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ESTRUCTURA Y ACT! VIDAD BIOLCXHCA

DE

INMUNGSLOBULINAS

CAPITULO l

¡NTF ODUCCION

Actividad inmunológica ae ha encontrado en tree tipoe de giobuiinae se­

ricae de vertebrados. El componente principal. denominado 7 S gama gio­

bulina - o yr con un bajo contenido en hidratos de carbono y peso mole­

cular aproximado de 150.000. comprende un 85 - 90 1. dei total. El segundo

en importancia. y 1M. P 2M o 19 S gama ¡lobuuna de alto peso molecu­

lar y alta movilidad electroforitica a pl-i0. e. y. finalmente ei grupo

{/1Ao 6 2A. detectado mediante ‘ ‘ ‘-of... "¡a (l) por Grabar y

Williams en suero humano. probablemente vinculado a los proceso. de een­

Iibilización cutánea (2).

Dada la importamia y la bibliografia acumulada fundamentalmente so­

bre 7 S gama globalim en esta introduccion ee tratart, calvo especifica­

cibn. laa propiedades fiaicoqufmicea y biológicas de esta proteína en las



diferentea eapeciee eatudiadaa.

E°MJELML°EÏMEJ
La forma de la molécula determinada por microacopfa electrónica

mueatra una aeimetría con una relación de ejea de ocho o nueve a uno

y dimensiones de 250 a 300 A0(3).

Estudios poateriorea concuerdan con eatoa datoe (4). apareciendo la

molecula mia alargada cuando ae la fotografia en presencia del antfgeno.

El peao molecular de la molecula ha aldo estimado por diversos aa­

toree: para gama globulina de conejo ae ha intormado dietintoe valoree

oecilando todos entre 140. 000 y 150. 000 (5).

Macroglobulinaa de caballo y del hombre tienen una conatante de ae­

dimentacibn de ll - 30 S y un peao molecular aprouimado de l. lo“.

La estructura terciaria de gama ¡lobunna ha moatrado por medidaa

de diaperaibn rotatoria poco o ningún contenido en péptidoa de forma

ec - helice (6). Winkler y Doty (7) han confirmado eatoa datoa y auge­

rido que el hecho obedecerfa a un alto contenido en prolina.

Mediante determinacnonee de viacoaidad. aedimantación. rotación

óptica. aohbilidad. fluoreacencia y eapectrofotometrfa ultravioleta ae

ha intentado definir laa propiedadea fiaicaa de la molecula. cometida a

cambios de pH y altea concentracionea de ñrea o ¡uanidinm Urea en

concentracibn l M determina un hinchamiento y deadoblamiento de la

molecula. aunque una cierta organización ae mantiene y el efecto ea re­

verelble (8).



¡De-organizacióntotal ae logra a pH "-12 y (¡rea 0 ll o en soluciono.

de detergentea (9).

La actividad biológica de la molecula desaparece por efecto de urea

0 M pero ea recuperada deapuea de eliminada la (¡rea por diluala (10). Sl

el anticuerpo ae aomete a la acción de (¡rea ¡o I por cinco dfaa. la deana­

turauaacibn ea lrreveraibla (11).

Díveraoa autorea han publicadoresultadoa de milicia de anticuerpoa

purificada referido. a au contenido porcentual en aminoficidoa (13). Loa

multadoa aon en general concordante. con loa de Crumpton y Wilklnaon

que ae adjuntan a continuación:

:-_m_1

Analisis de aminoácidos de inmungglobunnaa

Realduo (g) / 100 g. de proteína

Aminolcido lnmunoglobuuna de conejo ln munoglobullna humana

Llalna 5. 76 7. 00
Hiettdlna l. 13 2. 44
Arg'lnina 1. 43 4. 03
Acido aapñrtlco 0. 08 7. 77
Treonlna 10. 37 7. 04
Serina 8. 32 O.13
Acido glutñmlco ll. 05 ll. 18
Prolina - 6. 79 6. 40
Glicina 3. 98 3. 37
Manlna 8. 11 3. 39
Valina 8. 36 7. 93
Motionina l. ¡3 0. 93
laoleucina 3. 40 2. ¡e
Leuclna 6. 73 7. 40
Tiroaina 6. 17 5. 76
Fenilalanlna 4. 15 4. 07
Cistina 3. ¡3 2. 07
Trlptófano 3. 90 2. 63
Hidrato de carbono 8. 40 2. 00



Por mediciones termodinámica solo el l 7ode estos aminoácidos par

ticiparfa del centro activo de la molécula o sitio de combinacion del anti­

cuerpo (13). Por lo tanto. si se admite un total aproximado de l. 300 ami­

noácidos. y solo 13de ellos forman el centro activo. las dificultades en

obtener resultados concluyentes que definan especificidad biológica en fun­

ción de estructura resultan obvias. en el estado actual de la metodologia

del estudio de proteinas.

Las conclusiones de resultados que vinculan estructura con actividad

biológica se complican afinmh ante la existencia de grupos alotfpicos

de gama globulina en un mismo individuo.

Pequeñas diferencias detectadas en el análisis de aminoácidos de dos

anticuerpos sintetizados por un mismo conejo inyectado con distintos an­

tígenos indican una cierta correlación entre su estructura y su función

(14). Si bien esta diferencia aparece como evidente (4 todos aspñrticos

más y 2 arg-[ninas menos en un anticuerpo con respecto al otro) la com­

plejidad estructural de la molécula dificulta extraer conclusiones definiti­

VOB.

Analisis de fragEentos de ma ¡lobulina

Mediantela hidrólisis ensimñtica y posterior electroforesis y/o cro­

matograffa de los péptidos resultantes se han obtenidoresultados satisfac­

torios en la correlacibn de la estructura de algunas proteínas y su funcion.

Tal es el caso de diferentes hemoglobinas anormales estudiadas por

Ingram (15).



Haciendouso de eeta tecnica se ha intentado detectar diferencias en

distintos anticuerpos especificos. por diversos autores. Resultados con­

cluyentea no se han obtenido hasta el presente (16).

En vista de este tipo de dificultades la mayori’ade los estudios que tr!

tan de correlacionar estructura con actividad biológica se han orientado al

análisis Gefragmentos de inmunogldaulinas. obtenidos mediante reduccion

química o ruptura enzimltica.

Mediante hidrólisis con papafna (17) en presencia de cistefna. la mo­

lecula da tres fragmentos (Fig. 1) principales con eacasa producción de

pequenos póptidos. Cada uno de estos fragmentos comprende. aproaimada­

mente un tercio del total de la molecula y dos de ellos son biológicamente

activos aunque incapaces de precipitar con el correspondiente antigenO.

La movilidad electroforttica de estos fragmentos depende de la especie de

origen. Cbtenidos de anticuerpos de conejo se los conoce como l o de alta

movilidad a pH neutro y Il o de baja movilidad. Originados en gama globu­

lina humana u otras se los conoce como fragmentos S (la) o A (alta movi­

lidad) y C (baja movilidad) (19). El fragmento restante es conocido como

m cuando proviene de conejo y I’ o B cuando se origina en atras especies.

Es biológicamente inactivo. posee un elevado contenido en hidratos de car

bono y es facilmente cristalizable cuando proviene de anticuerpo de cone­

jo.

Utilizando pepsina a pH 5. como agente bidrolftico se obtiene un frag­

mento de 5 S y peso molecular aproximado de 100.000 junto con pequenos



péptidos (20). Este fragmento de 5 S es capaz de precipitar con el antíge­

no. y es capas. asimismo de romperse en mitades por reducción ds sus

puentes de disulfuro con mercaptoetanol. Cada una ds estas mitades es

activa biológicamente y semeja a los fragmentos l y n obtenidos con pa­

psína. El fragmento mpapaïínicoes resuelto en varios subfragmentos por

hidrblisis peptica. siendo evidente que la molecula es rota por la enzima

a nivel de este fragmento (21).

La digestión de gama globulina con tripsina rinde un 60%de fragmen­

tos de 3. 5 S (23) quedando un remanente de 6 S resistente a la digestión

aun en presencia de cisterna.

Edelman (33) y Edelman Poulick (24) mediante sl uso de urea y msr­

capta-etanol lograron romper la molkula en componentes pequenosy ds­

mostraron que la proteina estaba formada de varias cadenas polipeptidi­

cas. El dosaje de residuos N-terminales. por otra parte. ha dado un solo

residuo para gama globulina ds conejo (5) y dos para gama globulina humana(25)

Como una probable explicación de estos resultados contradictorios. ss

ha supuesto que en la molecula existirlan residuos N- terminales sustitui­

dos o bloqueados sn su grupo amino.

Los productos de reduccibvpor urea y msrcaptoetanol son dificiles de
fraccionar dada su insolubilidad y. por otra parts. la actividad biológica

de la molécula no es recuperada despues de la reducción.

