3 y B6=l, Se conoluys, en «
vista de las diferenciams de composicidn de estos tres péptidos,
qus el ogitocromo o de‘oouzbn ds cabello ocontiene efectivarente
cuatro residuos de histidina.

Debe hacerse noter que ds los tres péptidos seflalados uno
es 48 1importancia fundamdntal, pues debe ser el cerraspondiente
al extremo smino-terminal de la moléoula, de acusrdo con los rp
sultados obtenidos en este trabajo por el método de degradacién
confenilisotiocianato secin los cusles la histidina es ol arie
nofoido nitr6gané-terninnl de la cadena.

NGrmero _de argininess Des acuerdo oon los resul:zados del electroe
forntograma de la figu-a 2, hay por lo menos custro argininas en
la nolécula., Estas no perdieron sus ubiocadas, empero, sn los orQ

matogramas, debido quizés e la baja oconeeutracibn en la mancha,
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ITSYIT RIS D2 A DEZRADACINE C 1 FITILIZITINCIA MATO

El primer ciclo de ls degradaciémn del citooromo o a partip
del aminoécido nitrégeno terminal mediante 6l empleo del fenilie
sotloclénato 41§, como resultedo a8 la extracclén en alooholeetfer
una solusifn incolore y transparents que obse»vada en 6l ultrae
violeta por medio de un espectrofotbédmetro de Hillger presentaba
un nédximo de absoroibén en 267 my para lecturas hechassntre 260
y 275 qﬂ(?igurl Y Ye

El cromatograma de una fraccifn de la soluclém 418 como re-
sultado dos manchas: una oon R, 4o 0,20 y 1a otra con Br ds 0,60,
ie primera, de acuerdo con la Tabla 6 corresponds a feniltiohle
dantoilhistidinas la seguiuda no corresponds al PTH d8 ning(in ani-
nofcido de los incluldos en la Tabla 6, qus son los identificae
dos como presentos en el cltooromo o y su presencia qus de ser exe
plicada en cambl0o por la intermetaclbn del mecanismo de la dse
gradacidtn (Edman, 1956) comn se vera en la discusidn posterior.

Los productos del segundo ocielo de la dsgradaci’sn dieron
una curva ds absoreidon en el ultraviolata que pres.nta una am;lia
mesete entre 240 y 270 mLy Gue se mantuvo précticamente idéntioa
despubs de haber sido tratada en clorhidrico 3N durante la noche
a }0°C y repitiendo el proceso & 56°C durante 80 horas (Figurais)

Bl cromatogruma dié como rcsultado uns mancha blanea y lare
ga desds el punto de Rr 0,20 hasta 6l extremo alcanzado por el

solvante. Zn estas oondlolones el procesd se detuvo y no se reae




lizaron mAs dsgradaciones.

PA3_A 6

Caracteristicas de las feniltiohidantoinas de varios samie -

noécidos (Tomadas de FraenieleConrat, H,, Harris, J.I. y levy,
L, 1955, y de Sjequist, J., 1953)

Aminoéecido

Alanina
Arginina
Aspértioco
Cisteina
Ffenilalenina
Glicina
Glutémico
Histidina
Isoloucina
Leucina
Lisina (e«PTC)
Metlionina
Prolina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

Maximo de Abeercidn

268,5%
265
268,5
27,5
270,5
267,5
269
265,5
269,5
‘269
270
270,5
27n,5
2N
269,5
269,5
270

R, on el solvente usado
0,80
0,2
0,6}
0,81
0,87
0,66
0,66
0,20

- 0,90

0,91
0,76
0,85
0,85
0,77
0,70
0,78
0,88
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Discusibn de la degradacibn con fenilisotlocinato

Los resu’tados dsl primer ciclo permiten afirmar que el o}
todromo ¢ de mfiscula de corazfén des oaballo purificado Jor cromes
tografia en ocolumna de Amberlita IC«50 tiene un s8lo aminodoido
nitrézeno terminmal, y que este es la histidina, En efeocto, los
datos de la cromatografia coinoidsn exactamsnte oon 6l corres-
pondiente & la histidina de acuercon ocon Sjoquist (1953) en lo
que respecta & la mancha de Rr 0,20: la otra mancha no tiene
paralelo en ninguno de los datos de la Tabla 6. Nuestro resule
tado colncide con el del otro autor (“ergoliash, 1955), quien
lleo2b6 a 1d8ntica conolusidn mediante el empleo del mém ‘o del
lefluor=2«l~dinitrobenceno (Sanger, 191..5: l‘or'aa/r y Sangor, 1948)

