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3.1 DISTRIBUCIÓ SUBCEL·lULRR DE L'RCTIVITRT INHIBITORIO

DE FETGE DE RHTfl SOBRE PROTEINfl FQSFRTflSfl TIPUS 1 I

5UBSTRRT HMG-COR REDUCTRSR

TaL com s'ha exposat prèviament en La Introducció,

en el nostre Laboratori es duien a terme diferents estudis

sobre proteïna fosfatases de citosoL de fetge de rata amb

activitat sobre L'HMG-Cofl reductasa. L'objectiu següent a

assolir, que fou l'objecte d'aquesta Memòria, era L'estudi

dels inhibitions proteics de proteïna fosfatases de citosol

de fetge de rata, i la seva posterior identificació amb

altres inhibitions ja descrits.

Donat que el treball de la present Memòria va

coincidir en Les seves primeres etapes de realització amb

el trebalL de purificació i classificació de Les

quatre HMG-Cofl reductasa fosfatases de citosoL de citosol

de fetge de rata, es va creure convenient en aquesta prime-

ra fase, ta utilització de les subunitats catalitiques de

la fosfatasa tipus 1 i tipus 2R de múscul esquelètic de

conill (234), ja descrites i classificades, per a la deter-

minació de l'activitat inhibitoria. R més a més, per tal

d'evidenciar diferències o similituds entre L'activitat

inhibitoria present en citosoL de fetge de rata i La des-

crita en múscuL esquelètic de conilL, es va utilitzar també

el substrat glicogen fosforilasa.

3.1.1 Subfraccionament cel·lular

Un cop sacrificades les rates i extrets els fetges,

es preparaven Les diferents fraccions tal com s'ha descrit

en l ' apartat 2.6.
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3.1.2 Preparació de Les mostres i determinació de L'acti-

vitat inhibitoria

flbans de procedir a La reaLització de L'assaig per

determinar L'activitat inhibitoria present en Les diferents

fraccions subceL-LuLars, obtingudes per centrifugació, en

L'apartat anterior, fou necessari preparar-Les mitjançant

un tractament previ. Rquest tractament era inprescindibLe

per poder fer paLesa L'activitat inhibitoria. En primer

LLoc es sotmetien a una cromatografia de geL fiLtració en

coLumna de Sephadex G-50 per a eLiminar tots eLs inhibitions

no proteics de Les proteïna fosfatases. En segon LLoc, a un

escaLfament a 95 °C durant 5 min per destruir tota L'acti-

vitat fosfatase present en Les mostres.

Una fracció de 100 uL de cada una de Les mostres en

Les quaLs es voLia determinar L'activitat inhibitoria

s'apLicava a una coLumna de Sephadex G-50 C5,5xO,5 cm)

equiLibrada amb Bis-tris 40 mM a pH 7. Seguidament es

centrifugava a 3.000*g durant 3 min i, 50 uL de L'eLuït

s'apLicaven sobre 50 pL de soLució amortidora Bis-tris

40 mM a pH 7, que es mantenia a una temperatura de 95 °C en

un bany-maria. Passats 5 min, La mostra es refredava en un

bany de geL i es centrifugava en una centrifugadora de

sobretauLa tipus "Eppendorf" a 10.000*g durant 50 min. EL

sobrenedant obtingut era a punt per assajar-Lo.

L'assaig es duia a terme incubant 15 uL de La

mostra a assajar amb 15 uL C3U) de La subunitat cataLítica

de La fosfatasa 1 de múscuL esqueLètic de coniLL diLuïda en

La soLució amortidora d'assaig composta de: Bis-tris 40 mM

a pl·l 7, DTT 1 mM i aLbúmina 0,5 mg/mL. La mescLa s'incubava
durant 15 min a 37 °C. La reacció s'iniciava a L'addicionar

20 uL ÇO,22 ug) d'HMG-CoR reductasa inactiva i homogènia
diLuïda en La soLució d'assaig. Després de 15 min a 37 °C
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es determinava L'activitat reductasa fosfatasa segons s'ha

descrit en L'apartat 2.3.3 . L'assaig es reaLitzava per

dupLicat i es duien controLs en eLs que s'omitia L'inhibi-

dor, La fosfatasa, o bé ambdós components.

Una unitat d'inhibidor disminuïa L'activitat reduc-

tasa fosfatasa de La fosfatasa 1 en un 50% en Les condi-

cions descrites.

En totes Les fraccions es determinà L'activitat

inhibitoria sobre La proteïna fosfatasa 1 i substrat gLico-

gen fosforiLasa. L'assaig es reaLitzava taL com s'ha

descrit en L'apartatat 2.3.8.2.

EL resuLtat obtingut fou eL que es mostra en La

TauLa II, on s'observa que L'activitat inhibitoria sobre La

fosfatasa 1 es LocaLitza en La fracció citosàLica, tant si

eL substrat utiLitzat era L'HMG-CoR reductasa com si era La

gLicogen fosforiLasa.
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TRULR II. DISTRIBUCIÓ SUBŒL-LULRR DE L'RCTIVITRT INHIBI-
TORIR SOBRE Lfl PROTEINR F05FRTR50 TIPUS 1.

Les determinacions d'activitat inhibitoria es
feren en tres tots de 10 a de fetae cadascun. Les mostres
s'assaiaven seaons s'ha descrit anteriorment i en L'apartat
2.3.0.2.

Es va aonar el valor oe 100 a les unitats d'in-
hioidor de La fosfatasa tipus 1 per aram de fetqe presents
en el SPM de fetqe de rata.
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3.2 PURIFICflCIO D'UN INHIBIDOR DE PROTEINfl FOSFflTflSfl 1 fl

PRRTIR DE CITOSOL DE FETGE DE RRTfl

Un cop determinada La presència d'inhibidors pro-

teics de L'activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa

tipus 1 en eL citosoL de fetge de rata es va procedir a La

seva purificació i cLassificació.

3.2.1 Obtenció deL citosoL i escaLfament a 95 °C

L'obtenció de citosoL es reaLitzà taL com s'ha

descrit en L'apartat 2.6, pero en aquest cas La quantitat

de teixit utiLitzat osciL-Lava entre 110 i 120 g de fetge.

Un cop obtingut eL citosoL, es sotmetia inmedia-

tament a un procés d'escaLfament a 95 °C durant 10 min. La

preparació s'apLicava en fraccions de 10 mL sobre un voLum,

iguaL aL de La mostra, de soLució amortidora d'homoge-

neïtzació prèviament escaLfada a 95 °C en un bany-maria.

Rquesta operació requeria una especiaL atenció, ja que

caLia mantenir en tot moment La temperatura constant i a

95 °C. De no fer-ho així eLs rendiments disminuïen conside-

rabLement. FinaLitzada aquesta operació, es mantenia La

mescLa 10 min mes a 95 °C. fi continuació, es refredava

mitjançant un bany de geL fins a 4 °C i es centrifugava a

30.000xg durant 15 min per a eLiminar tota La proteïna

desnaturaLitzada per L ' escaLfament. Es recoLLia eL sobre-

nedant i es procedia a La precipitació àcida, fl partir

d'aquest moment tôt eL procès de purificació era reaLitzat

a 4 °C.
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3.2.2 Precipitació àcida amb TCfl al 15%

La utilització de la precipitació àcida en aquest

punt servia fonamentalment per concentrar la mostra i a La

vegada afavoria la desnaturalització de proteïnes contami-

nants no resistents a tractaments àcids.

El sobrenedant que provenia de l'apartat anterior

es portava a una concentració final de 15% Cv/v) de TCfl per

addició de TCfl 100% Cp/v) fred. Calia que el TCfl al 100%

addicionat estigués a la mateixa temperatura que la mostra

C4 °C), ja que en cas contrari les recuperacions d'activi-

tat inhibitoria podien disminuir en un 20%. La mescla es

deixava en repòs durant 30 min i es centrifugava a 30.000«g

durant 15 min. El sobrenedant que era totalment excempt

d'activitat inhibitoria es llençava i el precipitat es

resuspenia en una solució de tris-base 0,5 M en un volum

final aproximat de 10 ml. La suspensió es dialitzava tota

la nit enfront 100 volums d'una solució amortidora composta

de: tris/HCl 20 mM a pH 6,5; EDTfl 1 mM, PMSF 1 mM i DTT

0,5 mM. Durant la diàlisi s'efectuaven quatre canvis de la
solució amortidora.

3.2.3 Cromatografía en columna de DERE-cel-lulosa a pH 6,5

La preparació dialitzada es sotmetia a una centri-

fugació a 30.000„g durant 10 min, per eliminar la proteïna

desnaturalitzada durant el procés de precipitació àcida i

posterior diàlisi. El sobrenedant s'aplicava a una columna

de DEflE-cel•lulosa (5x3,5 cm) equilibrada amb la solució
amortidora de diàlisi. La columna es rentava amb el mateix

.amortidor fins que l ' absorbencia obtinguda a 200 nm del
rentat era zero.
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R continuació s'eLuïa L'activitat inhibitoria amb

un gradient Lineal de O a 500 mM NaCL en un volum totaL

d'amortidor de 300 mL. Es recoLLia en fraccions de 5 ml en

un col·lector Redirac-LKB i la velocitat de fluix es man-

tingué constant a 60 ml/h durant tot el desenvolupament de

la cromatografia.

El perfil d'elució de la columna s'ha representat

en la Figura 1, en la que s'observa que la inhibició pro-

duïda sobre la proteïna fosfatasa tipus 1 i substrat HMG-

CoR reductasa eluïa en un sol pic entre 140 i 400 mM NaCl.

Quan el substrat emprat fou ta glicogen fosforilasa el

resultat obtingut fou també l'obtenció d'un sol pic d'inhi-

bició que coeluïa en les mateixes fraccions. Per ambdós

substrats i en tot el procés de purificació, la fosfatasa

utilitzada fou la subunitat catalítica de la fosfatasa

tipus 1 de múscul esquelètic de conill.

L'assaig per determinar l'activitat inhibitoria al

llarg de tota la purificació i sempre que no es digui el

contrari, es realitzava sempre en presència en el medi

d'almenys 1 mM MnCla per evitar la mesura d'activitat

inhibitoria deguda a l ' inhibidor-i.

Les fraccions amb activitat inhibitoria es barreja-

ven i precipitaven per addició de TCR al 100% fred fins a

una concentració final del 15%. La mescla es deixava en

repòs durant 30 min i es centrifugava a 30.000*g durant

15 min. El precipitat es resuspenia en 10 ml d'una solució

amortidora composta d': acetat sòdic 5 mM a pH 5, EDTR

1 mM, PMSF 1 mM i DTT O,5 mM; i es sotmetia a diàlisi

enfront 200 volums de la mateixa solució amortidora durant

18 h. En el curs de la diàlisi es van realitzar dos canvis

d'amortidor.
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FIBURR 1. CROMRTOGRRFIR DE EE5CRNVI IÒNIC EN COLUMNR DE
DERE-CEL-LUL05R R pH 8,5 DE L'INHIBIDOR DE LR
FOSFRTR5R 1

La figura mostra et perfil d'elució de L'activi-
tat inhibitoria obtingut a l'aplicar el gradient de
0-500 mM NaCl en la fracció 1. Rctivitat inhibitoria sobre
la fosfatasa tipus 1 i substrat HMG-CoR reductasa CO).
Rctivitat inhibitoria sobre proteïna fosfatase tipus 1 i
substrat qlicoaen fosforilasa (•). La proteïna es determi-
nava mesurant l'absorbencia a 200 nm C—). Concentració
salina (—).

Les fraccions C5 ml D amb activitat inhibitoria,
que es recolliren per a la posterior concentració, estan
assenyalades amb una barra horitzontal.
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3.2.4 Cromatografia en columna de DERE-cel•Lutosa a pH 5

La preparació diaLitzada es centrifugava a 30.000*g

durant 10 min per eliminar les proteïnes desnaturalitzades

i seguidament el sobrenedant s'aplicava a una columna de

DEOE-cel•lulosa (8x2,2 cm) equilibrada amb la solució

amortidora de la diàlisi. La columna es rentava amb el

mateix amortidor fins que I'absorbencia a 200 nm del rentat

era zero. L'activitat inhibitoria s'eluïa amb un gradient

lineal de O a 500 mM NaCl en un volum final de 150 ml. Les

fraccions, de 3 ml, es recollien a una velocitat de fluix

de 35 ml/h.