Pleishman. Pain y Porter (26)redujeron puentes disulfuro de la mole­

cula con msrcaptoetanol 0. 2 M y evitamn su rsomidacibn por carbozime­
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tilaclbn con ¡cido iodoacetico. Si en eszaa conmcwue- l- menie da toac

ción era dializada contra ¡cido acbtico l N o propiónico l N. ee lograba

eeparar loa fragmentos en doe componentee por paeaje a traves de una co­

lumna de Sephadea G - 75. El componente mayor ee denominó A o cadena

pesada. teniendo un peso molecular aproximado de 55. 000 y el componen­

te menor B. o cadena liviana de 20. 000. La cantidad de proteina recupera­

da correepondiente a cada tracción: 70-75%para el componente A y 20-25%

para el componente B. aa! como el hecho de que el contenido total de ami­

noácidoe de loa diatintoe componentee. estñ en buena correlación con el

contenidode la molóculatotal ha hechopostular a loa autoree un

modelo probable de eetructura de ¡ama globnunaconetituidopor cua­

tro cadenae. 2 A y 2 B (F13. l).

Mediante eetudioe de actividad inmunológica Fleiahman y colaborado­

res determinaron le correlación entre eu modelo propuesto y el efecto de

la papafna eobre el miemo. Ani. enero de cabra inyectada con tragmentoe

l o n obtenkbe por reducción papaInica reaccionaba con cadena A o B in­

distintamente. en tanto que euero con anticuerpoe contra el fragmento m

reaccionaba únicamente con cadena A y no con B. Según puede veree en

la figura l el modelo incluye tree unionee dieuli'uro entre cadenae A y una

entre cada cadena A y B.

Si bien el modelo propueeto por eetoa autoree tiende a eer aceptado.

ee aolo tentativa y eaieten ciertoe puntoe afin por aclararee. Unode elloe

ee el hecho de que la reducción con papaina inaoluble (37) no conduce a la



liberación del fragmento lll a menoa que ac añada un reductor de unión di­

eulfuro. Eeto indicarfa que la ruptura de uniones peptfdicaa en la cadena

A, ee acompaña de una reducción dieuli’uroque aparece como indispensa­

ble. Otro hecho no aclarado ee el que ee refiere a datos geneticoa sobre

eataa cadenaa. Se ha encontrado que existe un locue que encierra la infor­

macibnparalacadenaByotropal-alamitaddelacadenaAque forma

parte de los kapmentoa l o ll. llamada pieza A. de la reduccion papafni­

ca (28). Un tercer locue indpendiente de loe anteriorea (29)controlada la

porción de cadena A correapondiente al Iragmento m.

Estos datos augeririan la existencia de mas de cuatro cadenaa en la

molecula. y loa miamoa autores han postulado un modelo teórico de aeia

cadenas - 3 A - 2 B y 2 C - aunque no se ha encontrado evidencia experi­

mental para el miamo (30).

Una limitada ruptura de 1. molécula de ¡ama globulina ha aido comu­

nicada por Cahnmann y colaboradores (31) quienea obtuvieron tragmentoe

activos de 3. 3 8.

Uteumyy Karuah (al) estudiando laa dietintaa traccionee obtenida. por

hidróliaie con pepaina separadas posteriormente por SephadeaG - 75 han

establecido el puntode ataque de la enzima eobre la gama ¡lúulinm y com­

parado los fragmentos obtenidoe por digeetibn con pepaina y con papfina.

Habilidad de la molécula de ¡ama ¡lobulina

Cecil y Wakehan demostrado que en diferentea proteínas la unión di­

euli’urointercadena ea mi. lñbil que la unión diauli’uro intracadena (33).
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Centro activo de gama ¿lobulina inmune.

Numerosos intentos se han hecho pra ubicar en las distintas cadenas

peptfdicas o fragmentos obtenidos a partir de gama gldaulina inmune el si­

tio de combinación del anticuerpo. De los fragmentos obtenidos por diges­

tlñn Papáïníca Ningunoel capaz de precipitar con el antígeno. pero el i o el

n son activos en mediciones cuantitativas de actividad biológica por el

Test de inhibición o coprecipitación del antígeno con el anticuerpo. De es­

to se puede inferir. de acuerdo al modelo de cuatro cadenas. que el centro

activo estó localizado en cadena B o en pieza A. Cuando se mide actividad

inmune utilizando cadena A o cadena B. Fleischmann y colaboradores (36)_

encontraron que 1a cadena A de gama globulina inmune de caballo inyecta­

do con gama globulina de conejo es un 70 - 00 S tan activa como la moló­

cula intacta en coadyuvar la precipitación antígeno-anticuerpo. Con el mis­

mo anticuerpo pero sintetizado contra tozoide diftórico la cadena A es ca­

paz de inhibir la reacción de precipitación y es tan eficaz como el anti­

cuerpo intacto. En ambos casos la cadena B es totalmente inactiva.

Edelman y colaboradores (37) encontraron que si se separaba anti­

cuerpos de cobayo de diferentes especificidades en sus cadenas A y B y

luego se las comparaba por electroforesis en ¡el de almidón en urea 8 ll

a pH S. 6. la cadena A daba manchas idónticas en distintos anticuerpos y

afin con respecto a gama globulina inerte. En cambio la electroforesis de

diferentes cadenas B indicaba diferencias localizadas en esta cadem. Esto

sugería que en este tipo de anticuerpos la cadena B contiene el centro ac­

13



tivo o por lo menoe contribuye a ¿1. Sin embargo. eetaa diferenciae obser­

vadaa en loa modelos electroforéticoe de cadenas B pertenecientes a dia­

tintoe anticuerpoe no ee observan cuando loa anticuerpoe provienen dc co­

nejo o de caballo. Mia afin ei la electroioresie en almidón ee hace a pH

neutro y (¡rea Bll no ee observan diferencian en lae manchae dadae por

cadenas B provenientee de anticuerpos de cualquier especie (30).

Cuando ee reducía y eepareba. en ene cadenaa A y B. anticuerpo de

conejo antilieozima. la inhibición de la enzima por precipitación ee logra­

ba con un componente que era fundamentalmente cadena B con algo de

pieza A (39).

Preeeman y Poholt (40) y Roholt y colaboradores (41) marcaron con

i la! un precipitado de anticuerpo antihapteno on preaoncia del hapteno y

con I ‘35 en aueencia del hapteno. Loa doe preparadoe fueron mezcladoe.

digeridoe con pepeina. eeparadoe nue peptidoe por ionoioreeie en papel y

medida la radiactividad de laa dietintae manchae. La mayoria de ¡ae man­

chae revelaba radiactividad para amboe marcadoree pero habia 3 iraccig

nee que mostraban una marcación solo con i ¡35 cuando provenían del an­

ticuerpo en ausencia dei hapteno. Eeto indicb que algunoe residuos tiroei­

loe eetarfanprotegidoe por el antígeno en el precipitado. Guardo ae dieo­

cib eetoe preparadoe y ueó eue cadenae pudoveree que eetae fraccion.

marcadae preierenciaimente con i ns pertenecían a cadenae B.

Metzger y Singer (42) uearon anticuerpoe de conejo contra dinitroienii­

lieina como hapteno. Si el anticuerpo era reducido y eeparado en eue cuatro

13



cadenaa. pero previamente ae le agregaba el hapteno. éate aparecía final­

mente en 1a tracción correspondiente a la cadena A. aunque el rendimiento

de la cadena B. deapuea de la cromatografía en Sephedex. deacendfa del

25 i a un 16%. Se interpretó eato camo que parte de la cadena B eataba

involucrada en la unión hapteno - anticuerpo o bien la combinacion impedía

un total desdoblamiento de cadena e indirectamente de la liberación de la

cadena B.

Giveol y Sela (43) mando como antl'genoun complejo de politiaoril ­

gelatim encontraron que precipitaba con au anticuerpo; ai poatertormente

ae lo aometfa a un efecto de colagenasa se hidroliaa Ia gelatina y queda el

anticuerpo copnladoa loa grupoa politiroailoa. Si ae uaaba politlroeina C“

y determinaba radiactividad deapuea de reducido y tragmentado el comple­

jo anticuerpo - antipolittroail C". ae encontraba un 00 i de radiactividad

en un pico correapondiente a politiroailoa librea y un ao fi asociado a cade­

m A o a au dímero. Cadena B no contenía radiactividad.

Loa resultado. de catan experiencias dan um idea de lo dificil. hasta

el momento. de ubicar en la molecula el aitio de combinación del anticuer­

po. Eclécticamente tiende a penaarae que estaría diatribuido en ambas ca­

denas o por lo menoa requeriría la participacion de laa doa para manifea­

tarea.

Tampocoeaiete acuerdo acerca de cual de laa eatructuraa de la protei­

na primaria. aecundaria o terciaria - ea la reaponaable de su actividad

inmunológica.
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Desde este punto de vista tres posibilidades se han planteado:

i) La gran variedad de especificidades estaria determinada por diferen­

cias en las secuencias de aminoácidos en su cadena primaria (44);

3) La especificidad estaria determinada por la disposición de sus uniones

disulfuro (10). Unnves que la disposicion de uniones disulhiro se deter­

mim la molecula se plegaria en una exclusiva conformación de acuerdo

a las exigencias fisiológicas;

8) Por último la especificidad estaría determinada. fundamentalmente por

uniones no covalentes. determinadas en el sitio de su bioafntesis por la

presencia del antígeno. (46)

Dada la heterogeneidad estructural y biológica. afin de moleculas alta­

mente especificas es dificil discernir entre estas posibilidades.

Experiencias de destrucción de la estructura terciaria de la molecula

con e M urea, con restitución de su actividad biológica despuh de recons­

tituida la proteina. han descartado practicamente la posibilidad 3 (e).