Reciontoments se ha informadd (Matsubara, Hagihare, Horilo
y Okunuki, 1957) que aplicando el nmftodo del fluordinitrobencee
no el citocromo o de corazd4n de caballo cristalizado segln -
Hagihara, Horlo, Yamashita, Hozakl y Olkunuki (1956) se obtubo
como (nico aminofcido nitrgeno=terminal un residuo de argie
nina. Mo podemog explicar esta contradioccibn eon nuestiro resul
tado salvo suponicndo que el prooeso de cristalizacibn condugoa
e la pérdida d8 la molécula nitrfgeno-terminal de histidine, Te-
nemos al respeocto notlclas 48 que en otra porcibn de la moléous
la, 0l llamado "core®, del oitooromo o, la uninn peptidice his®
tidiletreonine es sumemente 14bil (Margoliash, Frewirth y ‘‘einor,

comunicacidbn persoml,)
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la presencia de dos manchas en ol oromatogzrama 48 los proe
ductos del primer ciclo de la degrndacibn estd de acuerdo con
la interpetacifn del meocanismo de la reaccibn debids a Edman
(1956). Seglin sste autor, la feniltiocarbamilepeptilpsptina
obtenida por la accidn del fenllisotiociénico sobre el grupo
nitrSgeno=terminal del péptido atacado se ololize, a  avor
de una inoorporacifn de protonss, Adonds lugsr & la formacibn
ds une 2-anilino-lj-aminoacidile5«tiazolinona. Esta puede trang
formarse lusgo directamente en la S5eaminocaecidile’lefenilele o
tiohidantoina que sirve para idsntificer al aminoficido, en una
reaccidn favoreoida nor el salor: o bilen la molécula puede vole
ver a abrise on medio acuoso pare clolizarse definitivamente
en la forrma deseada. El proecoeso puede gsquematizarse de la sie

guiente maneras

H NH.CS.NH.CHR”CO0.NH.CHR’”

H_ NCS¢NH_CHR®CO.NH.CHR®® «wel
1) ¢, g OS¢ %

péotido

He
2) C H NH.CS.NH.CHR’CO,NH,CHR’’® ee= C H .NH.C.S ¢ H N.,CHR’*

65 65 /[ \ 3
fenlltioocarbamilpeptilpeptina nn\ /co

CH

a'

eYe)
DAs

2-anilinoe|=-R’ =5« 1az0linona

caloy



He
3) Céﬂsuu.cs.nn.cnn'coon —— CGH ¥ « CS
I l
oc._ M
¢i
RO

=R’ =3=Fon1le2«Tiohidantoina

Bn tanto que las feniltiohidentoinas del tipo cuya férmule
oetx;udtunl goneral se observa arriba tienen wméximo de ebsorcion
entre 260 y 275 milimicrones, las anilinno-tiazel¢nones - resentan
wéximos entre 250 y 255 milimicron:ie. Por lo demfs embas sustane
clas reac~ionan oon la azide sbdica y el 1odo, dando lugsr a las
manchas blancas dno se producen el revelar el cromatograma: ello
explica la apariclibdbn de manchas dobles o indica a la ves aus os
convenionte esverar un tiompo prudsndial antes de la e jecuoldn del
erors tograma, sometiendo & la solucibén problema a la accibén de
fcidos y del calor moderado, de modo de llevarla a la forma de
tishidanteina que es la més cbmoda para l¢ oromatografia, Este
prooeso, por otra parte, puede ser puesto en evid=ncla por la od
sorvacidn repetida de las curvas de absorcin en la zona adocume~
da dsl ultravioleta,

El resul ado de la cromatografia ds la soluclSn odtenida e
partir del segundo ciclo de le degredacidn indica la presencia
de una cantidad de manchas indofinidas que se extienden a 1n lare
g0 de todos 108 waloros posibles del RP. Se puede concluir en vis

ta deo elloc oue en esas oircuns_tancias s ha producido una ruptura
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de toda la molécula en tiohidantoinas de aminofcidos y péntidos
diversos y por ello el experimento se detuvo alli,

Creemos que el fendmeno puede seor explisado toniendo en
cucnte la gran cantidad de residuos de 11sina prasentes en la mo=
léculat el -enilisotiociénico ataoca tembidn a los grupos -amino
d8 las lisinas y se adosa & ellos é@ando lucar a una ocadens sue
mamentd inestable, en eavecial por elefecto estérice de los rae
dicales adosados. El tratamiento a ba ja presion y en medio sumae
mente acido oomo lo es 6l cus se emplea para la oliclizacldn de
as! Lor resultado una ruyture de la cedsna en eslabones iniden-
tificables, Otros autores seflalen, omn el mismo método, la 1den
tificacidn de hasta diez rosiduos consecutivos en un acta ds ce-
p8ptido, @ ro este contiene sbln dos lisinas muy separadas una
de la otra (Harris y Roos, 1956).