En les fraccions obtingudes es determinava la inhi-

bició produïda sobre L'activitat reductasa fosfatasa i

fosforilasa fosfatasa. Tal corn s'observa en la Figura 2,

dos foren els pics obtinguts amb l'activitat inhibitoria.

El primer, el qual presentava poca activitat inhibitoria,

era despreciat. EL segon, amb quasi tota l'activitat inhi-

bitoria eluïa a una concentració salina entre 200 i 350 mM

NaCl. Les fraccions d'aquest segon pic s'ajuntaven i la

preparació obtinguda es concentrava per addició de TCR al

100% fred fins a una concentració final del 15%. La mescla

es deixava en repòs durant 30 min, es centrifugava a

30.000Mg durant 15 min i el precipitat es resuspenia en un

volum mínim de soLució amortidora composta d': imidazol

20 mM a pH 7,5; EDTO O,1 mM, Brij 35 0,01% Cp/v), glicerol

5% (v/v), PM5F 1 mM, DTT 0,5 mM i NaCl 100 mM. La suspensió

es diaLitzava 8 hores enfront La mateixa solució amortidora

i s'efectuaven dos canvis d'amortidor durant el transcurs

de la diàlisi.
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FIGURO 2. CRQMRTOGRflFIfl DE BESCflNVI IÒNIC EN COLUMNR DE
DERE-CEL-LULOSR R pH 5 DE L'INHIBIDOR DE LH
FOSFRTRSfl 1

La figura mostra el perfil d'etució de L'activi-
tat inhibitoria a L'aplicar un gradient de 0-500 mM NaCl en
la fracció 1. Rctivitat inhibitoria sobre la subunitat
catalítica de la fosfatasa tipus 1 i substrat HMG-CoR re-
ductasa C O ) . Rctivitat inhibitoria sobre la subunitat ca-
talítica de la fosfatasa tipus 1 i substrat glicogen fos-
forilasa (•). Rbsorbància a 280 nm C—). Concentració sa-
lina C—D.

Les fraccions C3 ml) amb activitat inhibitoria,
assenyalades amb una barra horitzontal, foren recollides i
concentrades per precipitació.
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3.2.5 Cromatografía en coLumna de Bio-Gel fl 0.5m

La soLució dialitzada s'aplicava a una coLumna de

Bio-Gel R 0.5m (51x2,5 cm) equilibrada prèviament amb la

solució amortidora de la diàlisi. Es recollien fraccions de

4 ml a una velocitat de fluix de 20 ml/h.

Les fraccions s'assajaven per a determinar quan

s'eluïa l'activitat inhibitoria de la fosfatasa tipus 1

utilitzant com a substrats HMG-Cofl reductasa i glicogen

fosforilasa. Tal com s'observa en la Figura 3 aquesta

elució es produïa en un pic majoritari per ambdós substrats

utilitzats i emergia entre dos pics de proteïnes contami-

nants situats a més alt i a més baix pes molecular.

El pes molecular aparent de la preparació és apro-

ximadament de 45 Kd (Figura A, insert). La columna fou

calibrada prèviament amb les següents proteïnes marcadores

: albúmina bovina (66 Kd), ovoalbúmina (45 Kd), gliceral-

dehid-3-fosfat deshidrogenasa (36 Kd), anhidrasa carbónica

(29 Kd) inhibidor de tripsina de soja (21 Kd) i mioglobina

(17 Kd).

Les fraccions més actives s'unien i la preparació

obtinguda es diluïa amb quatre volums d'una solució amorti-

dora composta d': imidazol 20 mM pH 7, EDTfl 0,1 mM, Brij 35

0,01% (p/v), PMSF 1 mM, DTT 0,5 mM, per tal de disminuir la

concentració salina de La mostra i poder ésser aplicada

directament a la següent columna cromatogràfica.

En aquesta etapa de purificació no es concentrava

la mostra per addició de TCP al 100% degut a la poca quan-

titat de proteïna i al gran volum en que anava dissolta. En

cas de realitzar una precipitació la proteïna precipitada

era pràcticament irrecuperable.



135

O 20 40 60

Número de fracció

80

FIGURfl 3; CROMRTOGRflFIfl DE GEL FILTRRCIQ EN CQLUMNR DE
BIO-GEL R 0.5m DE L'INHIBIDOR DE Lfl FOSFfl-
TRSfl 1

La figura mostra eL perfil d'eLució de L'activi-
tat inhibitoria sobre La fosfatasa 1 i substrat HMG-Cofl
reductasa (O). Rctivitat inhibitoria sobre La fosfatasa 1
i substrat gLicogen fosforiLasa (•). Rbsorbància a 260 nm

Les fraccions (4 mL) amb activitat
assenyalades amb una barra horitzontal, foren
di Luïdes.

inhibitoria,
recollides i

El pes molecular aparent es va calcular per com-
paració del volum d'elució de L'inhibidor de la fosfatasa 1
(•) amb els de les proteïnes marcadores, enumerades en el
text (O), les quals permetien elaborar la recta de cali-
bració representada en el requadre, on :

Ve = volum d'elució de cada proteïna
Mo = volum buit de la columna
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3.2.6 Cromatografía en columna de BLue Sepharosa CL-6B

La mostra diluïda s'aplicava a una columna de Blue

Sepharosa CL-6B (7x2,1 cm) equilibrada amb la solució de

dilució. Tot seguit, es rentava la columna amb la solució

amortidora d'equilibrat i a continuació es feia un segon

rentat amb l'amortidor i 100 mM NaCl. Finalment s'eluïa

l'activitat inhibitoria amb una concentració salina de

600 mM NaCl en la solució amortidora descrita.

Es recollien fraccions de 4 ml a una velocitat de

fluix de 20 ml/h. Les fraccions s'assajaven per determinar

l'activitat inhibitoria. Tal com s'observa en la Figura 4,

el perfil d'inhibició produït sobre la proteïna fosfatasa 1

i substrat HMG-Cofi reductasa és completament coincident amb

el produït sobre la proteïna fosfatasa 1 i el substrat

glicogen fosforilasa. Rmbdós elueixen a 600 mM NaCl i en

les mateixes fraccions. Cap o molt poca activitat inhibito-

ria s'observava quan l'elució es feia amb 100 mM NaCl.

Les fraccions actives s'ajuntaven, es dialitzaven

enfront una solució amortidora de tris 2 mM a pH 7, i es

liofilitzaven. Les mostres obtingudes es guardaven seques a

-20 °C.

En les Taules III i IV es mostra el resultat global

del procés de purificació de l'inhibidor de la fosfatasa 1

amb els substrats emprats: HMG-CoR reductasa i glicogen

fosforilasa, respectivament.
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FIGURO 4. CRQMRTOGRRFIfl D'RFINITRT EN CQLUMNR DE BLUE
SEPHRR05R CL-6B DE L'INHIBIDOR DE Lfl F05FRTR5R 1

La figura mostra eL perfil d'elució de L'activi-
tat inhibitoria sobre La fosfatasa 1 i substrat HMG-Cofl
reductasa C O 3. flctivitat inhibitoria sobre La fosfatasa 1
i substrat gLicogen fosforiLasa (•). Concentració saLina
C—).

Les fraccions (4 mL) amb activitat inhibitoria,
assenyalades amb una barra horitzontal, es recolliren, es
concentraren per Liofil ització i es guardaren a -20 "C.



138

FRflüIO
i .

unitats

Citosol

Sobrenedant

flciti Tr ic loroacèt ic 15*

DERE-ce l · lu losa pH fi, 5

rjERE-cel·lulosa pH 5

Bio Bel P O.Sïi

I Blue Seonarosa CL 69

Proi.
To ta l

rag

5 .9ÛO

102

85

20

11,2

1,8

0,08

act .
Tota l

unt.

250,0

358 ,0

300 ,8

128,5

80,3

23,7

12,8

Oct .
Espec í .

unt. /mg

37

3.500

3.580

6.400

7.140

2.700

150. ÛOO

Pur.

vg.

1

94

94

172

192

729

4 .000

Rnd. j|

* j
f

100

137

110

49

3D

8
«

' !¡I

I

Pro t. To ta l (mg)
Ret. To ta l íunt.)
Pct. Espec f . {unt./ iag)
Pur. (vg. )
Rnd. U)

Pro te ïna to ta l en mg
Sct iv i ta t total en unitats
flctivitat espec í f i ca en unitats per mg
Brau de purificació en vegades
Rendiment en i

TflULR III. RESUM DEL PROCÉS DE PURIFICRCIO DE L'INHIBIDOR
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FSfiCCIO

unitats

Citosol

Sobrenetíant

i flcid Tricloroacètic 15»

DEPE-cel·lulosa pH 8,5

DESE-cel·lulosa pH 5

! Bio Gel R O.Sra
i
S Blue Sepharosa CL 63

Prat.
Total

mq

6.900

flct.
Total

unt.

fict.
Especf.

unt. /mgi

286,0
j

102

85

20

11,2

1,8

0,08

388,0

329,6

148,4

89,4

2S.7

14,8

i

41

3.300

3.880

7.420

7.980

14.538

185.000

Pur.

»Q.

1

91

93

179

132

358

4.464

I

Snd.

»
ï

100
iÏ

135

115

52

31

9

5 1
li

I ! 1
! 1 !

Prot. Total (mg) = Proteïna total en mg
flct. Total (unt.) = flctii/itat total en unitats
Ret. Especf. (unt. /mg) = fictivitat específica en unitats per mg
Pur. (vg.) = 6rau oe purificació en vegades
Rnd. (1) = Rendiment en i

TPULR IM. RESUM DEL PROCÉS DE PURIFICRCIO DE L'INHIBIDOR
DE LO FOSFRTflSfl 1 DE CITOSOL DE FETGE DE RRTR
RMB 5UB5TRRT GLI&OGEN FOSFORILRSfl
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3.3 CRRRCTERITZRCIO MOLECULRR DE L'INHIBIDOR DE PROTEINR

FOSFRTRSfl 1

3.3.1 Determinació deL pes moLecular en gels d'acriLamida

en 5D5

Donat que durant tot el procés de purificació

l'activitat inhibitoria sobre la proteïna fosfatasa 1

coeluïa amb els dos substrats utilitzats, es va analitzar

la puresa de la preparació obtinguda de la columna de Blue

Sepharosa CL-6B mitjançant una electroforesi en gels d'a-

crilamida-SDS. Per això, s'aplicaren 2 ug de la mostra a un

gel d'acrilamida 5DS al 10%. L'electroforesi es desenvolupà

tal com s'ha descrit en l'apartat 2.5.1. Per a la deter-

minació del pes molecular es van utilitzar proteïnes marca-

dores de pesos moleculars coneguts.

En la Figura 5 R i B, s'observen els resultats

obtinguts. L'única banda de proteïna visible en el carril 2

està situada a un pes molecular de 31 Kd. Els carrils 1 i 3

corresponen a proteïnes marcadores de les que s'indica el

pes molecular.

3.3.2 Detecció d'activitat inhibitoria en gels d'agarosa

Per determinar si la proteïna visualitzada en els

gels d'acrilalmida-5D5 era La causant de l'activitat in-

hibitoria es va procedir a la determinació d'activitat

inhibitoria en gels d'agarosa utilitzant el mètode emprat

per Sakakibara i col. C240) descrit en l'apartat 2.5.2 .

flquest mètode permetia la quasi total recuperació de la

proteïna aplicada en l 'electroforesi, a la vegada que el

temps d'execució de tot el procés des que s'aplicava la
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FIGURO 5. DETERMINRCIO DEL PES MOLECULRR DE L'INHIBIDOR DE
LR F05FRTR5R 1 EN GELS D'RCRILRMIDR EN 5D5

R) Una aLíquota que contenia 2 ug (carril 2) de
La preparació obtinguda en La coLumna BLue Sepharosa CL-6B,
va ésser analitzada en un geL d'acriLamida en 5D5 al 10%,
seguint eL mètode descrit en l'apartat 2.5.1.

Les xifres laterals indiquen els pesos moleculars
de les proteïnes emprades com a patrons (carrils 1 i 3):
Rlbúmina bovina (66 Kd), ovoaLbúmina (45 Kd), gliceraL-
deid-3-fosfat deshidrogenasa (36 Kd), anhidrasa carbónica
(29 Kd), tripsinogen (24 Kd), i inhibidor de la tripsina
(20 Kd). El front estava format per blau de bromfenol.