Pfirdida de actividad se ha observado por ruptura de uniones disulm­

ro. especulandose con este tipo de datos para asignar a estas uniones un

papel decisivo en ei centro activo de ia molecuia. Aúnno se ha logrado una

recuperación de actividad por destrucción y reconstitucibn de uniones di­

suli’uro. experiencia que definirfa esta posibilidad.

En la actualidad la tendencia mas admitida atribuye a la secuencia de

aminoacidos en su cadena primaria la responsabilidad por el sitio de com­

binación del anticuerpo. Por otra parte. so bien no elisten evidencias con­
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cluyentea. los modelos propuestos sobre plegamiento de proteinas tienden

a indicar que tanto la estructura terciaria como la secundaria son defini­

das en última instancia por la disposición de aus aminoñcidoa en la cadena

primaria (46).

En este trabajo se presentan los resultados y conclusiones de un m6­

todo para reducir y lragmentar inmunoglobulinas 7 S de conejo sintetiza­

das contra distintos antígenos. Fl agente reductor usado es el borohidruro

de sodio en presencia de Gres BM. La molécula en estas condiciones se

iragnenta en componentes de aproximadamente un octavo de su peso total

con formación de péptidos pequenos en escasa proporcibn.

La molficula asf tratada es soluble en soluciones salinas comunes

(0. 16 M) y es imnunolbgicamente activa.

Comparativamente se ha utilizado ademas. en alguns mediciones.

gama globulina humana 1 S.
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CAPITULO II

MATERIAL Y METODOS

Purificacióngg ¡52a globales.

Gama globulina de conejo i’uópurificada mediante el ¡“todo de la tri­

ple precipitación con sulfato de sodio usado Kekwlk (47).

El plasma obtenido por sangría total de uno o varios conejos i’uósepa­

rado de los elementos formes de la sangre por centrifucación a 3. OOORPI

durante 15 minutos. Sulfato de sodio. lI ¡ramos 1. se añadió al plasma con

agitación constante y centrifugó ló minutos a I. 000 RPM. redisolviendo el

precipitado con un búfier de fosfato de pH l y fuerza iónica de 0. 1 a un 40*

del volumeninicial. La segunda y tercera precipitación se hicieron con

sulhto de sodio 12 S. La proteina asi’purificada fuó diallzada contra ¡ran­

des volúmenes de agua destilada hasta eliminar todo el sulfato y finalmen­

te se liofllizó y manttm en el congelador.

Gama globulina hu: ana. asi como algunas preparaciones de gama ¡lo­

bulina de conejo. fueron preparadas mediante colmnnae de dietilaminoe­

tilcelnlosa descriptas por Saber y Peterson (48). Columnas del adsorbente

(3 por 25 cm.) eran equilibradas con bñfler de fosfato de pH 7 y 0. 006 ll.
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El pla-ma dializado contra el mismo büifer era nombrado en la reaina y

elufdo inicialmente con el büfler de equilibrio. Gradientee de pH-‘I.0 a

6. 0- y fuerza iónica (Ioafato O.005 a fosfato 0. 05- cloruro de aodio 0.05 M)

permiten una efectiva separación de loa componenteaproteico- del pluma.

El control de paren se hizo para amboe procedimiento- medianie ultra­

centrimgacibn analítica.

\ En algunas determimcionea ee uab gama globalina lmmana tracción Il

de Colin. obtenida por precipitacibn alcohblica. proveniente de llano

Research Laboratory.

inmunización de concloa

Coneon machoa. de 1.000 a l. 500 gramo- de peso fueron inoculadoa

con diatintoa amfgenoa: albúmina de bovino. ovoalbümina o gama globalina

humanll.

Cien mg. de antígeno eran disuelto. en bicarbonato de ¡odio junto con

hidróxido de aluminio (3 por mil) como adyuvante. Se itvectb un total de

11 mg. por animal por vía aubcutlnea. comenzando con l mg. el primer

dia. duplicnndola doeia cada tree dfaa hasta llegar a ¡a mg. por doaia

que ee mantenía como tope hasta el final de la imnunizacibn. Una aemana

deapuh de la última inyección ee medlan loe títulos de anticuerpos por di­

lucionea y ee sangraban loa animalea.

En algunoe canoa ae utilizo el antígeno con adyuvante de Freund (49)

dando en una única doaia el total de antiguo inyectado en la almdiadilla

plantar de una o doa patas de conejo. En aatoe cuna ao Mflcaba anticueg

l.



poa a loa 29 días de la inyección.

Reducciónl carboximetilacibn de la Eotefna

lnmunoglobulina de conejo y ¡ama globulina humana fueron reducidaa

en (¡rea 8 M (l i) con borolúdruro de sodio (l fi) a 41°C. con agitado per­

manente en un franco de reacción abierto. durante una hora. Finalizado

eete tratamiento y una vez alcanzada la temperatura ambiente (30 minutoe)

la mezcla de reacción era tratada con ¡cido iodoacetico 0. 035 M. Dee­

puh de 20 mimstoala mezcla ae dialiaaba durante 24 - 36 horas contra

agua deetilada o buffer en un ambiente a 4° C y con agitación permanente.

Determinaciím de recuggración

La cantidad de p’eptidoaoriginados en la molbcula reducida y carbo­

aimetilada. que no diñmdfana travfia del saco de dilusie. mt estimada

por dos procedimientos. Unode ellos consistió en difiliaie exhaustiva con­

tra agua destilada del material fragmentadoy posterior lioflnzacion. Por

peeo seco ae determinaba lo recuperado.

En otro procedimiento ee dilufa el contenido no diMible del eaco de

dillieia y ee leía a 280. la cantidad de protein retenida. previo conoci­

miento de loa coeficientea de extincion de loa respectivos iragmentoa.

Qeficientea de extincióneachlicoe

Para ¡ama globulinade conejo y ¡ama globalina humana ambas reduci­

das y carbouimetiladae fueron determinados eu. coeficientes de extincion.

Para ello despuee de reducida la molécula era dializada contra agua y lio­
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num. haeta peso constante. Conbúfler de borato pH8. 4. 0. ¡o ll ae hi­

cieron diferentea concentraciones y ¡ua abaorbanciaa ae leyeron a 380.

Determinacióndelcoeficient_ede “MME

Coeficientea de aedimentacibn -S- ae determinaron para fragmentos

de inmunoglobulima de conejo. fragmento- de ¡ama globulina humana. aa!

como en el control de pureaa al preparar anticuerpo. de conejo y gama ¡lg

bulina de enero humano. de acuerdo al procedimiento deacripto por Schac!

man (Si).

Todaa laa determinacionea ae hicieron en una ultracentrfluga analítica

modeloE. con control de temperature y el aiotema ¿pico de Schiieren.

En el clicqu de la con-tante de aedimentacibn ae m6 la (brmula de Kegelea

y Cutter (53).

2.303 log. xa - log. x 1s . .
Wa. ‘ a ' t l

-1

dondelavelocidadangular. v ' 2 Tr. .jsïo!_ “I

X2 y xl con laa distanciaa deade el centro de rotación a1 minimo de loa pi­

cos observados cn loe ticmpoe t a y t 1 respectivamente.

Correcciones de S para obtener 3° ¡0’ ' ee hicieron determinando la

constante - en el caao de globunnaa i’ragmentadna- a diatintaa concentra­

ciones. y mediante loa tactoree de corrección de acuerdo a la fórmula de

Svedberg y Pedcraen

¡ke (1-VP) 201w
3 30" SÓI. W . (I’vp)
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[k t es ls viscosidaddel solventes ls temperstun de ls experiencis.

N20 ' es is viscosidad del ¡gus n 30’C.

V es el volumenpu'cisl específico de ln proteins y P es ls densidad

del solvente. La densidad del buffer i'u‘ determinada en un picnbmetro de

5 ml. e dos temperaturss. 37 y 37 grados. La viscosidsd del buffer mt

medida en un viscosimetro de 0stwsld s 37' con dos mililitros de búfler y

2 mililitros de agus destilsds sucesivamente. ri cfilculo se hiso segun le

fórmula dc Schnchman (51).

/i t rT ’ to /Po
o. to y fo son viscosidad. tiempo de flujo y densidad del que destils­

ds ’k’ t y [3 son los correspondientes valores del buffer.

Deternúnaciálgelgaeflciente de difusion

En fragmentoe obtenidos e psx-tirde ¡ams globulim humens se determi­

nb ei coeficiente de ditusibn en un equipo de electroforesis libre y difusión

modelo H. equipadocon un sistems óptico Schiieren y de imeflerencis Ray­

leidl. Unamicroceidn de 3 mL se usb en un bano s temperature constante

de 4 ¡todos C.

Las fotografia fue) en tomsdss n distintos intervalos despuGsde tor­

mado el límite solución - solvente. usando lss muestres del sistems de

interferencia Rnyleida pero el cllculo de ls constsnte de difusion según el

metodo de Longworsth (51).

En este metodo se supone que is distribución de ls concentrsción en el
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limite es Gauaaiana y ae puede. por lo tanto. utilizar tablas de funciones

de probabilidad. El número de frendas obtenidas por el sistema Rayleigh

en cada fotografía me medido en un microcomparador deslizable y simul­

taneamente la distancia que separa las franjas entre el. Apareandofran­

jas separadas es posible medir la distancia que las separa y conocer el

valor de la función

directamente de loa datos obtenidos. En la tabla de función de probabilida­
h

des se obtienen los limites de eata integral. X '
i 4. Dt) ¡

donde ae puede obtener D.