RISYMTN ¥ COUCLUS I 123

1) Se 1lev8 a cabo la hidrolisis del citocromo ¢ de miscu-
1> @8 corazbn de caballo purificado por cromatogra’ia gsobre coe
lumna ds resina do intercamblo eatidnico, emplea~do a tal efecto
le trineina an razbn de 103 detos conocldos acereca dn su especif
tidnd. Los productos de la hidrblisis fuoron s;paradaa por eleo~
t*oforeals sohra onpel de flltro y las fracciones obtenidas wvuel
tes a 39)arar por cromatozrafia bidimensional sobre papel, Los

péptidos dbtenidos fusron somstidos a la hidrdlisis total en mee
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dio écldo, con excepcifn ds una fraocibn electroforética denonle
noda neutra, la que\es objeto do un trabs jo por sesarsado. Los
productos d8 la hidrélisis total fueron cromtografiasdos bidie
mensionslmente sobre papel e ldentiricedos los aminodcldos com
ponentes.

2) El nlmero to.al de péptidos obtenidos de esa forma so=-
brepasa el gque hublera podido es.erarse de acuerdo con la e;pe-
cif1cidad de la tripsinag lo mismo ocurre para gran parte de
los aminofécidos, cuyo niirero es por lo goneral mayor que el gus
resulta de anfilisis previos del cltooromo ce "¢ hallan en proe
greso actualmente en sl m smo laboratorlo andlisis de estruce
tura de los péptidos separados yor eorematograria sobré columna
de resinas ds intorcambio 18nico (Feitelson, ¥argollash y -
Frowirtth, comuni:>acidn personal).

3) De los resultados obtenldos pueds extrnerse la conclu-
81bn de que en el citocromo ¢ de mlsculo de corazfm de caballe
existen por lo menos dos rasiduos de cistaina garte de loa dos
que se hallan presentes en 8l "core™ de la molécula y slerven pa
ra mantener a la cadsna peptidica unida al grupo m rfirinico. El
nGm ro d8 histidinas, por otra parte, es de ocuatro: una de ellas
se halla en el "core" y estf directumente relacionada con la for
macién del hemocrombgence El nfimero de argininas es de cuatro
por 1o menose

}) La molécula de cltocromn ¢ fué sometida a la desradacibn
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escalonesda a partir del aminoAcldo nitrfgeno=terminal por la ace
ci6n del renilisotioclfinicce. So con irmbd gue 61 prirer término
de la cadena esté constituldo por la histidina, tal como se hae
llara emplsando el método del rluordinitrobenceno (Aarcoliash,
1955) y en contrndlccibn con otro tradajo (Matsubare, Haglihare,
Horio y Okunuki, 1957) que sefiala la prasencia de un residuo
de arginina 61 el extromo nitrfze o turminal de la molédcula,

5) La degrada:i6a dsbo detomsrse al llegsr sl sezundo oie-
clo puss se produce una ruptwrsa d3 la cadonn que 86 atridbuye 6l
atnque del fanllisotlocidnico sodbro los grupos €=cmino de las nu
merosas lisinas ~us contiene la m0ldcula,

61 ~1 estado ,rossnte d9 las luvestigucionss, la molécula
de cltocromo ¢ ds mlsculo ds corezbn deo caballyu pusds sor dese

eripto por el sigulente esguemae

NH 161
2 | 2 |

S S
porFirlno—

7) En el laboratorio donde se reallzd este trabajo se ejo~
cutan actunlmente nuovas investigacionos nara completar el o0cnoe
cimiento de la secusncia ds aminoficidos del citocromo o de miis-
culo de corazdn de csbﬁllo, determinar la estructura especial de
la molécula, confirmar las oausas de la formacidn del hemocrombe
geno & interpretar, & la luz de —:stos resultados, &l mecanismo

et

de la actividad enzimatica ds la sustancia,
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Figurs 1