B) Es representen les movilitats relatives, res-
pecte al front de Blau de bromfenol, de Les proteïnes mar-
cadores envers llurs pesos moleculars. Interpolant el vaLor
obtingut per a L'inhibidor de la fosfatasa 1, s'obtingué un
pes molecular de 31 Kd.
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mostra en et gel fins que s'assajava, era més curt i, per
tant, La mostra estava sotmesa a condicions més suaus que
en ets mètodes en els que L'activitat inhibitoria es mesu-
rava en geLs d'acrilamida. Per a La determinació deL pes

moLecuLar s'utilitzaven proteïnes marcadores de pesos
moLecuLars coneguts.

Quan preparacions homogènies d'inhibidor s'aplica-
ven a geLs d'agarosa 5D5 aL 4%, els quals , un cop finalit-

zada l'electroforesi, es dividien en fraccions de 3 mm que
posteriorment s'extreien i s'assajaven per conèixer La seva
activitat inhibitoria, el résultat obtingut és el que es

mostra en la Figura 6. La detecció de l'activitat inhi-

bitoria coincidia plenament amb el lloc on estava situada

la proteïna i a la que corresponia un pes molecular de
31 Kd.

3.3.3 Sensibilitat a la tripsina

Estudis realitzats sobre l'acció de la tripsina
vers els inhibidors de fosfatases aïllats de múscul de co-
nill, demostraven que aquests eren extremadament sensibles
a l'acció d'aquesta C34, 1683.

En el cas de l'inhibidor de la fosfatasa 1 de fetge
de rata, els resultats obtinguts foren els que es mostren
en la Figura 70, quan el substrat utilitzat fou L'HMG-CoP
reductasa; i la en Figura 7B, quan es tractava del substrat
glicogen fosforilasa. En eLs dos casos l'activitat inhibi-
toria anava disminuint a mesura que transcorria el temps,
quan el procés es realitzava en una relació tripsina/inhi-
bidor de 1/100 Cp/p).
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FIGURO 6. MESURO D'OCTIVITOT INHIBITORIO DE L'INHIBIDOR
DE LO FOSFOTOSO 1 EN GELS D'OGOROSO EN SDS

Una alíquota de 10 ug d'una preparació homogènia
d'inhibidor de La fosfatasa 1, era sotmesa a una eLectrofo-
resi en geLs d'agarosa al 4%, segons s'ha descrit en
L'apartat 2.5.2. EL geL es dividia en fraccions de 3 mm
que, un cop extretes i diaLitzades, eren assajades per a
determinar L'activitat inhibitoria, taL com s'ha descrit en
L 'apartat 2.3.8.2.

Les proteïnes patrons emprades, de Les que
s'indica eL pes moLecuLar, foren Les mateixes que s'utiLit-
zaren en La Figura 5.
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FIGURO 7. DIGESTIÓ RMB TRIP5INR DE L'INHIBIDÜR DE
Lfl FOSFRTRSR-1

Preparacions obtingudes de La cromatografía per
Bio-GeL R 0.5m es van sotmetre a La digestió amb tripsina.
EL procés es reaLitzava en una reLació tripsina/inhibidor
de 1/100 (p/p) i La mescLa s'incubava a diferents temps, a
una temperatura de 30 °C. Seguidament es caLentava 5 min a
95 °C per a destruir La tripsina, i es centrifugava en una
centrifugadora tipus "Eppendorf" a 10.000><g durant 5 min.
EL sobrenedant s'assajava amb ambdós substrats de La fosfa-
tasa tipus 1, HMG-Cofl reductasa i gLicogen fosforiLasa, taL
com es descriu en eLs apartats 3.1.2 i 2.3.8.2, respectiva-
ment.
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Si Les condicions utilitzades eren més fortes; es a

dir, La reLació tripsina/inhibidor era de 1/30 Cp/p), eL

résultat obtingut era que en menys de 2 min L'activitat

inhibitoria desapareixia completament.

3.3.4 Tractament amb etanol

Preparacions concentrades de La cromatografia de

Bio-GeL R 0.5m eren sotmeses a un tractament amb etanol a

una concentració final del 60% (v/v). Tot seguit, es cen-

trifugaven les mescles a 10.000><g durant 5 min en una cen-

trifugadora tipus "Eppendorf". EL sobrenedant es diaLitzava

enfront una solució amortidora d'imidazol 20 mM a pH 7

durant 4 hores a 4 °C. EL precipitat resultant s'extreia

amb un volum de soLució amortidora igual al volum inicial

i, es diaLitzava en les mateixes condicions que el sobrene-

dant .

Tant la mostra que provenia del sobrenedant com La

del precipitat extret, s'assajaven per determinar L'ac-

tivitat inhibitoria sobre La fosfatasa tipus 1 utilitzant

com a substrats HMG-Cofl reductasa i glicogen fosforilasa.

En cap cas s'obtingueren resultats positius ja que L'acti-

vitat inhibitoria havia desaparegut totaLment.
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3.4 ESTUDIS CINÈTICS DE L'INHIBIDOR DE PROTEINfl

FOSFflTflSR 1

Un cop feta La caracterització moLecuLar de l'inhi-

bidor aïLLat de citosoL de fetge de rata, es va procedir a

La reaLització d'estudis cinètics per taL de poder caracte-

ritzar-Lo miLLor. Tots aquests estudis es varen reaLitzar

amb Les subunitats cataLítiques de Les fosfatases tipus 1 i

tipus 2 de múscuL esqueLètic de coniLL, i eLs substrats

utiLitzats foren HMG-Cofl reductasa i gLicogen fosforiLasa.

Les simiLituts existents en eL comportament croma-

togràfic i en aLgunes propietats moLecuLars entre L'inhibi-

dor de fosfatasa 1 aïLLat de fetge de rata i, L ' inhibidor-2

ja descrit de múscuL esqueLètic de coniLL C279), foren La

causa per La quaL aquests estudis es reaLitzaren amb Les

dues proteïnes inhibidores.

3.4.1 Estudi de L'activitat inhibitoria sobre proteïna

fosfatases tipus 1 i 2 amb substrat HMG-Cofl

reductasa

Per veure L'efecte que produïa L'inhibidor de La

fosfatasa 1 sobre diferents fosfatases, quantitats crei-

xents de preparacions homogènies d'inhibidor de La fosfa-

tasa 1, aïLLat de citosoL de fetge de rata i, de prepara-

cions homogènies d'inhibidor-2 de múscuL de coniLL, s'incu-

baven amb La subunitat cataLítica de La fosfatasa tipus 1 o

bé, amb La subunitat cataLítica de La fosfatasa tipus 2fl

utiLitzant com a substrat L'HMG-Cofl reductasa, durant

15 min a 37 °C, taL com es descriu en L'apartat 3.1.2.

EL resuLtat obtingut, taL com s'observa en La

Figura 8 , mostra que, quantitats d'inhibidor de 3 ng ja
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produeixen inhibició sobre La fosfatasa tipus 1 i amb
quantitats de 30 ng La inhibició sobre aquesta proteïna
fosfatasa és totaL. Un resuLtat sembLant és L'obtingut amb
L'inhibidor-2 de múscuL de coniLL. Ben aL contrari deL que

succeeix amb La fosfatasa tipus 1, si La fosfatasa emprada

és deL tipus 2R, s'observa que grans quantitats deLs dos
inhibitions C100 ng) són necessàries per a obtenir una

inhibició deL 100% de L'activitat reductasa fosfatasa.

3.4.2 Estudi de L'activitat inhibitoria sobre proteïna

fosfatases tipus 1 i 2 amb substrat gLicogen
fosforiLasa

TaL com s'observa en La Figura 9, La incubació de
petites quantitats C1-10 ng) d'inhibidor de citosoL de
fetge de rata amb La fosfatasa tipus 1, taL com està des-
crit en L'apartat 2.3.8.2, produeixen ja una inhibició de

L'activitat fosforiLasa fosfatasa; mentre que, per aconse-

guir sembLants inhibicions de L'activitat fosforiLasa
fosfatasa de La fosfatasa tipus 2R, són necessàries grans
quantitats d'inhibidor.

També s'observa que L'efecte de L ' inhibidor-2 de
múscuL de coniLL sobre La fosfatasa tipus 1 i sobre La
fosfatasa tipus 2fl enfront eL substrat gLicogen fosforiLa-
sa, és sembLant a L'obtingut amb L'inhibidor de fetge.
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FIGURO ö. INHIBICIÓ DE LES PROTEINR FOSFRTRSES 1 I 2R PER
L'INHIBIDOR DE LR FOSFRTRSR 1 DE FETGE DE RRTfl I
L'INHIBIDOR-2 DE MÚSCUL DE CONILL I SUBSTRRT
HMG-Cofl REDUCTRSR

Quantitats creixents
d'inhibidor de La fosfatasa 1 de
de L ' inhibidor-2 de múscul de
amb una quantitat fixa (3 U) de
La fosfatasa tipus 1 (•,+) o
tica de La fosfatasa tipus 2R C
L'activitat reductasa fosfatas
descriu en L'apartat. 3.1.2.
percentatge referent a L'acti
sense inhibidor .

de preparacions homogènies
fetge de rata CO/ + 3, i

coniLL (<>,•), s'incubaven
La subunitat cataLitica de
bé amb La subunitat cataLí-
O ,O^- L.3 determinació de
a es realitzava segons es
L'activitat s'expressa en
vitat reductasa fosfatasa
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FIGURO 9. INHIBICIÓ DE LES PROTEINR FOSFRTRSES 1 I 2R PER
L'INHIBIDOR DE Lfl F05FRTRSR 1 DE FETGE DE RRTR I
L'INHIBIDOR-2 DE MÚSCUL DE CONILL I 5UB5TRRT
GLICOGEN FOSFORILRSfl

Quantitats creixents de preparacions homogènies
d'inhibidor de La fosfatasa 1 de fetge de rata C O,+), i
de L'inhibidor-2 de múscuL de conill C O, • ), s'incubaven
amb una quantitat fixa C15 U) de la subunitat catalítica de
la fosfatasa tipus 1 (•,+) o bé amb la subunitat catali-
tica de la fosfatasa tipus 2fl ( O, O). La determinació de
l'activitat fosforilasa fosfatasa es realitzava segons es
descriu en l'apartat 2.3.8.2. L'activitat s'expressa en
percentatge referent a l'activitat fosforilasa fosfatasa
sense inhibidor .
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3.5 FORMflCIO DEL COMPLEX D'RTP-Mg PROTEINR FOSFRTRSfl 1

D'HLT PES MOLECULRR

Una vegada ja demostrat que eL comportament cinètic

de (.'inhibidor de La fosfatasa 1, aïLLat de citosoL de

fetge de rata, era molt similar a l'inhibidor-2 de múscul

esquelètic de conill. L'objectiu següent fou verificar si

L'inhibidor purificat era capaç d'unirse a la subunitat

catalítica de la proteïna fosfatasa tipus 1, i formar un

complex inactiu d'alt pes molecular, tal com succeeix amb

l'inhibidor-2 de múscul esquelètic de conill C13Ô, 263). R

més a més, es va comprovar que el complex format era reac-

tivable quan s'incubava en presència de G5K-3 i HTP-Mg.

El resultat obtingut es presenta en la Figura 10,

on s'observa que, l'inhibidor de la fosfatasa 1 de fetge de

rata forma, amb la subunitat catalítica de La fosfatasa 1,

un complex inactiu. El fet de que es conegui que aquest

complex es d'alt pes molecular, es perquè alguns autors

l'han aïllat i visualitzat mitjançant electroforesi en

gels d'acrilamida-5D5 C13Ö, 263, 2713. En el nostre cas,

això no fou possible degut a la poca quantitat d'inhibi-

dor homogeni de que es disposava.