Determinación de peao moleculafrpor equilibrio de eedimentacifin

El peso molecular de los fragnentos obtenidos por reducción, hidro­

liais y carboaimetilacibñ de gama gldmlina de conejo y humana fue calcu­

lado por el metodo de Archibaid (51).

P“ _ R. T. (dcldxzm- 3
(l-V)v Xm Cl,n

donde (dc ldx) m ee el gradiente de concentración en el menisco. Im es la

posición del meniaco y Cm es la concentración en el menisco.

Cuando el calculo involucra el segmento inferior o "bottom" de la solu­

ción se usa (dc / dnib . Cb y xb.

El valor de (dc / dz) y X ee determinan directamente leyendo la ampliación



de la placa fotografica calceda en papel milimetrado.

El valor de C ee determina según la ecuación de Klainsr y Kegeles (54).

x

xa (dc/da) ds

xm

X es una región de la meseta donde dc / d! es igual a 0.

Co se determina por medición del ¡rea encerrada por el pico de una corrida

en celda de límite sintético a baja velocidad. Detcrminnciones a distintas

concentraciones permiten atrapolar a una concentracióng ¡raficando 1/ PM.P.

versus concentración.

_E_s_tudiode homogeneidad de los fragmentos

Dada la tendencia de estos fragmentos a agregarse se hizo una determi- '

nación de homogeneidad según el procedimiento ideado por Van Holde y

Baldwin (55). Con este procedimiento se hace un equilibrio de sedimenta­

ción utilizando columnas cortas de sohicibu (l a 3 mm. ). con lo cual se

logra el equilibrio en un corto tiempo.

Con los datos obtenidos en diferentes tiempos de la esperiencia se

grafica

r

X dr versus Z / r
a

donde Z es la deneccibn de la imagen dada por el Schlieren. _s_es la sona



del menisco y g es la distancia del centro de rotación.

Los valores de esta integral para cada valor de¿ se determinan por

integración numérica del ¡rea correspondiente.

¿edición delMo de unignesdiiuli’uroreducidas1_carbouimetiladas

Esta determinación se hizo midiendo la cantidad de 8 - carboaimetil­

cistefm formada al reducirse las uniones disuliuro de la molecula y pos­

terior complejamiento con ¡cido iodoacbtico. Unaalícuota de inmuno-glo­

bulina de conejo y otra de ¡ama globulina humana reducidas. carbonime­

tiladas. dializadas contra agua exhaustivamentey lionlizadas hasta peso

constante fueron usadas.

Con este material se hizo una hidrólisis en leido clorhídrico 6. 7 N

durante 24 horas en bano de tolueno a llO’C. El material a hidrolizar

fue colocado en una ampolla de vidrio Junto con el ¡cido clorhídrico. la

solución fue congelada y cerrada la ampolla previo vacio con una bomba de

aceite.

Finalizada la hidrólisis. el material fue secado en un desecador con

pentbxidode fósforo y ¡cido sulfúrico a 31’C. El material fue redisuelto

en agus y vuelto a secar. repitiendo este paso hasta eliminar el ácido

clorhídrico. Una alícuota de este hidrolizado mi sembrada a Bcm. de am­

bos bordes del extremo de un papel WhatmanNro. l. con el objeto de

efectuar una cromatografía bidimensionai descendente.

El solvente usado en la primera direccion fue fenol-agua (80:20),

PMI-nd! ' -A-‘. * “ 5. lO M. en una cita de vidrio saturada con
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amonfaco. Deapuñsde 48 horas el papel fue retirado. dejado secar alre­

dedor de 15a 30 horas y sometido durante 36 horas. al solvente de segun­

da dimensión: acido butllico - ¡cido propfnico (60:50). Acido butflico ae

preparaba en proporción de 250 ml. del mismo con l? ml. de agua; ¡cido

propiónico era mezcla de 124 mi. de propibnico con 158 ml. de agua (66).

Utilizando como standard S - carboximetilcistefna en otra hoja de pa­

pel Whatman l era posible localizar la mancha que contenía el aminoaci­

do en la mezcla hidrolizada por revelado con ninhidrina (0, 6 fi en acetona)

y lO minutos a 80°C.

Como la cantidad as! obtenida era excesivamente alta se hizo una nue­

va separacibn por elufdo de la zone de papel correspondiente al RI del ami­

noácido. antes de ser rociado con ninhidrina. y pasaje a traves de una co­

lumna de Amberlita CG - 120 de O.9 a 20 cms. y pH 3. 26 (57).

El nminoicido olvido con el mismo büfier (pH3. 26. acido cítrico - hi­

dróxido de sodio - ¡cido clorhídrico) aparece en los primeros tubos colec­

tados.

La medicion final de la 8 - carboadmetilcistefna separada por hidróli­

sis cromatografía en papel y en Amberlita 120fue hecha según el mbtodo

de Crall y Hanan (58). Unnalícuota calentada con cianuro de potasio - ¡iri­

dina (2 ml. de cianuro 0. Ol M en 100 ml. de piridins) y fenol 80 fi se llevan

a ebullición con ninhidrins (57. en alcohol absoluto) amante 8 a 5 minutos;

finalmente se diluye con alcohol 60 fi y so lee a 570.

Síntesis de S - carboximetilcistel’na

El aminoficido fue sintetizado según el mitodo de Michaelis y Schubert(59).



5. 5 g. de clorhidrato de cistefna y 3. 6 gramos de acido iodoacetico

se disuelven en lO ml. de agua y se añade 17 mi. de hidróxido de potasio

6. 7 ll. Se añade ¡cido acetico y ultra la cistina. Se acidiiica con ¡cido

clorhídrico y se enfría durante dos horas en hielo; el precipitado es di­

suelto en agua hirviendo. y es reprecipitado de agua varias veces. Se mi­

dió el punto de fusión y se controló su pureza por cromatografía en papel.

Con este material. usado como testigo. era posible detectar la mancha

correspondiente al mismo en la separacion cromatogrlflca del hidrolisa­

do y calcular la perdida del metodo.

Medición de re‘siduos N -terminales en Ema glcbulina intacta z en gama
¿obliga reducida1 carboximetilada

El metododel 2 -4 dinitrofluorcbenseno mt utilizado en esta determi­

nación (60).

Los distintos tipos de proteína disueltos en bicarbonato de sodio 5 i

eran marcados con el dlnitrofluorobenzeno. eliminado el exceso de droga

y secados al aire. Hidrbllsis de alfcuotas diferentes se hicieron en tres

condiciones: con ¡cido clorhídrico 5. 1 N a ebullición durante 24 horas. con

acido clorhídrico 6. 7 N a ebullicibn durante 4 horas y con ¡cido clorhídrico

12 N a ebullición durante 24 horas.

El hidrolizado era atraído con her. secado en vacío. y lavado con

agua repetidas veces hasta eliminar todo el ¡cido clorhídrico. Con pocas

gotas de etanol era sudando en papel WhatmanNro. 4 previamente lavado

con buffer de ftalato 0. 08 M. pl! 6.



El solvente usado en la cromatografía fue alcohol amflico terciario

equilibrado con el buffer de ftalato. la corrida tenía una duración de 20

horas. Para el calculo de perdidas se midió la recuperación de um mezcla

de dinitrofenol - aminoácidos sometidos al proceso de hidrólisis y croma.

tografia. Esta mezcla a su vea contenta una cierta cantidad de ¡ama ¡lo­

bulina intacta. Finalmente las manchas de los diferentes dinitroienolami’

noácidos-previo secado del papel- eran cortadas y eluidaa con 4 ml. de bi­

carbonato de sodio l 1.. 15 minutos a 60 grados y leyó su absorbancia a

300.

En todas estas determinaciones se analizó solo los dinitroienolaminoa­

cidos solubles en ¡1er.

Cromatmaffa en dietilaminoetilceluloaa

lnmuno globulina de conejo y gama globulina rumana reducidas-carbo­

aimetiladas fueron fraccionadas en una columna (3 s 20 cms) de dietilami­

noetilcelulosa. La resina ms lavada inicialmente con ¡cido clorhídrico

0. 5 N. llevada s neutralidad y lavada nuevamente con hidrñaido de sodio

0. 2 N. El equilibrio se hlao con büiier de carbonato de amonio pH 8. 2.

0. Ol M. La proteina despues de [remontada fue exhaustivamente diali­

zada contra este buffer y sembrada en la columna. La elución ae hizo

inicialmente con el mismo búfler de equilibrio y posteriormente con

carbonato de amonio pH 9 y diferentes concentraciones salinas (0. l H.

0. 3 M. y O.5 M). La velocidad de flujo fue de 20 ml. por hora y el total

eluIdo de 700-800 ml. La proteina elufda fue determinada por lectura de
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eu abeorbancia a 200.

Análisis de tidoa r electroforeeie en alto volta e

Loa péptidos obtenidos del fraccionamiento en la columna de dietilaminoe­

til-celulosa fueron analizadoe por ionoforesia en papel Whatrnan 3 MM.