Curva de hidrélisis del citocromo ¢ por la tripsina

Ordenadas: Cardboxilos liderados
Abscisas : Minutos

100 200 300 400 minutos




Figura 2
Electroforesis del hidrolizado tripsinbco de citocromo ¢

Papel:3MM. pH:6,5. Voltaje:520 volt, Intensidad:16632 miliampere. Tiempo:3 horas
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Fig. 2a (péptidos en general)
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Fig. 24 (triptofano)
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Figura 3

Electroforesis del hidrolizado tripsinico de citocromo ¢

Papel: 3MM. pH: 6,5. Voltaje: 520 volt. Intensidad: 16-32 miliampere. Tiempo: 7 horas.
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Los trazos llenos indican los limites de las manchas; los trazos punteados corresponden a los cortes

hechos en el papel para la elucién.




Figura 4
Cromatograma de la fracecidn Al (Ver fig.2)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

KI-=
++

3 -
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NH

Frente




Ft
Penol
[ NH;
P e
| wo
[ S

Figura 5

Cromutogruma de la fraceidn A2 (Ver fig.2)

Butanol-acético (3€ horas, 23°C)

s

Frente
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Figura 6

Cromatograma de la fraccidén B2 (Ver fig.3)

Butanol-acético £36 horas, 23°C)

B2-8
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Figura 7

Cromatograma de la fraccidén B3 (Ve:.r fig. 3)

- Butanol-acético (36 horas, 23°C)
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Fijura 8

Cromatograma de la fraeccidén B4 (Ver fig,3)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

Fenol
NH

. Zona menos coloreada
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“ ooy
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Figura 9
Cromatograma de la fraccidn BS (Ver fige3)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

B5-3

&> \

Frente



Figara 10

Crometograma de la fraccién B6 (Ver fig.3)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

Fenol

B6-1
++

Prente




Figura 11
Cromatograma de la fraccidén B7 (Vver fig.3)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

Fenol
NH3

Frente




Figura 12

Cromatograma tipo de los aminodcidos presentes en el

citocromo c.
Butanol-acético (36 horas, 23°C)

Fenol Cistefna
[
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¢ Treonina
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elLisina
o Histidina
e Prolina
e Arginina

Frente




- Detalles de la cromatograffa del hidrolizado
tpapsinico en columna de Dowex-50

Composicién del buffer dcido: PO,H,Na 0y2Meececcacsscesssss500ml

» BOzNa O,lN..................loooml

CH3COOH gIQCialo.ooooooooooo 12ml

Agua destilada hasta 2 litros

ComPOSiOién del buffer alcalino:HONa lNoooooooooooooooooo. 200m1
BO_Na oplNooooooooooooooo, 500ml

2
PO4H2N3 0,2Moooooooooooooo 250ml
CH3COOH glacial..-........ 6ml

Agua destilada hasta 1 litro

+ la columna tiene 100 cm de largo por 2,5 cm de didmetro; el Dowex-50 tiene
<un "cross-linking" de 4%, 50 miligramos de péptidos disueltos en 2-3 ml de bu-
g ffer dcido se colocan en la columna; durante la eiperiencia el pH se cambia

de modo de obtener un gradiente continuo, mezclando en un frasco intermediario
las dos soluciones por medio de un agltador magnético. Las ordenadas de la cur-
va cromatosrafica representan la densidad 6ptica para la reaccién de la nighi-
drina ejecutada segin Moore y Stein (1949). Las abscisas representan fracciones

sucesivas} cada fraccidn equivale a cinco gotas de eluato,




Cromatografia sobre columna de Dowex 50 de un hidrolizado tripsi-

nico de citocromo o de corazdn de caballo

9.8l PH 946 pH 9,6 pH 9,8 pH 10,0
eV IV 9
0’6‘
-
1'0’4
1
0,2 2 14
1
310 320 330 34D 350 360 370 380 3 720 350
pH 8,6 pH 8,8 pH 9,0 pH 9,1 - PH 9,4 pH 9,5

0,6,

-

0,2

90 100 110 120 130 140 150
pH 5,1 pH 5,3  pHS5,5 PH 6,2
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Figura 14 N

Degradacidén del citocromo ¢ con fenilisotiooidnico
Curva del espectro de absorcidén del producto del primer ciclo

Ordenadass Densidad optioca
Abscisass Longitud de onda

1’201 ’\\
~ 1,00
e SR 258 T B0 252 254 266 - 268 210 212 214
Y
) Figura 15
Curva del espectro de absorcidén del producto del segundo cioclo
1,0 |
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