Per un aLtra part, en la mateixa Figura 10, es pot

apreciar una reactivació quasi instantània de l'activitat

fosforitasa fosfatasa del complex format a l'ésser incubat

en presència de GSK-3 i PTP-Mg. Rquesta reactivació del

complex d'alt pes molecular, precisa de la fosforilació de

l'inhibidor per La G5K-3, i no per altres proteïna quinases

C136, 263, 271).
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FIGURO 10. FORMflCIO DEL COMPLEX RTP-Mg PRQTEINR FOSFRTRSfl 1
D'RLT PES MOLECULRR

Una preparació purificada de La subunitat cata-
lítica de La fosfatasa tipus 1 (1 U/mL) de muscuL de coniLL
s'incubava en presència ( • , +) o no C O, <M d'inhibidor de
fetge de rata (150 U/mL), ambdós diLuïts en una soLució
composta de : Bis-tris 40 mM a pH 7, PMSF 1 mM, DTT 0,5 mM
i aLbúmina bovina 0,5 mg/mL. R diferents temps, s'extreien
fraccions de 10 uL que s'incubaven amb 20 uL de La mateixa
soLució amortidora ( O, • D o bé amb 20 uL d'una soLució que
contenia: acetat magnésie 1,7 mM, RTP 0,17 mM i GSK-3
0,5 U/mL (+,<>). Passats 5 min, s'addicionava a Les mes-
cLes de reacció 20 uL de CaEP3fosforiLasa "a" i es conti-
nuava L'assaig taL com s'ha descrit en L'apartat 2.3.5.
L'activitat s'expressa en percentatge referent a L'activi-,
tat obtinguda a L'incubar fosfatasa tipus 1 soLa sense
inhibidor, G5K-3 ni RTP-Mg.
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3.6 FOSFORILRCIO PRODUIDR PER PROTEINR QUINRSES

Per taL de poder assabentar-nos si L'inhibidor de

La fosfatasa 1 era fosforiLable com L ' inhibidor-2 de múscul

esquelètic de conill, al que tant s'assemblava des del punt

de vista cinètic i molecular, es va procedir a la seva

fosforilació amb diferents quinases i posterior detecció de

la proteïna fosforilada per autorradiografia.

3.6.1 Fosforilacio produïda per acció de la quinasa
dependent d'flMP cíclic i Cr-3aP]flTP

De Paoli-Roach i col. C72) demostraren que l'in-

hibidor-2 de múscul de conill era fosforilable per la

quinasa dependent d'flMP ciclic; però aquesta fosforilació,

ben al contrari del que succeïa amb l'inhibidor-1, no

donava lloc a un augment de l'activitat inhibitoria.

Per tal de comprovar si I'inhibidor de la fosfa-

tasa 1 era fosforilable per proteïna quinasa dependent

d'RMP ciclic, es van dur a terme experiments de fosforila-

ció mitjançant la utilització de Cr-3ffiP3RTP.

Una preparació homogènia d'inhibidor que contenia

2 ug, s'incubava durant 30 min a 30 °C amb proteïna quinasa

dependent d'RMP cíclic C120 mU/ml) en presència d'flMP cí-

clic 0,1 mM, acetat magnésie 1 mM i [r-3ÄP]flTP 50 uM d'una

activitat específica de 10.000 cpm/pmol en un volum final

de 50 pi. Tot seguit, es parava la reacció escalfant la

mescla durant 10 min a 95 °C, es refredava en un bany de

gel durant 10 min i es centrifugava a lO.OOOxg durant

10 min, per eliminar totes Les proteïnes desnaturalitzades

per escalfament, entre elLes la proteïna quinasa dependent

d'RMP cíclic.
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EL sobrenedant es cromatografiava per una columna

de Sephadex G-50 (0,5x5 cm), obtenint-se una preparació

exempta de [r-aS!P]RTP , La qual cosa afavoria La visualitza-

ció posterior per autorradioarafia de les bandes fosforila-

des.

D'aquest sobrenedant, 10 pi es preparaven per a

ésser analitzats en un gel d'acrilamida-SDS al 10%. Es

desenvolupava L 'electroforesi tal com s'ha indicat en

l'apartat 2.5.1. Un cop secs els gels, es detectava la

proteïna marcada amb ^^P, per autorradiografia procedint

seqons l'apartat 2.8.

EL resultat obtingut es mostra en la Figura 11 on

s'observa, en el carril R, una sola banda fosforilada que

es corresponia amb la de l'inhibidor. El carril B era el

control de la fosforilació on hi mancava l'inhibidor.

3.6.2 Fosforilació produïda per acció de la

65K-3 i Cr-3AP]flTP

Malgrat que ja s'ha demostrat, de forma indirecta,

que l'inhibidor de La fosfatasa 1 era fosforiLable per la

GSK-3 en l'apartat 3.5, es va voler comprovar si aquesta

fosforilació es produïa sobre l'inhibidor.

En aquest cas, 2 uq d'una preparació homogènia

d'inhibidor s'incubaven amb 5 uq de GSK-3, acetat maqnèsic

1 mM i [r-a=P]flTP 50 uM Cl'activitat específica era de

10.000 cpm/pmol) durant 30 min a 30 °C en un volum final de

50 ui. Tot sequit, s'escaLfaven Les mostres durant 10 min a

95 °C per aturar La reacció i a la vegada per a produir la

precipitació de La GSK-3. R continuació es refredava La
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31-

Proteïna quinasa
dependent d'RMPc

G5K-3

FIGURO 11. F05FORILRCIO DE L'INHIBIDOR DE Lfl F05FRTR5R 1
PER PROTEINR QUINRSES I Cr-3aPDRTP

Preparacions homogènies de 2 ug d'inhibidor de
fosfatasa 1 s'incubaven amb proteïna quinasa dependent
d'RMP ciclic CR) o be amb G5K-3 (C) en Les condicions des-
crites en el text. ELs carrils B i D corresponien a con-
trols on hi mancava (.'inhibidor de la fosfatasa 1.
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mostra en un bany de qel durant 10 min í es centrifugaba a

KD.OQOxq durant 10 min.

Del sobrenedant es preparaven 10 ui per a ésser

aplicats a un qel d'acrilamida-SDS al 10%, i es realitzava

l 'electroforesi segons les condicions descrites en L'apar-

tat 2.5.1 . Els gels s'extreien de les plaques d'electrofo-

resi, s'assecaven i es procedia segons l'apartat 2.8 per

determinar si l'inhibidor s'havia fosforilat o no.

El resultat obtingut es pot observar en la Figu-

ra 11 en la que en el carril C s'observa l'inhibidor fos-

forilat i en el carril D un control en el que es va ometre

l ' inhibidor.
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3.7 COMPRRHCIO RMB L'INHIBIDOR-1 DE MÚSCUL DE CONILL

Per a comprovar que L'inhibidor aïLLat de fetge de

rata no presentava activitat inhibitoria d ' inhibidor-1 es

va fosforilar en primer LLoc amb La proteïna quinasa depen-

dent d'RMP cíclic i en segon LLoc s'intentà mesurar La seva

reactivació peL fet d'estar fosforiLat.

Per això, s'incubava 40 ng d'inhibidor homogeni amb

La proteïna quinasa dependent d'RMP cícLic C120 U/ml) i en

presència d': RMP cícLic 0,1 mM, acetat magnésie 2 mM i RTP

0,2 mM, en un voLum finaL de 60 pi, a 30 °C durant 30 min.

Seguidament s'aturava La reacció escalfant durant 10 min a

95 °C. Es refredava en un bany d'aigua-gel i es centrifu-

gava a 10.000><g durant 10 min en una centrifugadora tipus

"Eppendorf". Del sobrenedant obtingut s'agafaven aliquotes

que, diLuïdes convenientment, s'assajaven segons està

descrit en L'apartat 2.3.6.1 .

Per taL de poder determinar una possible reactiva-

ció de l'activitat inhibitoria, l'assaig es realitzava amb

els corresponents controls on hi mancava L'inhibidor o bé

la proteïna quinasa dependent d'flMP cícLic. En el resultat

obtingut no s'obsevà cap tipus de reactivació de l'acti-

vitat inhibitoria.
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3.6 DISTRIBUCIÓ 5UBCEL•LULRR DE L'RCTIVITRT INHIBITORIfl

DE FETGE DE RRTR SOBRE PROTEINfl FOSFRTRSR 2fl I

SUBSTRRT HMG-Cofl REDUCTRSR

La segona part del treball d'aquesta Memòria va

ésser realitzada quan ja les quatre reductasa fosfatases,

aïllades en el nostre Laboratori a partir de citosol de

fetge de rata, estaven perfectament caracteritzades i

classificades. Com a conseqüència d'aquest fet es va rea-

litzar una anàlisi de la distribució de l'activitat inhibi-

toria utilitzant un conjunt d'enzims Creductasa i fosfata-

ses) procedents del mateix teixit i animal.

R l'igual que s'ha descrit en l'apartat 3.1 es

procedia en primer lloc a l'obtenció de les mostres i

seguidament al seu posterior anàlisi.

3.0.1 Subfraccionament cel·lular

Un cop sacrificades les rates i extrets els fetges,

es preparaven les diferents fraccions tal com s'ha descrit

en l 'apartat 2,6.

3.8.2 Determinació de l'activitat inhibitoria

Un cop obtingudes les mostres, s'havien d'acondi-

cionar per a poder assajar-les, tal com s'ha descrit en

l'apartat 3.1.2 . En primer lloc s'havien d'eliminar els

inhibidors no proteics presents en les mostres mitjançant

una cromatografía en columna de Sephadex G-50. En segon

lloc, les mostres cromatografiades s'havien de escalfar a

95 °C durant 5 min, per destruir tota l'activitat fosfatasa

i fer palès aixi l'activitat inhibitoria.
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L'assaig es realitzava de forma similar al descrit

en l'apartat 3.1.2 però, en aquest cas, les fosfatases uti-

litzades foren la fosfatasa tipus 1 i tipus 2fl d'alt pes

molecular obtingudes a partir de citosol de fetge de rata.

El resultat obtingut de l'escrutini de l'activitat

inhibitoria fou el que es mostra en la Taula V, on s'ob-

serva l'existència d'una activitat inhibitoria sobre la

fosfatasa 2fl quan el substrat emprat es l'HMG-CoP reducta-

sa. Rquest resultat tant insòlit ens va suggerir la presèn-

cia, en citosol de fetge de rata, d'una proteïna termoesta-

ble amb activitat inhibitoria, diferent a la de l'inhibi-

dor-2, aïllat en La primera part d'aquesta Memòria. Per

això, el nostre objectiu inmediat fou la purificació d'a-

questa proteïna i la seva caracterització.
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¡Fraccions
i

5PM

Citosol

Primer rentat

Segon rentat

Microsames

GL icoqen

I

Set. Inh

Rd-PrP 1

100

95

2

-

-

-

ibt. C%)

Rd-PrP 2

100

95

2

-

-

-

Ret. Inf-

Ph-PrP 1

100

96

2

-

-

_

— = — -r-— ,1
ibt. (%)

Ph-PrP 2

-

-

-

-

-
_

Oct. Inhbt. = fictivitat Inhibitoria
Rd = HMG-Cofl reductasa
Ph = qlicoqen fosforiLasa
PrP = proteïna fosfatasa
SPM = sobrenedant post mitocondrial

TRULR V. DISTRIBUCIÓ SUBCEL•LULRR DE L'RCTIVITRT INHIBITO-
RIR DE LR PROTEINR FOSFRTRSR 2fl.

Les determinacions d'activitat innibitòria es
feren en tres Lots de 10 q de fetqe cadascun. Les mostres
s'assa laven seqons s'ha descrit anteriorment i en L'apartat
2.3.0.2. i 3.1.2.

Es va donar eL vaLor de 100 a
hioidor de La fosfatasa tipus 2R per aram
en eL SPM de fetqe de rata.

Les unitats d'in-
de fetqe presents
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3.9 PURIFICRCIQ D'UN INHIBIDOR DE PROTEINR FOSFRTRSfl 2fl

fl PRRTIR DE CIT050L DE FETGE DE RflTfl

Un cop fet palès La presència en citosoL de fetge

de rata d'una activitat inhibitoria de La fosfatasa ti-

pus 2fl quan eL substrat utïLitzat era HMG-Cofl reductasa, es

va procedir a La purificació i caracterització de La pro-

teïna causant d'aquesta activitat.

3.9.1 Obtenció deL citosoL i escalfament a 95 °C

Per a La purificació de L'inhibidor de La fosfa-

tasa 2fl es partia d'una quantitat de teixit de fetge de

rata d'aproximadament de 115 g. S'homogeneïtzava i es

procedia a L'obtenció deL citosoL taL com s'ha descrit en

L 'apartat 2.6.