El buffer ueado fue ¡cido fín-mico - piridina - agua (3:0. 5:96. 8) pm. 4

colocado en una cuba de 55 a 44 a 33 cm. La cuba fue llenada con büiïer en

cantidad correspondiente a unos 7 cm. de altura en el fondoy varaol en el

rento. Uncaballete de material aislante permitía eoetener la hoja de papel

y aumergir aus bordea en loa daa compartimentos de buffer deatinadoa a

cada uno de loa electrodos de platino.

A 8 cm. de uno de loa bordea de la tira de papel - 25 a 103 ama. - ee

sembraron alícuotaa de los correapondientee picoa obtenidos por cromato­

grafía. Para eato. la proteina correspondiente a cada fracción elufda era

dializada exhaustivamente contra agua y luego lionlizada. Este material

era disuelto en unas pocas gotas de buffer y nembrado en el papel. La ae­

paración ae hizo en un período de dos horaa. ae aplicaban 2. 000 volta y

130 miliamperea.

El papel era finalmente secado al aire y revelado con ninhidrina 0. 5‘70

en acciona y posterior calentamiento a 85 grados durante ll minutoe.

Actividadbiolbfica de loa ¡remontan de inmuno ¡lobulina

Fragmentos de ¡lobulinaa de conejo antibovino aueroalbfimina y anti­

gama globulina humana fueron medidoe en eu capacidad para precipita:



con el antígeno especifico y para participar en coprecipitacibn del mismo

sistema (82).

La capacidad de precipitar con el antígeno se hiso determinando la ao—

na de equivalencia de cada uno de ios sistemas y luego ensayando dentro de

ella distintas cantidades de proteina reducida y fragmentsda.

En la prueba de coprecipitacibn se mezcló antígeno y anticuerpo en

cantidades equivalentes de acuerdo a la zona de equivalencia, y a esta

mezcla ee añadió en un cano distintas cantidades de anticuerpo purificada

e intacto. en otro el mismo anticuerpo reducido y carbouimetilado y. n­

nalmente fragmentos de anticuerpos inespeciflcos. o ses provenientes de

otro cisterna antígeno anticuerpo.

Tanto entfgeno. anticuerpo. as! como fragmentos de anticuerpo eran

dieueltos en buffer de borato de sodio ph. O.2, 0. 16 ll. mantenidos a tern­

peretura ambiente durante una hora y luego de 6 a 7 dias a 4'C. Durante

este periodo el precipitado era agitado diariamente. y al i'inai del mismo

se centrifu'gb a 3. 000 RPM durante 80 minutos. Se lavo con solución sali­

na 0. ¡6 M dos veces. ee disolvió con hidróxido de sodio 0. Oi N y se leyó

a 380 en el espectroiotbmetro.



CAPITULO m

RESULTADOS

Reducción1 carboximetiiación de Mailobulina
Cuando la molécula era reducida con borohidruro de sodio en presen­

cia de 8 M (area. complejsda con ¡cido iodoacbtico y finalmente dialisada

contra agua destilada aparecia en el saco un precipitado y un sobrenadan­

te después de una prolongada 61513318(48 - 72 horas).

Esta misma situación se repetía dializandn contra un bfifier de pH 3 y

fuerza tónica 0. 16y afin si la diálisis se efectuaba contre soluciones más

acudan. Si en cambio el büffer de diálisis tenía un pH de 8. 2 - 8, 4 y fuer­

aa ibnica 0. 16 no se observaba precipitado. Fn virtud de esta obaervacibn

el Miller de diilisis que se utilizaba en las diferentes determinaciones ree­

pondi'aa esta! caracteristicas (pH B.2 - 0. 4. fuerza ibnica 0. la). salvo

expresa indicación.

¿{gmción de la Eroteínades'ggésde diálisis

Deepubs de una diálisis de 24 horas contra grandes volúmene de agua

el peso del contenido del saco de diilisie liofilizado a peso constante osci­

laba entre un 85 a 90 fi del original de la proteina.
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cuando esta recuperacion ee medía por abeorbancia a 280. lo recupe­

rado oecilaba entre un 83 - 88 1a. En vieta del material que ee pierde por

manipuleo. la conchneibnfue que la mayoría de la proteína reducida y frag­

mentada quedaba dentro del eaco de difilieie.

Coeficiente: de extincibn esge_cfi’icon

En búfler de barato de eodio - cloruro de potaelo. pH o. 4. 0. lO M ee

determinó el coeficiente de extincion de irngmentoe de dietintoe orfgenee

y de la molecula intacta.

Tabla 3

Coeficientee de extinción csgecfficoe a 280 de Ema globulina de
conejo 1 humana intactas l reducidas 1 carboximetxladan

l 10
2'.

l cm. a 280

Gama ¡lobulim de conejo intacta 1:. l

Gama ¡lobulina humana intacta la. 0

Gama globullna de conejo reducida y
carbonimetilada l l. l

Gama globulina humana reducida y
carbozimetilada 13.4

Coeficiente de eedimentacibn

Gama globalina de conejo y ¡ama ¡lobulina humana purificada: por pre­

cipitación con eullato o columnae de dieti‘ ' ‘“‘ ‘ ‘ fueron analiza­

dee por ultracentrlfugacibn analítica. utilizando una celda de aluminio

etandard de ¡a mm. y 4' de amplitud.
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La temperatura de la corrida i’uede 30° C. la concentración de pro­

tefin de l fi en bfifler de barato 0. ll M y pH 8. L Laa fotograflaa meron

tomadaa cada l minutoa deapuña de alcanzado el maximo de velocidad

profundoen so.no nm.

En el calculo final de la conatante ae grafico el logaritmo de laa die­

tanciae entre el pico a tiempoa auceaivoa verano eatoa tiempoa.

Con amboa tipoa de proteina ae obtuvo un aolo pico regularmente ai­

m‘trico. con nn valor aproximado de 8'6. 8. Eato permitió ¡oponer que en

la purificación ae obtenía un preparado homogeneo y puro en cuanto ae

refiere a ao velocidadde sedimentación

El coeficiente de aedimentación para fragmentoa de la molecula fue

determinado en una celda de límite aintbtico. dado que en la celda etaniard

no ee detectaba ningfin pico.

La velocidad aplicada fue de 59. 780 RPM. 20’ C la temperatura, la

celda me de 13 mm. y 4°. midiendo“ variaa concentracion” de proteí­

na a loa linea de extrapolar la concentración cero ¡rafleando i/S verano c.

El Miner utilizado fue el de diiliaia del tratamiento poeterior a la re­

ducción y las concentracionee ee determinaron por lectura a 280.

El calculo de la conatante de aedimentacibn no dio diferencian eignifl­

cativaa entre tragmentoe de gama globuuna reducida de origen o humano

o de conejo. En amboa caaoa el valor de la constante fue de l. 6. hechas

laa correccionee correspondientes. El valor del volumenparcial especi­

fico. en todaa laa determinacionea fue el de la proteína intacta (0. 745) (63).
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conejopurificada por precipitación con “¡fue do sodio.
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Peso molecular Er el métodode Archiand

Fragmentoa de ¡ama globulina de conejo y ¡ama globulina humana

fueron analizado- en exponencial de equilibrio de eedimentecibn.

Solucionee de difereniee concentraciones. en buffer de barato pH 8. 4.

o. ¡o I. fueron corridas en un celda de doble eector. de 12mm. 4’. con

una pieza central Filled - Epon. en una ¡alimenta-(fuga analítica modelo

I a 13.800RFI.

Fotografias a dii’erentee tiempoe de la corrida. una vez logrado el

equilibrio-4 6 6 horas despuúe de alcanzada la velocidad maxima aleron

iomadaa y calcodae en papel milimetrado deepuee de eer ampliadas unn

12 vecee.

La inversa de los valoren de peeo molecular aparente. obtenidocon

eete mando. fueron ¡raflcadoe vereue concentración.

El peao molecular determinado para fragmentoe originadoe en la re­

ducción e hidrólisis de loa doe tipoe de protefna ee da en la ¡lguieIne tabla:

Tabla 3

Determiggción de Eso molecular mediante ¿guilibrio de eedimentacibn
de ¡ama globulina humana z de conejol reducidas 1 cnrboximetiladas.

Fragmemoe de gama ¡lobalina de conejo ll. 000

¡’ra‘mentoe de ¡ama ¡ldmlim humano 10.200
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M Velocidadda aodimontacibnde gamaglobuunade conejoredzmlda

y carbonlmetlhduenceldaa. uma um». ¡a mm.4° .

RPM: 59780 ; T: 20°: cone. 0.5%. Fotografias cado. s min.



Peso molecular del fragmentode ¡En ¡lobulinahumanareducida E se­

dimentscibn-dii'usibn

La constante de dinislbn D. permitió comparar los dos metodos de me­

dición de peso molecular.

La experiencia de difusión libre se hizo con una concentración de 0. 6 fi

de protein por un periodo de 40horas a 4° C.

Correcciones de la constante ee hicieron según la Ibi-mulasiguienteflñi)

zoe' W ' o M10W

T es igual a temperatura del experimento.

{ha [7“, es la viscosidaddel solventerelativa a la del son.

mi“, a viscosidad del agua a la temperatura del experimento.

¡ku w- vi ecoeidad del agua a 30’ C.

¡:1valor final obtenido fue de D ¡0. ' - 1. 1 . ¡o ’7 cm’ / seg.

. El peso molecular según los dos metodos usados. para este fragmen­

to. se da en la tabla siguente:

Tabla 4

Determinación de eso molecular de a lobulina humana reducida
carboximetilsda mediante e uilibrio de sedimentaciE; sedimenta­

cign - difusion

¡“todo 8° ¡0" D¡0. ' Pesomolecular
Sedimentscion-diius. l. 8 7. l 20. 100

Eqmlibrio-sediment. -- --- ¡0. 300



Memmschuememmnfldfimhdammmacizhdeh
mamandomglobunmhummy
“Mmm. Experienciaanequipodocual-otorganlibro

ydifuliün Splncomodeloa. CeldadoSmm. 1': 4°; fotografias

alos 84. 460y1.890m1nutoa.
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Homogeneidnd de los fragmentos de inmunoglobnlinn de conejo

Con columnss de l. 5 mm. de solución en uns ceids de doble sector y

piess central Filled-Epon se determinó homogeneidsdde los fragmentos

según el procedimiento de Van Holde y Baldwin (55).

Les concentraciones moron determinndss en uns celds de limite sinti­

tico e baje velocidad.

Ls tempersturs de is esperiencis se msntuvos 30’ C. . impresionado

ls place Raton-Miesn diferentes tiempos. Ls medición de ln deflección por

is imagen del schiieren ns! como las distsncins si centro de rotación se

hicieron en nn microcompnrsdor, previo conocimientode las diferentes

constsntes de ls ultrncentrifugn pero.iss dimensiones del rotor y iss dis­

tancias del camino óptico.

En los extremos de ls columna. los nlores de 5 ersn tomsdos csds

0. 08 cms.

El gráfico de ls integre! versus Z/r dio uns rects regulsrmente de­

rechs. Ls inlts de concsvidsd hscis arriba permitió suponer que no hnbh

ngregncibn en el sistems o si existís ers mínima. (Fin. 6).

Númerode uniones disulfuro reducidas Er el borohidrnro en gresencis
de ulren 8 M.

En ls tsbls 5 se dsn los valores medidos de uniones disuli’uto redu­

cidas, detectadas como S - c-ï‘ ‘ “‘ '—‘' _

Hidrblisis de 5 - 10 mg. de ¡una globnlins lmmsnn y de conejo redu­

cidas]; cnúozimetilsdss. disiissdss y liofllissdns se hicieron según el

procsdimiento descripto en Mitodos.

l i . .as
I

1
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La “punción por cromatografía dc papel permitió visualizar um mag

cha perfectamente “parada dol neto do aminolcuioe cuandoera revelada c

con ninhidrina y comparada con ol etandarll.

Cuando esta mancha era cortada y medida cuantitativamente por elu­

ción con cloruro do cadmio 0. l i en metanol 60 fi y lifdl l 530. IOob”­

nfancitrae anomalmonta altas para el contenidodo cietefna de la molicu­

la. Eato hizo panaar que el eietoma ora incflcan para separar alguno­

aminoficidoaanilogoeeetructuralcede la 4-4 “‘-'-‘"“ En cape­

ricnciaa de prueba ee pudocomprobar que el ¡cido (lmimico eo dupla“­

ba con lo. aolventce ueadoe con ol mismo R! de la canonimetilciatcfna.

Ello obligóa una num eeparacibn. que M lograda con Amboruta

CG 120 a pH 3. 23. datenibndoee la carboaimotilcietofna pura olufda cn loe

primeros tuboe de la columna.

99.9.9.

Contenido de S carboaimetilcistefna eg gama globulina humana 1
de conejol reducidas l cu‘boximctiladu (l)

Tipo de proteína S-carbolimotilcietofm mol]mol proteína (3)

Conejo u. l
Humana no. 0

(l) Promedio de cuatro dctcrminacioooe

(2) El poao molecular do la proteina ee supone 180.000 g.

La recuperación del aminolcido on toda la caperiancia incluyeulo hi­

dróliaia. cromatografia cn papel y an la columna oacilb outro un ¡0 y 00 S.



Residuos Nterminales en la molkuh intacto z en ls mollculs reducido z

¿grboximotihdl

stls 6

Aminotcidos N terminales en ls proteins intscts y reducida y Cll'bO"

¡imotilsdn (l)

Moles de ¡mino‘cidos N terminal por Mol de proteina (2)

Dinitrofcnil fldmde conejo glob.de conejo glomemsns ¡lob.humans
sminoácido intacta rcduc. y intacto reduc. y

carbonim. corbozim.
Ac.“ph-tico 0. 39 2. lO 0. 71 3. ¡a

Ac. ¡lutfimico 0. 10 l. 70 l. 0| 1. 40

Serins 0. 31 l. 44 0. 10 l. 50

Glicins trazosa trans --- --­

Trconins 0. 13 l. 50 0. 10 l. 30

Alaninn l. 00 3. 10 0. 10 l. 80

Vslins trszns trozos --- --­

(l) Promedio de cinco doterminsciones.
(2) Los resultados un expresan Malos de residuos N terminsl por 150.000 g.

dc proteina.
(8) Menos dc 0. 06 Mol“.

El número dc DN? nminoicidos encontrado se msntuvo constante y su

valoracion cusntitstivn estaba en los distintas determinscionos dentro de

un rango del 16-20 fi sl compsrsr uns con otra.

En Lstebls siguiente se don los porcentajes de recuperación de sminoí­

cidos dinitroienihdos sometidos o hidrñlisis en idinticss condiciones. y

posteriormente cromotogrnflndos.
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Tabla 7

Determinaciónde recuEración de dinitrofenilaminoácidosagendas a
hidfiaiisis Loromatcgraffa

10recuperado

Dinitrofenil Aspórtico 70. 0

" Glutómico 72. 5

" Alanina 05. o

Para determinar esta recuperación 0.2 mg. de cada uno de los corre!

pondientes dinitroienilaminoñcidos fueron sometidos, junto con 20 mg. de

gama globulina intacta a hidrólisis con ¡cido clorhídrico 3. 7 N. durante

24 horas. Despuós de eliminado el ¡cido clorhídrico se cromatograiiaron

en papel Whatman Nro. 4 con bfifter de alcohol aml’licoterciario como sol­

vente.

Los resultados de la valoración cuantitativa de residuos N terminales

de la molécula no tratada, sea de origen humano o de conejo concuerdan con

los datos publicados por diferentes autores.

Separaciónde frmntos deEma ¡lgbulinareducidaz carboaimetilgga

La obtención de un solo pico regularmente simótrico después de la re­

ducción e hidrólisis de la molécula por ultracentrifugación analítica. junto

con la recuperación en el saco de diálisis de la mayor parte de la protefm

inicial. permitió suponer su fraccionamiento en componentes de igual o si­

milar peso.

En vista de esto se planteó la posibilidad de separar estos fragmentos.



Despuos de intentar diferentes tipos de resina de intercambio iónico.

pudoestablecerse que en dietilaminoetilceluloaa el material era retenido

en su mayor parte. (Fin. 7).

Diferentes cantidades do proteina -entre 100y 200 mg. - de inmune

globulinaa de conejo de diferentes especificidades. o gama globalina huma­

na fueron reducidas y cromatografladaa.

La elucibn se hizo a flujo continuo con un colector de fracciones auto­

mático durante 48 - 50 horaa. Las condicionea de elucibn. fueron descrip­

taa en el capítulo de Métodos.

La recuperación obtenida en cada uno de los picos ae da en la tabla

siguente:

_Tabla 8

Determinaciónde la cantidaderMcfm recuperada en cada una de
_l_asfracciones elufias de la columna de dietxlaminoetilcelulosa.

Fracción elufda fi doi total sembrado

I 19

n 39

III ll

IV 15

Total recuperado 31

Por cambios en laa condicionea de elucibn no se obtuvo ninguna otra

fracción.



Un gradiente lineal aplicado a la columna en condiciones similares a

la elucibn por "Step-wwe" dio resultados similares.

Sin embargo ls separacion de los distintos componentes no era tan al­

tamente satisfactoria como en la elucibn por pasos.

Análisisde elufdosde la columnadeDEAE-celulossEr
electroforesis en alto voltale

Despues de dialisado contra agua. el material correspondiente a cada

tracción elufds de la columna ers liofilisada hasta total sequedad.

Alfcuotas en cantidades identicas eran sembradas en papel Whatmanli

MI en las condiciones y solventes explicados en Metodos.

Cuandoel material analizado correspondía s cada uno de los ucos de

la columna pertenecientes a la misma molecula fragmentnda. se compara­

ba el grado de diierencias en las cuatro fracciones obtenidas por separación

cromatogrifica.

Con estos ionogrsmss era posible confirmar que el material corres­

pondientea cada una de las lrsccciones representaba péptidos diferentes.

gomación Er ionoforesisdepeptidclpertenecientes a distintosanti­stm 0-.
Gama globulina de conejo antisuero albúmina de bovino y gama ¡labu­

lina de conejo antigama globulina humana fueron separadas en sua cuatro

fracciones por cromatografía en DEAEcelulosa. previa reducción con

borohidruro y carboximettlación.

Cada tracción fue dializada y lionlizada. Una alícuota de cada una de

ellas fue sembrada en papel Whatman 3 MMjunto con la tracción anfiloga
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correspondiente a la otra molécula de anticuerpo.