EL citosoL obtingut s'escalfava a 95 °C durant

10 min en un bany-maria. L'escalfament es realitzava di-

positant fraccions de 10 a 15 ml deL citosol sobre un volum

de soLució amortidora mantingut a 95 °C igual aL voLum

total deL citosol, tal com s'ha descrit en l'apartat 3.2.1.

EL procés d'escalfament es realitzava en petites fraccions

per taL de que la temperatura de la mescla Ccitosol i

solució amortidora) es mantingués en tot moment a 95 °C. Si

aquest procés no es realitzava a una temperatura elevada

s'obtenien rendiments inferiors al 20% d'activitat inhibi-

toria .

3.9.2 Precipitació àcida amb TCR al 15%

fl L'igual que en eL cas de l'inhibidor de la fosfa-

tasa 1 , aïllat en la primera part d'aquesta Memòria,
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s'utilitzava La precipitació àcida per concentrar La mos-

tra, i a La vegada, eLiminar proteïnes poc resistents a

tractaments àcids.

La mostra obtinguda després de L'escaLfament, es

sotmetia a precipitació àcida per addició de TCR 100% Cp/v)

fred, fins arribar a una concentració finaL deL 15% Cv/v).

La precipitació es feia a 4 °C segons s'ha descrit en L'a-

partat 3.2.2 per a poder obtenir una recuperació majori-

tària de L'activitat inhibitoria. P partir d'aquest moment

totes Les operacions es feien a 4 °C. EL precipitat obtin-

gut per centrifugació a 30.000«g durant 20 min, es resus-

penia i es diaLitzava durant 8 h. En eL transcurs de La

diàLisi es realitzaven 4 canvis d'una solució amortidora

composta de: tris/HCL 20 mM a pH 8,5; EDTR 1 mM, PM5F 1 mM

i DTT 0,5 mM.

3.9.3 Cromatografía en columna de DEflE-cel•lulosa a pH 8,5

La mostra dialitzada es centrifugava a 30.000><g

durant 10 min per eliminar les proteïnes desnaturalitzades

pel tractament àcid i durant el procès de diàlisi; i tot

seguit, s'aplicava a una columna de DERE-cel•Lulosa

(5x3,5 cm) prèviament equilibrada amb la solució amortidora

amb la que s'havia dialitzat. La cromatografia es desen-

volupava tal com s'ha indicat en l'apartat 3.2.3 . Les

fraccions abans d'ésser assajades es dialitzaven durant 4 h

enfront la solució amortidora d'equilibrat de la columna,

ja que la presència de sals alterava l'activitat reductasa

fosfatasa.

L'activitat inhibitoria de la fosfatasa tipus 20 de

fetge de rata utilitzant HMG-Cofl reductasa com a substrat

es pot observar clarament en la Figura 12, on s'aprecia un
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FIGURO 12. CROMRTOGRRFIR DE BESCRNVI IÒNIC EN COLUMNfl DE
DERE-CEL-LULOSfl H pH 8,5 DE L'INHIBIDOR DE Lfl
FOSFflTRSfl 2fl

La figura mostra el perfil d'elució de l'activi-
tat inhibitoria, a I'aplicar un gradient de 0-500 mM NaCl
en la fracció 1. fictivitat inhibitoria sobre la proteïna
fosfatasa 2R d'alt pes molecular de fetge de rata i subs-
trat HMG-Cofl reductasa (•). Rbsorbància a 280 nm C ).
Concentració salina C—).

Les fraccions C5 ml D que mostraven activitat
inhibitoria, mesurada segons es descriu en l'apartat 3.1.2,
es concentraven per a la posterior cromatografia.
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pic ample que eluïa a una concentració salina entre 140 i-

400 mM NaCl. Es reunien les fraccions assenyalades amb la

barra horitzontal i es concentraven per precipitació àcida

amb TCfl al 100% fred, que s'addicionava a la mostra fins a

una concentració final del 15% Cv/v) i es deixava en repòs

durant 30 min.

El precipitat recollit per centrifugació a 30.000*9

durant 15 min, es resuspenia amb una solució de tris

0,5 mM. La suspensió es dialitzava enfront una solució

amortidora composta de: tris 20 mM a pH 7,5; EDTfl 1mM i DTT

0,5 mM durant 8 h. La solució amortidora es canviava dos

cops durant la diàlisi.

3.9.4 Etapes cromatogràfiquees de baixa resolució

Donat que aquest inhibidor de la fosfatase 2R

mostrava en la primera cromatografía de bescanvi iònic en

columna de DERE-cel•lulosa un comportament cromatogràfic

similar al de l'inhibidor de la fosfatasa 1 i, donat el fet

de la desconeixença si ambdues activitats inhibitòries eren

causades per la mateixa proteïna, es va procedir a la

búsqueda de nous tipus de cromatogràfies.

Malgrat que les cromatogràfies que a continuació es

descriuen no mostraren un resultat favorable, hom creu que

es fa necessària La seva descripció per a facilitar la

realització de nous intents de purificació.
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3.9.4.1 Cromatografía en columna de Fosfocel - lulosa

Watman P-11

La mostra díaLitzada es centrifugava a 30.000«g

durant 10 min per eliminar les proteïnes desnaturalitzades

durant el procés de diàlisi; i tot seguit, s'aplicava a una

columna de Fosfocel•lulosa (5x2,5 cm) prèviament equili-

brada amb la solució amortidora amb la que s'havia dialit-

zat. S'aplicava un gradient linial de O a 500 mM NaCl en un

volum total de 200 ml. La cromatografía es desenvolupava a

una velocitat de fluix de 60 ml/h i es recollien fraccions

de 4 ml. Les fraccions abans d'ésser assajades es dialitza-

ven tal com s'ha indicat en l'apartat anterior.

L'activitat inhibitoria de la fosfatasa tipus 2R de

fetge de rata utilitzant HMG-CoR reductasa com a substrat

es pot observar clarament en la Figura 13, on s'aprecia un

sol pic d'activitat que elueix durant la fase d'exclusió i

rentat de la columna.

Donat que aquest tipus de cromatografia no aportava

cap augment en el grau de purificació de l'inhibidor, es va

creure convenient desestimar-la en els pròxims intents de

purificació. R continuació es va procedir a la utilització

de cromatografies d'afinitat.

3.9.4.2 Cromatograf ia en columna d'flrninohexil-

Sepharosa 4 B

Una mostra obtinguda de la cromatografgia en DERE-

cel-lulosa a pH 0,5; un cop dialitzada, s'aplicava a una

columna d'flminohexil-Sepharosa 4B C2x2,2 cm) equilibrada

amb la solució amortidora que anava la mostra. La columna

es rentava amb el mateix amortidor i L'activitat inhibitò-
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FIGURO 13. CROMRTOGRRFIfl DE BESCRNVI IÒNIC EN COLUMNfl DE
F05FOCEL-LUL05R DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFRTR-
5R 2R.

La figura mostra eL perfil d'eLució de
L'activitat inhibitoria sobre La fosfatase tipus 2fl i subs-
trat HMG-CoR reductasa (•). Rbsorbància a 260 nm C ).
Concentració saLina C——).
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ria s'eluïa amb un gradient salí de O a 500 mM NaCL en un

voLum total d'amortidor de 150 ml. La velocitat de fluix

fou mantinguda constant a 20 ml/h.

Les fraccions obtingudes (2,5 ml) es dialitzaven

enfront la solució d'equilibrat de la columna, i s'assaja-

ven per determinar on eluïa l'activitat inhibitoria de la

fosfatasa tipus 2fl i substrat HMG-Cofl reductasa. El perfil

d'elució és el que es mostra en la Figura 14. L'activitat

inhibitoria eluïa fonamentalment en un sol pic a una con-

centració salina compresa entre 30 i 250 mM NaCL. Si bé el

resultat obtingut aparentment semblava correcte, el rendi-

ment era d'un 15% i per tant es considerà que no presentava

cap tipus d'avantatge per avançar en el procés de purifica-

ció.

3.9.4.3 Cromatografia en columna d'Rffi-Gel Blue

Una mostra obtinguda de la cromatografgia en DERE-

cel-lulosa a pH 6,5, un cop dialitzada, s'aplicava a una

columna d'Rffi-Gel Blue (2x2,2 cm) equilibrada amb la

solució amortidora que anava la mostra. La columna es

rentava amb el mateix amortidor i es desenvolupava en les

mateixes condicions descrites en l'apartat anterior.

Les fraccions obtingudes (2,5 ml 3 es dialitzaven

enfront la solució d'equilibrat de la columna, i s'assaja-

ven per determinar on eluïa l'activitat inhibitoria de la

fosfatasa tipus 2R i substrat HMG-Cofl reductasa. Tal com

s'observa en la Figura 15, l'activitat inhibitoria era

majoritàriament excluida junt amb tota la proteïna acompa-

nyant, solament s'observa un petit augment d'activitat a

una concentració salina de 200 mM NaCl.
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FI&URR 14. CROMRTOGRRFIR D'RFINITRT EN COLUMNR D'RMINO-
HEXIL-SEPHRROSfl 4B DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFR-
TRSR 2fl.

La figura mostra eL perfil d'eLució de
L'activitat inhibitoria obtingut a L'apLicar eL gradient de
0-500 mM NaCL en La fracció 1. flctivitat inhibitoria sobre
La fosfatasa tipus 2R i substrat HMG-Cofl reductasa (•).
Rbsorbància a 280 nm ( ). Concentració saLina C ).
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FIGURO 15. CRQMRTOGRRFIfl D'flFINITRT EN COLUMNS D'RFFI-GEL
BLUE DE L'INHIBIDOR DE Lfl FOSFOTflSR 20.

La figura mostra et perfil d'etució de
L'activitat inhibitoria sobre La fosfatasa tipus 2fl i subs-
trat HMG-Cofl reductasa (•). Rbsorbància a 280 nm C ).
Concentració saLina C ).
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Degut a que aquest tipus de columna no presentava

cap avantatje alhora d'avançar en el grau de purificació de

l'inhibidor no es cregué convenient utilitzar-la per a

noves purificacions.

3.9.4.4 Cromatografia en columna de Sephadex G-100

Donat que no s'obtingueren resultats favorables amb

Les cromatografies anteriorment exposades, es procedi a la

utilització d'aquest nou tipus de cromatografia ja descrita

per altres autors en la purificació d ' inhibidor-2 de múscul

de conill.

Una mostra obtinguda de la cromatografia en columna

de DEflE-cel-lulosa a pH 6,5 s'aplicava a una columna de

Sephadex G-100 (115x1,6 cm), prèviament equilibrada amb la

solució amortidora on anava la mostra en presència de

100 mM NaCl. La cromatografia es desenvolupava a una ve-

locitat de fluix de 12 ml/h. La columna fou calibrada

prèviament amb proteïnes marcadores patró descrites en

l'apartat 3.2.5

Les fraccions de 4 ml, prèviament a l'assaig, es

dialitzaven enfront la solució de cromatografia de la

columna però, sense NaCl 100 mM. La inhibició produïda

sobre l'activitat reductasa fosfatasa de la fosfatasa

tipus 20 mostrava el perfil representat en la Figura 16.

El resultat obtingut fou un gran pic d'activitat al

llarg de tota l'elució de la columna, la qual cosa feia

pensar que es tractava d'un inhibidor amb múltiples formes

moleculars o bé a possibles interaccions entre la proteïna

i la resina. En qualsevol cas, la cromatografía fou poc

eficient i es rebutjà totalment.
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FIGURfl 16. CROMRTOGRRFIR DE 6EL FILTRRCIO EN COLUMNR DE
SEPHRDEX G-100 DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFRTR5R 2fl

La figura mostra el perfil d'elució de l'activi-
tat inhibitoria sobre La fosfatasa 2R i substrat HMG-Cofl
reductasa C • ) . Rbsorbància a 200 nm C ) .

La columna es va calibrar amb les proteïnes
marcadores, enumerades en l'apartat 3.2.5. CO) i, amb les
quals s'elaborà la recta de calibració representada en el
requadre, on :

Ve = volum d'elució de cada proteïna
Vo = volum buit de la columna
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3.9.4.5 Cromatografía en columna d'Hidroxiapatita

Una mostra que provenia de La cromatografía en

DERE-cel•LuLosa a pH 6,5; un cop dialitzada, s'aplicava a

una columna d'Hidroxiapatita C1,5x1 cm) equilibrada amb la

solució amortidora en que anava la mostra. La columna es

rentava amb el mateix amortidor i 40 mM fosfat salí.-

L'activitat inhibitoria eluïa amb un gradient Linial de

40 a 150 mM fosfat sòdic en un volum total d'amortidor de

30 ml. La velocitat de fluix de la columna es mantingué

constant a 20 ml/h.

Les fraccions obtingudes (0,5 ml) es dialitzaven

enfront la solució d'equilibrat de la columna, ja que el

fosfat emprat per a l'elució de l'activitat inhibitoria

inhibia l'activitat reductasa fosfatasa. R continuació

s'assajaven les fraccions per determinar on eluïa l'activi-

tat inhibitoria de la fosfatasa tipus 2fl i substrat HMG-CoR

reductasa. El perfil d'elució és el que es representa en la

Figura 17. L'activitat inhibitoria eluïa fonamentalment en

un sol pic a una concentració de fosfat sòdic compresa

entre 50 i 100 mM.

Si bé aquesta cromatografia implicava un gran avanç

en el grau de purificació de L'inhibidor, el rendiment

obtingut, d'un 10%, no era gens acceptable ja que implicava

una gran pèrdua de L'activitat inhibitoria. El fet de que

aquesta cromatografia augmentés el grau de puresa de l'in-

hibidor, feu pensar en una possible utilització en una

etapa final on l'inhibidor es trobés altament purificat.

Malgrat que es va fer algun intent en aquest sentit, el

resultat obtingut no donà lloc en cap moment a l'inhibidor

en un estat homogeni.
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FIGURO 17. CRQMflTOGRRFIfl EN COLUMNR D ' HIDROXIPflTITfl DE
L'INHIBIDOR DE Lfl FQSFflTRSP 2fl.

La figura mostra el perfil d'eluciô de l'activi-
tat inhibitoria obtingut a I'aplicar el gradient de
40-150 rnh de fosfat sòdic. flctivitat inhibitoria sobre la
fosfatasa tipus 20 i substrat HMG-CoR reductasa (•). Rb-
sorbància a 280 nm C 3. Concentració salina C 3.



173

FinaLment es va poder obtenir L'inhibidor en un

estat homogeni quan s'empraren les cromatografíes que a

continuació es descriuen.

3.9.5 Cromatografía en columna de DEPE-cel•LuLosa a pH 5

Un cop concentrades Les fraccions actives proce-

dents de La cromatografía en coLumna de DERE-cel•Lulosa a

pH 0,5 per precipitació amb TCR aL 15%, La mostra es dia-

Litzava enfront a una soLució amortidora composta d':

acetat sòdic 5 mM a pH 5, EDTR 1 mM, PM5F 1 mM i DTT

0,5 mM; durant 8 hores. La soLució amortidora es canviava

dos cops durant La diàLisi. Tot seguit, La mostra s'aplica-

va a una coLumna de DERE-cel•Lulosa a pH 5 (2x2,2 cm)

equilibrada amb La soLució amortidora que anava La mostra.

La coLumna es rentava amb el mateix amortidor i l'activitat

inhibitoria s'eluïa amb un gradient saLí de O a 500 mM NaCl

en un voLum total d'amortidor de 150 ml.

Les fraccions obtingudes C3 ml 3 es dialitzaven

enfront La solució d'equilibrat de la columna, i s'assaja-

ven per determinar on eluïa L'activitat inhibitoria de la

fosfatasa tipus 20 i substrat HMG-Cofl reductasa. El perfil

d'elució es el que es representa en la Figura 18. L'activi-

tat inhibitoria eluïa fonamentalment en un sol pic a una

concentració salina compresa entre 200 i 350 mM NaCL. Una

activitat inhibitoria, que no representa ni el 5% de l'ac-

tivitat inhibitoria total, eluïa a molt baixes concentra-

cions salines. Rquesta activitat es va despreciar en totes

Les purificacions realitzades.

Les fraccions actives es van concentrar addicionant

TCR al 100% Cp/v) fred fins a una concentració final de

15% Cv/v). La mescla es deixava en repòs durant 30 min i
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FIGURO 10. CROMRTOGRRFIR DE BESCRNVI IONIC EN COLUMNR DE
DERE-CEL-LUL05R R pH 5 DE L'INHIBIDOR DE Lfl
FOSFflTflSfl 20

La figura mostra el perfiL d'elució de L'activi-
tat inhibitoria, a L'aplicar un gradient de 0-500 ml·l NaCL
en La fracció 1. Rctivitat inhibitoria sobre La proteïna
fosfatasa 2R d'aLt pes moLecuLar de fetge de rata i subs-
trat HMG-CoR reductasa (•). Rbsorbància a 260 nm C—).
Concentració saLina (—).

Les fraccions C3 mL) assenyalades amb una barra
horitzontal, es recolliren i concentraren per a la poste-
rior cromatografia.
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tot seguit, es centrifugaba a 30.000><g durant 15 min. EL

precipitat es resuspenia en una solució amortidora composta

d': imidazol 20 mM a pH 7,5; EDTfl 0,1 mM, Brij 35 0,01%-

(p/v), gLiceroL 5% (v/v), PM5F 1 mM, DTT 0,5 mM i NaCL

100 mM. La suspensió es diaLitzava durant 4 hores enfront

L'amortidor.

3.9.6 Cromatografía en columna de Bio-Gel R 0.5m

La preparació s'aplicava en una columna de Bio-

Gel fl 0.5m (51x2,5 cm) equilibrada amb la mateixa solució

amortidora en que s'havia dialitzat la mostra.

Les fraccions de 4 ml, prèviament a l'assaig, es

dialitzaven enfront la solució de cromatografia de la

columna però sense glicerol 5% Cv/v) ni NaCl 100 mM. La in-

hibició produïda sobre l'activitat reductasa fosfatasa de

la fosfatasa tipus 20 mostrava el perfil representat en la

Figura 19. Es detectaven dos pics amb activitat inhibito-

ria; el primer, que eluïa amb el conjunt de proteïnes de

molt alt pes molecular i que presentava menys activitat

inhibitoria, es va guardar per a sotmetre'l a possibles

posteriors estudis. EL segon pic eluïa amb un pes molecular

aparent de 30 Kd (Figura 13, requadre) i, a més a més,

presentava molt poca proteïna contaminant i una gran acti-

vitat inhibitoria. D'aquest segon pic es reuniren les

fraccions assenyalades en la Figura 19, que ja s'havien

dialitzat per l'assaig, i s'aplicaven a la següent columna.

La columna s'havia calibrat prèviament amb proteï-

nes marcadores de pes molecular conegut, tal com són les

següents: albúmina bovina (65 Kd), ovoalbúmina (45 Kd),

gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (36 Kd), anhidrasa

carbónica (29 Kd), inhibidor de tripsina de soja (21 Kd) i



176

6

2.0-

1.5 •

-Q

• LO
flj

'>

U

ÇO

ó

0.5

O -

1.2
o
ço
CM

0.8

o
0.4 í

O 20 30 40 50 60

Número de fracció

70 80

FIGURO 19. CROMRTOGRRFIR DE GEL FILTRflCIO EN COLUMNS DE
BIO-GEL R 0.5m DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFRTR5R
TIPUS 2fl

La figura mostra el perfil d'elució de L'activi-
tat inhibitoria sobre La fosfatase 2fl i substrat HMG-Cofl
reductasa C • ). Rbsorbància a 280 nm C ).

Les fraccions C4 ml) amb activitat inhibitoria,
assenyalades amb una barra horitzontal, foren recoLlides,
diluïdes i aplicades a La següent cromatografia.

El pes molecular aparent es va calcular per com-
paració del volum d'elució de L'inhibidor de la fosfata-
sa 2R (•) amb els de les proteïnes marcadores, enumerades
en el text (O), les quals permitien elaborar la recta de
calibració representada en el requadre, on :

Ve = volum d'elució de cada proteïna
Vo = volum buit de la columna
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miogLobina (17 Kd). EL voLum d'eLució de Les proteïnes

marcadores es determinava per mesura de L ' absorbencia a

280 nm, mentre que eL de L'inhibidor es feia per mesura de

L'activitat inhibitoria.

3.9.7 Cromatografia en coLumna de BLue Sepharosa CL-6B

La mostra s'apLicava a una coLumna de BLue Sepha-

rosa CL-6B (7x2,1 cm) equiLibrada amb La soLució amortidora

en que anava La mostra, fl continuació es rentava La coLumna

amb 100 rnL deL mateix amortidor i s'eLuïa L'activitat

inhibitoria amb una concentració saLina de 100 mM NaCL en

200 mL de L'amortidor. Seguidament, s'apLicava una nova

concentració saLina de 600 mM NaCL en 200 mL de L'amortidor

per eLuir tota La possibLe activitat inhibitoria retinguda

en La coLumna.

Les fraccions recoLLides eren de 4 mL i La veLoci-

tat de fLuix es mantenia constant a 25 mL/h. Les fraccions

es diaLitzaven enfront una soLució de Tris/HCL 5 mM a pH 7,

i s'assajaven per a determinar L'activitat inhibitoria

sobre La proteïna fosfatasa 2R i substrat HMG-CoR reducta-

sa.

En La Figura 20 es mostra eL perfiL d'eLució de La

coLumna, on s'observa en primer LLoc, que tota L'activitat

inhibitoria eLueix a una concentració saLina de 100 mM

NaCL. En segon LLoc, que a una concentració de saL de

600 mM NaCL no eLueix cap activitat inhibitoria de La

fosfatasa 2fl.

Les fraccions actives s'ajuntaven i es concentraven

per Liofi Lització. L'inhibidor es guardava sec a -20 °C.
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Número de fracció
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FIGURR 20. CROMflTOGRRFIO D'RFINITRT EN COLUMNR DE BLUE
SEPHRR05R CL-6B DE L'INHIBIDOR DE Lfl F05FR-
TflSfl 2R

La figura mostra eL perfiL d'elució de L
tat inhibitoria sobre La fosfatase 2fl i substrat
reductasa (•). Concentració saLina C ).

' activi-
HMG-Cofl

Les fraccions (4 mL) amb activitat inhibitoria,
assenyalades amb una barra horitzontal, foren recollides,
dialitzades, concentrades, per liofilització i es guardaren
a -20 °C.
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En La Taula VI es mostra el resultat global del

procés de purificació de I'inhibidor de l'activitat reduc-

tasa fosfatasa de la fosfatasa 2fl de citosol de fetge de

rata.
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FRflCCIO

unitats

Citosol

Sobrenedant

flcid Tricloroacètic 151

1 DERE-cel·lulosa pH 8,5
f>
! BEfit-cel·lulosa DH 5

Bio 6el R 0.5m

Blue Sepharosa CL 6B

J

Prot.
Total

mg

6.900

102

35

20

flct.
Total

uní.

630,0

620,0

543,0

209,8
i

11,2 I 132,7
!

1.Î

0,08

40,4

5,3

flct.
Especf.

unt. /mg

91

5.165

6.388

10.450

11.850

17.565

sz.aoo

Pur.

«g.

1

56

70

114

126

132

580

Rnd.

i

100

98

86

33 í

20

6

1

Prot. Total (mg) = Proteïna total en nq
flc t. Total (unt.) - Bctivitat total en unitats
Oct. Especf. (unt./mg) - flctivitat específica en unitats per mg
Pur. (vg.) = Brau de purificació en vegades
und. (l) = iendinent en %

TRULR VI. RESUM DEL PROCE5 DE PURIFICflCIO DE L'INHIBIDOR
DE Lfl FQSFfiTßSR 2fl DE CITOSQL DE FETGE DE RflT«
RMB SUE5TRRT HMG-Cofl REDUCTflSfl
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3.10 COMPRRRCIO DEL COMPORTRMENT CROMflTROGRflFIC DELS DOS

INHIBIDQRS flILLflTS DE CITOSQL DE FETGE DE RRTR

Per tal d'esbrinar si ambdós inhibidors tenien un

comportament cromatogràfîc diferent es va procedir a La

realització d'una purificació en la que es mesuraven amb-

dues activitats inhibitories. El substrat fou sempre l'HMG-

CoR reductasa, tant si La fosfatasa emprada era de tipus 1
de múscul de conilL o de tipus 2fl de fetge de rata.