El análisis de los ionogramas peptfdicos permitía observar analogías

y diferencias entre las fracciones de distinto origen.

Comparando los p'eptidospertenecientes a las fracciones l 6 i! obteni­

dos a partir de los dos anticuerpos indicados. los ionogramas eran idénti­

cos.

Si en cambio la fracción Ill o la fracción IV eran comparadas con sus

análogas. ciertas diferencias era posible visualizar.

Estas experiencias fueron repetidas con material proveniente de dis­

tintos animales. manteniendo“ los mismos modelos ionofor'eticos.

Mgdidade la actividad biológica de inmunoglobulinarÉcÍda l carboximg:
tilada.-—_...

La medida de la actividad biológica se hizo determinando la capaci­

dad de precipita: y de coprecipiim- de la molécula reducida y fragmentada.

a) Prueba de precipitación de los fragmentos con el antígeno.

Para esta medición se determina?)previamente la zona de equivalencia

en al sistema gama gloi‘ulinaantiauero albúmina de bovino-suero albúmi­

na de bovino.

Aun volumen constante de suero inmune se le añadieron cantidades

crecientes del antígeno. se llevó a volumen con büfi'er de pH B.3 y fuerza

ibnica 0. 16 e incubb a 37’C una hora. y luego una semana en la camara

fria (4’ C). La cantidad de precipitado se valoró a 200 disolviendo con

hidróxido de sodio 0. Ol N.
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Una m determinada la zona de equivalencia. y conociendoloe coefi­

cientee de extincion eepocfficoe de antígeno y anticuerpO. fue poeible co­

nocer la cantidad de proteína en el precipitado. perteneciente al anticuerpo.

Zona de ¿(Egvnlencia en el_aist¿mn ¡Loggilpügnina de bovino - antisuoro ­amm: debovino

Suero inmune (m1.) Antïgeno (m3.) D. 0. a 200

o. i o. oo o. 100

" o. oo o. no

" o. ¡o o. ¡so

" o. u o. ¡eo

"" o. iz o. ¡es

” o. ¡a o. no

" o. 14 o. iso

" o. is o. 160

" o. lo o. lao

" o. 11 o. ¡oo

" o. ia o. 01o

" o. 19 o. 04o

" o. ao o. 020

Dentro de la zona de equivalencia numerosas experiencia de preci­

pitación del antígeno ee hicieron. utilizando el anticuerpo eapecffico puri­

ficado. reducido y fragmeniado eegfin el m’etodoinformado.

En ningúncaeo ae observó precipitación.
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b) Analisis por prueba de coprecipitacibn

En el sistema gama globulina de conejo antisuero albúmina bovina-suero

albúmina bovina fue tostada la capacidad biológica para participar en copre­

cipitacibn del anticuerpo fragmentado.

O.l ml. de suero inmune y 0. 14 mg. de antfgeno se usb como patrón

(fig. la).

A una serie de tubos con esta mezcla se les añadió cantidades crecien­

tes de anticuerpo purificada intacto y estos valores fueron tomados como

capacidad máxima de la molécula para coprecipitar (100%).

Cuandoel anticuerpo intacto era reemplazado por anticuerpo fragmen­

tado en cantidades equivalentes la coprecipitaciún alcanzaba un 60 - 70 1.

del total logrado con la molécula no tratada.

Si se usaban fragmentos obtenidos por reducción de gama globulina

de conejo anti gama globulina humana, la coprecipitación era nula. Tam­

poco se lograba coprecipitacibn si se agregaban fragmentos obtenidos a

partir de gama globulina de conejo inerte, . o sea de conejo no inmune.

Cuando se utilizó en esta medición el sistema antigama globulina

humana-gama globulina humana. siempre con anticuerpos purificados de

conejo. los valores de la prueba i'ueron menos elocuentes. Lo observa­

do fue una escasa capacidad de coprecipitar para el anticuerpo intacto.

lo cual indicaria una cierta inactivacibn de la molécula o una deficiente

sintesis de anticuerpos.

Utilizando el sistema de precipitación antisuero albúmina bovina- sus

ro albúmina bovina. fue medida la actividad biológica del anticuerpo trag­



Ánllcuerpo no ¡tratado

FPU’MCHEO

D.0.280

l l l é
tu 1.5 ¿0 3.0

Peso-ele anticuerpo o ("amonio ¡Rodado[ms\

F1355 12:(Jo-precipitacióna1 el listen inmunoglobulinnde conejomi“ ¡aeroli­
buminnde:ï' -; ::::“" ' debovino.
Anticuer no tratado es la edicion de inmunoglobulinade conejo purificada
conteniendo anticuerpos contra cueroaibumina de bovino.
Fragmento ea la adicifin de le.misma proteína reducida y carbonmetiiada.
La curva inferior representa los valores obtenidas por el egresado de game
globunnn de conejo inerte o inmunoglobulina de conejo anti - cama globunna
humana, ambas reducidas y carboximetilndas.
El gráfico incluye los valores promedios de 5 determinaciones. each um de
elias oon anticuerpos provenientes de distintos conejos.



mentado y fraccionado en la columna de DEAE.

Cada una do las fraccione- obtonidaa en la columna. aof como las po­

oibloo combinaciones outro ollas fueron tostadas. En todoo los casos la

cantidad total do proteína añadida al síntoma ora ¡dtntica al patrón usado

do alcbulina intacta.

Lu fracciones individuales eran todas biológicamente lnactivaa. no

observándose nlngfinaumento on la proteina del precipitado (Flg. 18).

Cuandoac utilizaban laa cuatro traccion“ juntan. ol valor por copro­

cipitacibn alcanzaba un 50%do la molficula reducida y carbozimetllnda.

De las poniqu combinacionoa do cotas fracciones ododoo en dos o

do trca on tm- únicamente ol complejo fracción m- fracción IVmostra­

ba un numonto en ol procipitado proteico y coto ora do un 50 fi dol logrado

con cl anticuorpo reducido y carboximotilado.
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Figura 13: Co-precipitación en el sistema inmunoglobulinnde conejo entusueroal­
bumina de bovino)—sueroalbumina de bovino.
o agregado de inmunoglobulinade conejo antisueroaflmmina purificada.
o adición de una combinación de las cuatro ' fracciones elufdas de DEAE-celulosa.
I adición de la combinación dada por fraccionw III y IV elufdas de DEAE.
A adición de fracciones individuales obtenidas de la columna de DEAE, o adición

de las combinacionesposibles entre las cuatro fracciones elufdas. distintas de
la combinación III-IV.

Todas estas fracciones fueron obtenidas por cromatografía a1 DRAE-celulosa
de inmunoglobunnade emejo musueroalbuminn de bovino. redicidn y arbonmetllndn.



CAPITULON

DISCUSION

Estructural ¿gtiyidadbiológica del imnnnoglobulinasmediante e! estudio
de sus (negamos.

El tamno y la heterogeneidadde este tipo de macromoleculas ha di­

ficultado la interpretación de los resultados que correlacionan estructura

y actividad en el total de la proteína.

Como se ha expuesto en el capitulo de introduccion, el problem ha si­

do encarado mediante el fraccionamiento de la protefna y en analisis de

los componentes obtenidos.

Los resultados presentados en este trabajo encuadran dentro de este

tipo de enfoque .

Por acción dei borohidruro de sodio y (¡rea 0 ll la molecula de ¡ama

¡lobalina es Ingmentada en varios componentesaparentemente similares

en au tamano.

El análisis en ultracentrffuga analftica del material dializado y solu­

ble. en una celda standard. al no revelar ningúncomponente que sedimen­

tara hizo suponer una hidrólisis total con destruccion de la molécula y

formación de pequenos piptidos. no detectables por el analisis de sedimen­

tación, o bien la tormambn de componentes interiores a 30. 000 en peso
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molecular. que representa el lfmite inferior aproximado del material re­

velado por le celda standard.

La obtención de un solo pico regularmente aimbtrico, cuando ae usó

una celda de ll’miteeintfitico. reveló eatar en presencia de uno o varios

fragmentos. inferiores a 30. 000 en peao molecular. pero a su vez con el

alimento tamano. como para ser retenido por el naco de diálisis standard.

La recuperacion de la proteína reducida y carbouimetilada. medida

como material no difuaible. mostro que la mayoría del material de parti­

da. en el tratamiento con borohidruro quedaba en el naco de diálisia y por

lo tanto la formación de pequenos pebttdoa era reducida.

El peeo molecular de estos fragmentos determinado por el equilibrio

de sedimentación o por el procedimiento de eedimentacibn-difuaibn. en el

caso de fragmentos obtenidos a partir de gama globulina humana. dio valo­

res que estaban dentro de los esperados.

Los componentes obtenidos a partir de gama globuuna de conejo

(18. 000) o de gama globalina humana (19. 200), son similares en peso mo­

lecular y representa ceda uno. aproximadamente un octavo del total de la

molécula.

Anegación de eatoe pñptidoacon fracciones mia pequenos. aon tre­

cuentea dando valores de pero anormalmente altoa. Esto quedó aparente­

mente deecartado por experienciae .de equilibrio de sedimentación en co­

lumnas cortas, y el análisis de loa resultados según el procedimiento pro­

puesto por Van Holde y Balwin.