El procès de purificació es realitzava d'iguaL

forma aL descrit per a L'inhibidor de La fosfatasa 2fl de

fetge de rata, ja que aquest era simiLar al de I'inhibidor

de La fosfatasa 1, i a més a més, presentava L'avantatge de

que Les fraccions de Les diferents columnes cromatográfi-

ques es dialitzaven i per tant eren excentes de sais.

Un resum deLs comportaments cromatogràfics es

mostren en La Figura 21 on s'observa que ambdues activitats

inhibitories coeLuïen en les dos primeres columnes de

bescanvi iònic de DERE-ceL-lulosa de pH 8,5 i pH 5. En la

cromatogràfia de gel filtració en coLumna de Bio-GeL R
0.5m s'observa La separació d'ambdues activitats. La

primera, eLueix a un pes molecular aparent de 45 Kd i
mostra activitat inhibitoria sobre La fosfatasa tipus 1. La

segona, eLueix a un pes molecular aparent de 30 Kd i mostra

activitat inhibitoria sobre la fosfatasa tipus 2fl. Un aLtra

diferencia notable és el diferent comportament cromatogrà-

fic vers La columna de Blue Sepharosa CL-6B, on L'activitat

inhibitoria de La fosfatasa tipus 1 eLueix fonamentalment a

una concentració salina de 600 mM NaCl, mentre que l'acti-

vitat inhibitoria de La fosfatasa tipus 2fl eLueix a una

concentració salina de 100 mM NaCL.
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FIGURR 21. COMPRRRCIO DEL COMPORTRMENT CROMOTOGRflFIC DE
L'INHIBIDOR DE Lfl F05FRTR5R 1 CINHIBIDOR-2) I
L'INHIBIDOR DE Lfl F05FRTR5R 2fl

R: Cromatografía en columna de DERE-ceL - Lutosa a pH 8,5
•O . II II M II n n II C

C: " " " " Bio-GeL R O . 5m
D: " " " " BLue Sepharosa CL-6B

(•) Rctivitat de (.'inhibidor de La fosfatasa 2R
Ç O ) Rctivitat de L'inhibidor de La fosfatasa 1
C -- ) Rbsorbància a 280 nm
C - ) Concentració saLina
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3.11 CRRRCTERITZflCIO MOLECLJLRR DE L'INHIBIDOR DE LR

FOSFRTRSR 2fl

Una vegada demostrat que el comportament cromato-

qràfic de L'inhibidor de La fosfatasa 2R, diferia del de

(.'inhibidor de La fosfatasa 1 (inhibidor-2) , es va plante-

jar la necessitat de visualitzar la proteïna causant d'a-

questa inhibició i determinar-ne eL pes molecular.

3.11.1 Determinació del pes molecular en gels d'acrilamida

en 5D5

L'inhibidor purificat es sotmetia a una anàlisi de

puresa mitjançant gels d'acrilamida en 5D5. flquests gels es

realitzaven en placa i tenien una concentració d'acrilamida

del 10%. La qual cosa, permitía determinar el pes molecular

de La mostra si s'utilitzava proteïnes marcadores de pes

molecular conegut. L ' electroforesi es desenvolupava en les

condicions descrites en l'apartat 2.5.1. El gel es tenyia

amb Comassie-Blue.

Quan 10 pg d'inhibidor obtinguts de la cromatogra-

fia en columna de Blue Bepharosa CL-6B, es sotmetien a l'e-

lectroforesi en qels d'acrilamida en SD5, el resultat fou

el que es presenta en la Fiqura 22. En el carril B s'ob-

serva una soLa banda a La que correspon un pes molecular de

20 Kd. En el carril R es mostren les proteïnes marcadores

utilitzades, de les que s'indica el seu pes molecular.
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FIGURP 22. DETERMINRCIO DEL PES MOLECULRR DE L'INHIBIDOR DE
Lfl FOSFRTRSR 2fl EN GELS D'RCRILRMIDR EN 5DS

R) Una alíquota gue contenia 10 uq (carril 2) de
La preparació obtinguda en La coLumna BLue Sepharosa CL-6B,
va ésser anaLitzada en un qeL d'acriLamida en 5DS aL 10%,
sequint eL mètode descrit en L'apartat 2.5.1.

Les xifres Laterals indiquen els pesos molecu-
lars de les proteïnes patrons emprades (carril 13: Rlbúmina
bovina (66 Kd), ovoaLbúmina (45 Kd), qliceraldeid-3-fosfat
deshidroqenasa (36 Kd), anhidrasa carbónica (29 Kd), trip-
sinoqen (24 Kd), i inhibidor de la tripsina (20 Kd). El
front estava format per blau de bromfenol.

B) Es representen Les moviLitats relatives, res-
pecte al front de Blau de bromfenol, de les proteïnes mar-
cadores envers llurs pesos moleculars. Interpolant el valor
obtingut per a l'inhibidor de La fosfatasa 2R, s'obtinqué
un pes molecular de 20 Kd.
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3.11.2 Detecció d'activitat inhibitoria sobre La proteïna

fosfatasa 2fl en gels d'agarosa

Tal com ja hem vist en la present Memòria per

l'inhibidor de la fosfatasa 1, a l'igual que ja habia estat

demostrat per L ' inhibidor-2 procedent de múscul esquelètic

de conill, el fet d'aplicar-los a gels d'acrilalamida o

agarosa Cen el cas de l vinhibidor-2 de fetge de rata) en

presència de 5D5 i el posterior desenvolupament de l'elec-

troforesi, no causava pèrdua de l'activitat inhibitoria. En

el cas de l'inhibidor de La fosfatasa 2R, si bé es preveia

un comportament similar fou necessari verificar-ho.

Els primers intents de detecció d'activitat inhibi-

toria foren realitzats en gels d'acrilamida però, degut a

L'escassa elució de la proteïna d'aquests gels i al llarg

temps de durada d'aquesta elució, el resultat obtingut no

fou gens satisfactori. En conseqüència, s'optà per La uti-

lització de gels d'agarosa seguint el mètode, Lleugerament

modificat, de Sakakibara i col. C240) i que s'ha descrit en

l'apartat 2.5.2. flquest mètode oferia el gran aventatge de

la quasi total recuperació de La proteïna sotmesa a elec-

troforesi i, per tractar-se d'un procés de més curta dura-

da, també es produïa una gran recuperació de l'activitat

inhibitoria.

Dos mostres concentrades de 10 ug cada una que

provenien de la columna de Bio-Gel fl 0.5 m, es sotmetien a

L'electroforesi en gels d'agarosa en 5D5 aL 4%. Seguida-

ment, el gel es dividia en dos parts; una, que contenia una

de les mostres, es tenyia amb Comassie-BLue. L'altra part

del gel, el carril corresponent a la mostra es dividia en

fraccions ordenades de 3 mm. Un cop Les fraccions s'havien

extret i eLs extractes s'havien dialitzat, tal com es

descriu en l'apartat 2.5.2, s'assajava l'activitat ínhibi-
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tòria de cada fracció sobre La fosfatasa tipus 2fl i subs-

trat HMG-Cofl reductasa.

La diàlisi de Les fraccions extretes fou un pas

obLigat en tots eL casos en que es volia medir activitat

inhibitoria ja que La presència de sals, detergents o d'al-

tres productes utilitzats en L 'electroforesi, afectaven

greument a l'activitat reductasa fosfatasa.

EL résultat obtingut es mostra en la Figura 23, on

s'aprecia una gran inhibició just on es situava La banda de

proteïna del gel tenyit i que corresponia a un pes molecu-

lar de 20 Kd.

3.11.3 Digestió amb tripsina

Diversos autors havien demostrat que els inhibi-

dors de fosfatases eren extremadament sensibles al trata-

ment amb tripsina. Per verificar si I'inhibidor de la

fosfatasa 2fl presentava també aquesta propietat, prepara-

cions obtingudes en La cromatografia de geL filtració en

columna de Bio-Gel R 0.5m es van sotmetre a un tractament

amb tripsina.

Si les condicions de tripsinització es duien a

terme en una relació tripsina/inhibidor de 1/30, el resul-

tat que s'obtenia era una pèrdua dràstica de l'activitat

inhibitoria. Si el procediment es realitzava en unes condi-

cions més suaus i per tant, la relació tripsina/inhibidor

es rebaixava a 1/100 (p/p), s'obtenia el resultat que es

mostra en la Figura 24. En elLa s'observa que l'activitat

inhibitoria disminuïa amb el temps d'incubació.
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FIGURR 23. ME5URR DE L'RCTIVITRT INHIBITORIR DE L'INHIBI-
DOR DE LR FOSFRTRSR 2fl EN GELS D'RGRRQSR EN 5DS

Una alíQuata de 10 ua d'una
dor de La fosfatasa 20 provinent de La
0.5m, era sotmesa a una eLectroforesi
4%, seqons s'ha descrit en L'apartat 2
dia en fraccions de 3 mm que, un cop
des, eren assaiades per a determinar

preparació d'inhibi-
coLumna de Bio-GeL R
en qeLs d'agarosa aL
.5.2. EL geL es divi-
extretes i diaLitza-

L'activitat inhibito-
ria, tal com s'ha descrit en L'apartat 3.1.2.

s'indica
zaren en

Les proteïnes
eL pes moLecuLar
La Fiqura 22.

patrons utilitzades, de Les que
t'oren Les mateixes que s'utilit-
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FIGURO 24. DIGESTIÓ HMB TRIPSINR DE L'INHIBIDOR DE
LR FOSFRTRSfl 20

Preparacions obtingudes de La cromatografia per
Bio-Gel R O.5m es wan sotmetre a La digestió amb tripsina.
EL procés es realitzava en una relació tripsina/inhibidor
de 1/100 Cp/p) i la mescLa
una temperatura de 30
95 °C per a destruir
centrifugadora tipus

s'incubava a diferents temps, a
°C. Seguidament es caLentava 5 min a
la tripsina, i es centrifugava en una
"Eppendorf" a 10.000><g durant 5 min.

El sobrenedant s'assajava per determinar L'activitat inhi-
bitoria sobre La fosfatasa 2R i substrat HMG-CoR reductasa
segons s'ha descrit en L'apartat 3.1.2.
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3.11.4 Tractament amb etanol

Es va voler comprovar també L'efecte que produïa

L'etanoL sobre (.'inhibidor de La fosfatasa 2fl. Per això,

diferents preparacions concentrades de L'inhibidor obtingu-

des en La cromatografía en Bio-GeL R 0.5 m es sotmetien a

un tractament amb etanoL.

R 200 uL de L'inhibidor que contenien 10 ug d'a-

quest, s'addicionaven etanoL aL 95% fins a una concentració

finaL deL 60% (v/v). La mescLa es deixava en repòs durant

5 min i tot seguit es centrifugava a 10.000*g durant 5 min.

EL sobrenedant es diaLitzava durant 4 h a 4 °C enfront una

soLució amortidora d'imidazoL 20 mM a pH 7. EL precipitat

s'extreia 2 vegades amb un voLum totaL de soLució amorti-

dora iguaL aL voLum iniciaL de La mostra. L'extracte es

diaLitzava en Les mateixes condicions que eL sobrenedant.

En cap d'ambdues mostres, sobrenedant i extracte,

s'obtingué activitat inhibitoria quan s'assajaren sobre La

fosfatasa tipus 2fl i substrat HMG-CoR reductasa.
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3.12 ESTUDIS CINÈTICS DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFRTRSfl 2fl

Rtès que L'inhibidor purificat presentava una

característica molt especial, que era la d'inhibir la

fosfatasa tipus 2R amb substrat HMG-Cofl reductasa, es va

creure necessari la realització d'estudis cinètics d'inhi-

bició sobre les diferents fosfatases i substrats. Les

fosfatases emprades foren les subunitats catalitiques de

les proteïna fosfatases tipus 1 i 2R de múscul de conill i

les proteïna fosfatases 1 i 2fl de fetge de rata d'alt pes

molecular o les seves subunitats catalitiques. Com a subs-

trats s'empraren l'HMG-Cofl reductasa i la glicogen fosfori-

lasa.

Tots aquests estudis cinètics es compararen amb els

obtinguts amb l'inhibidor-2 de múscul esquelètic de conill.