Ente tipo de ieet confirmó. junto con la recuperación de la casi tota­

lidad de la protefm inicial. la probable ruptura de la molócula en frag­

mentoe aimilaree en tamano con la producción eecaaa de pequefloe pópti­

doe.

Por otra parte la reproducibilidad de loe valoree de peeo molecular

por equilibrio de eedimentación. ee! como la buena correlación eaietente

entre eeioe valores y loe obtenidoe por el mótodo de eedimentación-dii'u­

eión. en el caso de componentes provenientes de proteína humana. permi­

ten aceptar como probablee eatoe valoree.

Resumiendo loe reeultadoe del peso molecular de eeioe fragmentoe

puede comluiree lo eiguiente:

l) Aueencla de material que eedimente en la celda standard. por lo tag

to euperior a 30. 000 en peeo molecular.

2) Retención en el naco de diólieie de la mayor parte del material. in­

dicando que loe fragmento» poeeen un peeo molecular euflciente co­

mo pera no atraveear la membrana.

3) En concordancia con eetoe hechoe. la obtención de una constante de

eedimentación de l. 5 y un peso molecular por equilibrio de sedimen­

tación de la. 000 - lO. 000.

4) Un eolo pico regularmente simótrlco, en la eedimentación con celda

de limite sintético y ausencia de curvatura en el anilisie por el mó­

todo de Van Holde y Baldwin. que hace suponer que loa dietintoe com­

ponentee en que eeJia resuelto la mol'ecula sean eimilaree en tamano.



Estabilidad l reducción de uniones disuh‘uro

Por titulación amperom‘etrica. en soluciones de (iras 12 molar, con

mercapto-etanol en concentración 0. 54 molar y 40' C durante 45 minutos

se ha detectado hasta 43. 7 grupos suli'idrilos en la molécula intacta pro­

veniente de suero de conejo (33).

Estos grupos sulfldrilos corresponden a 21 o 23 uniones disuli‘uro. El

mismo autor informó haber encontrado 2. 2 grupos suitidrilos libres en la

molécula intacta.

Acerca de la distribución de estas uniones disulfuro de la molecula de

gama globulina en uniones intercadenas y uniones intracadenas no existe

acuerdo unánime.

El número de uniones disulfuro que conecta cadenas. distintas en la

molecula. oscila entre 3 y 7 segun distintos autores (28-33 y 34). Más afin

si el modelo propuesto de cuatro cadenas. afin requiere información con­

firmatoria. la clasificación de uniones diquuro comointer e intracade­

nas se complica un tanto.

Acerca de la posibilidad de que existan grupos sulfidrilos libres en la

molecula. los resultados obtenidos por diferentes autores revelan un valor

mucho menor al informado por Utiumi y Karush (33). Cecil y colaborado­

res. (33) que no han detectado grupos suliidrilos libres en la molécula, op_i

nan que el metodo de titulación con plata da valores excesivamente altos.

El analisis de s - carbonimetilcistefna en la moleculn de origen humano

o de conejo. reducida y carbonimetilada con borohidruro de sodio en (¡rea

8 M y ¡cido iodoacetico, ha dado valores por encima de los correspondientes
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e une ruptura de uniones dioulfuro exclusivamente intercadena.

Es evidente que la desnaturalizecibn lograda por le.firee 8 ll expone

e un considerable número de uniones disulfuro el efecto del borohidrudo

y este número incluye uniones intrecadene.

En primera aproximación podria concluirse que todos las uniones di­

sulfuro intercadena han sido reducidas y junto con ellos un cierto número

de uniones intrecadene.

Aqui la imerpretecibn de resultados enfrente ciertos hechos no del to­

do eclerados. Por una parte he oidopostulado que le union intracedena ee

mln resistente e los reductores que la intercsdene. y esto se ha supuesto.

no sólo para gama globulina. sino este diferentes proteinas (32).

Sin embargo. a menos que se utilicen condiciones de reducción muy

suaves (0. 01 M mercapto etanol a pH 8. 2) le reducción de puentes disuli'u­

ro intercadena en gema globulim, ceei siempre se acompañe de algun gre­

do de reducción de las uniones intrecadene (34).

Otro hecho e tener en cuenta es el referido e una probable estabilidad

de las uniones dieuliuro intercadena conieride por uniones no covelentes

de vecindad (85).

Finalmente el desplegamiento de lo molécula de gema giobuliua por

efecto de la (tree 8 Mno es total (66),quedandouna cierto zone no desenro­

llede e partir de le cual ee lograría le renaturslizecibn de le molécula con

recuperacion de su actividad biológica ei eliminarse le urea. Existe por lo

tanto la posibilidad de que en ete zona no desplegada puede quedar alguno
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unión disulfuro intercadcna "protegida" y no rcducible en las condicicnes

experimentales usadas aqui.

En vista de estas consideraciones. Laconclusion extraible de los datos

presentados en la tabla S. solo permite afirmar una considerable reducción

de las uniones disuliuro (aproximadamente un 50 ‘70del total) que incluye uni_o_

nes inter e intracadenae.

Residuos N terminales en la molectga reduciday carjggimetiladil

La aparición de nuevos aminoácidos N terminales en la hidrólisis pro­

teica permite iníormar acerca del número de uniones peptidicas hidrolisa:

das.

En la interpretación de resultados es indispensable conocer previamen­

te, el número de aminoácidos N termimles en ¡a molecula intacta. que a su

ves informa conjuntamente con el número de aminoácidos C-‘tetmlnales so­

bre el número de cadena de la molficula.

En goma globulina de conejo se ha encontrado un residuo N terminal

(Mai-nina)y dos en (lobulina humana (un ¡cido asplrtico y un ¡cido gluti­

mico). conjuntamente con residuos de otros aminoicidos N-terminales en

pequena ¡waporclbn en ambas proteínas.

El modelode estructura propuesto por Porter incluye cuatro o quizh

seis cadenas en la molecula. La contradicción entre estos datos ha sido

resuelta suponiendoque algunos residuos N-terminales no son reactivos

pera el método de medición o estln complejados con otros compuestos.

Datos recentes (68) Indican que el residuo N terminal en la cadena pe­

sada o cadena A de globulina de conejo seria el ¡cido pirrolidoncarboxflico.
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una de las cadenas A. y sobre esta sona actúan en su efecto protnlftico

PaP'aÏIlaypefisína aunque en sitios diferentes (31).

La existencia de esta sona menos "tubular" que el reste de la mole­

cula. sensible al efectoproieolfiicode minas. cuece la posibilidadde

localizar ea la misma el electo hidrolfiice del borohidmre en presencia

de¡rea l I.

Laconclnsibniinalprobable.perloiaute. esquelañreallevaau

despleganienie casi total de la proteina perniiiefio al redactor quimico

la ruptura de las uniones disulfure que unen cadenas diierenies. Un efec­

to de hidrólisis de uniones pepifdicas sobre las cadenas pesadas. con

formación de componentessimilares ea peso, completada el electo de

mah inicial.

¿gm-ación de los comgnenies obtenidosEr reducciónz carbotimetila­
ciónde la ¡2 ¡lobulins

¡aire losdiferentesamo. utilisedospara separar los lamentos

muy peces dicen resultados efectivos.

Unode ellos. la elecu'eioresis libre ea Mer de barato. indicóes­

tar en presencia de varios componentes heterogeneos e indnuoa un inten­

to de separación de los mismos.

ll uso de resinas de'intercambio ibnice die resultado iavorable fini­

camente con di-fl‘ ‘ 4“ ‘ ‘ en las condicionesya aplicadas.

La recuperación de la proteína alcanzaba sole alrededor de ua toi.

Isis perdida es significativa en este tipo de nacronolficulas. sobre todo

en la recuperaciónde su actividadbiolbdca. la general. ¡m es el prin­
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de la moltcula. Estos mismos componentes se observan en individuos de

una misma especie, no detectando“ diiorenciaa entre los distintos com­

ponentes; no eatando por lo tanto estas diferencias relacionadas con va­

riaciones ¡enüticas individual".

El hecho de que cadenas B de globulinas] del mieloma humano,_que

se consideran idtnticas a las cadenas B de inmunoglobulinasnormales.

Iueran analizadas por ol mismo procedimiento y no mostraron tal hetero­

geneidad. descarto la posibilidad de un artefacto de tecnica (24-60).

Una probable explicación de cotos hechos oe ha intentado al suponer

una sintesis de cadenas B de protofnas del miolona por un grupo relati­

vamente homoginoo de cñlulas derivadas de un simple clon. aunque resul­

tados que lo confirmen ao han sido comunicados (al).

Hechos similares a estos se han observado con cadenas A. exigiendo

el analisis de los datos que pretenden correlacionar estractura con activi­

dad biolbgiea una extremada cautela.

ln el enllisis do pñptidospor ionoioresis. la heterogeneidad en loa

modelos obtenidos por la comparación do fracciones origimdas en distin­

tos anticuerpos. reducidos con borohidruro en presencia de área l li. no

necesariamente puedevincularse a especincuad biológica.

In este sontido. un primer factor a considerar es la posibilidad de di­

ferencias atribuiqu a variacionos geneticas individualos, on la medida en

que los distintos anticuerpos fueron sintetizados por diferentes grupos de

animales.

Dos hechos pueden. sin embargo, reforzar la hipótesis do au vincula­
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