3.12.1 Estudi de l'activitat inhibitoria sobre proteïna

fosfatases tipus 1 i 2fl amb substrat HMG-CoR

reductasa

Per a realitzar els estudis cinètics es van utilit-

zar en tot moment preparacions homogènies de l'inhibidor de

la fosfatasa 2fl i preparacions altament purificades de

totes les fosfatases emprades.

Quantitats creixents d'inhibidor s'incubaven amb la

subunitat catalitica de la fosfatasa tipus 1 de múscul

esquelètic de conill o bé amb La fosfatasa tipus 2R d'alt

pes molecular aïllada a partir de fetge de rata durant

15 min a 37 °C, tal com s'ha descrit en l'apartat 3.1.2 .

La reacció s'iniciava a l'addicionar 0,22 ug d'HMG-CoR

reductasa homogènia i inactiva. Després de 15 min a 37 °C
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L'activitat reductasa fosfatasa es determinava segons es

descriu en L'apartat 2.3.3 .

ELs resuLtats obtinguts es poden apreciar en La

Figura 25, on s'observa que concentracions d'inhibidor de

La fosfatasa 20 de 7 nM ja produeixen inhibicions sobre

L'activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 20, i a

60 nM La inhibició és totaL. Per contra, quan L'inhibidor

de La fosfatasa 20 s'incubava amb La subunitat cataLítica

de La fosfatasa tipus 1 no es produïa cap efecte inhibitò-

ri, La quaL cosa eL diferencia compLetament de L'inhibidor

de La fosfatasa 1 (inhibidor-2), purificat en La primera

part d'aquesta Memòria i també, de L ' inhibidor-2 de múscuL

esqueLètic de coniLL.

Quan es va intentar reaLitzar eLs mateixos experi-

ments amb Les subunitats cataLitiques de Les fosfatases ti-

pus 1 i 20 de fetge de rata eLs resuLtats obtinguts foren

simïLars aLs que es mostren en La Figura 25.

Si aquests estudis es reaLitzaven amb La subunitat

cataLítica de La fosfatasa tipus 20 de múscuL esqueLètic de

coniLL, eL resuLtat obtingut enfront a aquesta fosfatasa no

fou exactament L'esperat. EL principaL probLema venia arran

de que aquesta proteïna fosfatasa presenta poca especifici-

tat per L'HMG-Cofl reductasa i, per tant, Les quantitats

d'aquest enzim necessàries per produir una determinada

activitat reductasa fosfatasa eren moLt superiors a Les

utiLitzades amb Les proteïna fosfatases obtingudes de fetge

de rata. FinaLment, s'observà que La reLació inhibidor de

La fosfatasa 20/fosfatasa 20 es mantenia constant tant si

La proteïna fosfatasa emprada provenia de fetge de rata com

si s'havia obtingut de múscuL de coniLL.
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FIGURO 25. INHIBICIÓ DE LES PROTEIN« FOSFRTRSES 1 I 2R PER
L'INHIBIDOR DE Lfl FOSFRTRSR 2R DE FETSE DE RRTR
I L'INHIBIDOR-2 DE MÚSCUL DE CONILL I 5UBSTRRT
HMG-CoR REDUCTRSR

Quantitats creixents de preparacions homogènies
d'inhibidor de La fosfatasa 2fl de fetge de rata C O , • ) , i
de L ' inhibidor-2 de múscul de conill (.<>, + )• s'incubaven
amb una quantitat fixa (3 U) de la fosfatasa tipus
pes molecular (•, + ) o bé amb la subunitat
la fosfatasa tipus 1 C O, O)- La determinació de l'acti-
vitat reductasa fosfatasa es realitzava segons es descriu
en l'apartat 2.3.3. L'activitat s'expressa en percentatge
referent a L'activitat reductasa fosfatasa sense

2fl d'alt
catalítica de

i nh ib ido r
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3.12.2 Estudi de L'activitat inhibitoria sobre proteïna

fosfatases tipus 1 i 2R amb substrat glicogen

fosforilasa

Quan quantitats creixents de (.'inhibidor purificat

s'incubaven amb La subunitat cataLitica de La fosfatasa

tipus 1 de múscuL esqueLètic de coniLL, utiLitzant com a

substrat fosforiLasa, eL resuLtat obtingut és eL que es

mostra en La Figura 26. En e L L a s'observa que L'activitat

fosfatasa no s'inhibeix excepte a moLt aLtes concentracions

d'inhibidor. 5i La fosfatasa de tipus 1 utiLitzada era La

subunitat cataLitica de La fosfatasa tipus 1 de fetge de

rata eLs resuLtats obtinguts eren simiLars.

En eL cas d'incubar L'inhibidor amb La fosfatasa 2fl

d'aLt pes moLecuLar obtinguda de fetge de rata i substrat

fosforiLasa, contràriament aL que es podia esperar, aquest

inhibidor no afectava a L'activitat fosfatasa quan eL subs-

trat utiLitzat fou La gLicoqen fosforiLasa. Si Les fosfata-

ses utiLitzades eren Les subunitats cataLitiques de La

fosfatasa 2R d'ambdós teixits CmúscuL i fetge), eL resuLtat

era simiLar a L'obtingut amb La fosfatasa 20 d'aLt pes

moLecuLar aïLLada de fetge de rata.
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FIGURfl 26. INHIBICIÓ DE LES PRQTEINfl FOSFPTRSE5 1 I 2R PER
L'INHIBIDOR DE LR FOSFRTRSR 2R DE FETGE DE RRTfl
I L'INHIBIDOR-2 DE MÚSCUL DE CONILL I SUB5TRRT
GLICOGEN FOSFORILRSR

Quantitats creixents de preparacions homogènies
d'inhibidor de La fosfatasa 2fl de fetge de rata C O, • ), i
de L ' inhibidor-2 de múscul de conill CO,^}< s'incubaven
amb una quantitat fixa (15 U) de la proteïna fosfatasa
tipus 2R d'alt pes molecular (•,+) o bé amb la subunitat
catalitica de la fosfatasa tipus 1 C O, O). La determinació
de l'activitat fosforilasa fosfatasa es realitzava segons
es descriu en l'apartat 2.3.5. L'activitat s'expressa en
percentatge referent a l'activitat fosforilasa fosfatasa
sense inhibidor.
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3.13 DETECCIÓ D'flCTIVITRT D'INHIBIDOR-1

Donat que aquest inhibidor de L'activitat reductasa

fosfatase de La fosfatase 2R, presentava unes característi-

ques moLecuLars simiLars a Les de L'inhibidor-1 ja descrit

de múscuL de coniLL, es van reaLitzar experiments en eLs

quaLs L'activitat de L' inhibidor 1 es feia paLesa.

Primerament, s'incubaven fraccions de 50 ng d'inhi-

bidor homogeni amb La proteïna quinasa dependent d'RMP cíc-

Lic C120 U/mL3, RMP 0,1 mM, acetat magnésie 2 mM i RTP

0,2 mM, en un voLum finaL de 60 uL a 30 °C durant 30 min.

La reacció s'aturava per escaLfament a 95 °C durant 5 min.

R continuació, es refredaven Les mostres durant 15 min en

un bany d'aigua-geL i es centrifugaven a 10.000><g durant

10 min en una centrifugadora tipus "Eppendorf".

DeLs sobrenedants obtinguts, 15 u L s'assajaven per

a determinar L'activitat inhibitoria, taL com s'ha descrit

en L'apartat 3.1.2 . Per L'assaig s'empraren La subunitat

cataLitica de La fosfatasa tipus 1 de múscuL de coniLL i La

fosfatasa 2R d'aLt pes moLecuLar de fetge de rata. ELs

substrats foren L'HMG-CoR reductasa i La gLicogen fosfo-

riLasa. L'assaig es reaLitzava sempre per dupLicat i amb
controLs on L'inhibidor o bé La quinasa eren excempts.

En eL cas de La utiLització de La fosfatasa 1 no es

va detectar cap efecte inhibitor!. Quan s'utiLitzà La

fosfatasa 2fl soLament es feia paLesa La inhibició amb eL
substrat HMG-Cofl reductasa, però L'efecte inhibitori no

s'augmentà en cap moment.
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3.14 F05FORILRCIO PER RCCIO DE PROTEINR QUINR5E5

Rtès que L'inhibidor de La fosfatasa 2R no es

reactivabLe per fosforiLació amb proteïna quinasa dependent

d'RMP cicLic, es va provar La seva capacitat d'ésser fos-

foriLat mitjançant La utiLització de diferents proteïna
quinases i Cr-EJ52P]RTP.

3.14.1 FosforiLació produïda per acció de La quinasa

dependent d'RMP cícLic i Cr-^PDRTP

Una aLíquota de 2 ug d'inhibidor homogeni s'incu-

bava amb proteïna quinasa dependent d'RMP cícLic i 50 uM de

Cr-3saPDRTPl en substitució de L'RTP no radioactiu durant

30 min a 30 °C. Les condicions a Les que es reaLitzava La

fosforiLació eren Les descrites en L'apartat anterior. Tot

seguit es parava La reacció per escaLfament i un cop cen-

trifugades Les mostres, 10 uL deLs sobrenedants es preparat

ven per ser apLicats a una eLectroforesi en geLs d'acriLa-

mida en SD5 aL 10%.

L'eLectroforesi es desenvoLupava taL com s'ha

descrit en L'apartat 2.5.1. ELs geLs secs s'anaLitzaven per

autorradiografia indirecta, segons eL mètode descrit en

L 'apartat 2.8.

EL resuLtat obtingut fou en aquest cas totaLment

negatiu. La banda corresponent a L'inhibidor no s'havia

fosforiLat. RL LLarg de tot eL procés es dugueren controLs

on L'inhibidor no hi era present i també controLs de fosfo-

riLació positiva, com fou La presència d ' inhibidor-2 de

múscuL de coniLL que era sensibLe a La fosforiLació per

aquesta proteïna quinasa.
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3.14.2 Fosforilació produïda per acció de La GSK-3 i

Per fosforilar L'inhibidor de L'activitat reductasa

fosfatasa de La fosfatasa 20 amb La GSK-3, es va procedir

de La mateixa forma que en La fosforiLació feta en L'apar-

tat 3.6.2 .

Una mostra de 2 ug de L'inhibidor homogeni s'incu-

bava amb 5 ug de G5K-3 purificada i 50 uM de CT-3AP3RTP i

acetat magnésie 1 mM durant 30 min a 30 °C. Seguidament

s'escaLfaven Les mostres a 95 °C per aturar La reacció, es

refredaven i es centrif ugaven.

Una aLiquota de 25 pL deLs sobrenedants s'apLicaven

a un geL d'acriLamida en 5D5 aL 10%. Es desenvoLupava

L ' eLectrof oresi en Les condicions descrites en L'apartat

2.5.1 i una vegada s'havien assecat eLs geLs; aquests

s ' anaLitzaven per autorradíograf ia taL com està descrit en

L 'apartat 2.8.

També en aquest cas La fosforiLació de L'inhibidor

fou nuL·La. Com a controL positiu de fosforiLació es feu

servir L ' inhibidor-2 de múscuL esquLètic de coniLL.
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3.15 COMPRRRCIO HMB L'INHIBIDOR DE LR QUINR5R DEPENDENT

D'RMP Cíclic

Després d'haver observat que L'inhibidor de L'acti-

vitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 2R era diferent

d'aLtres inhibidors de proteïna fosfatases ja descrits en

La Literatura, ens vàrem pLantejar La possibilitat de que

aquest inhibidor es correspongués amb L'inhibidor ja des-

crit de La proteïna quinasa dependent d'BMP ciclic de

múscuL de conilL. Per aquest motiu es realitzaren en primer

lloc estudis d'inhibició sobre proteïna fosfatases i,en

segon lloc sobre proteïna quinasa dependent d'RMP ciclic.

3.15.1 Estudi comparatiu realitzat sobre proteïna fosfa-

tasa 2fl i HMG-Cofl reductasa

L'assaig per a dur a terme aquest estudi comparatiu

es realitzava incubant quantitats creixents de cada un dels

inhibidors homogenis (inhibidor de la fosfatasa 2R, inhibi-

dor de La proteïna quinasa dependent d'RMP ciclic) amb una

quantitat fixa (3 U) de fosfatasa 2fl de fetge de rata

durant 15 min a 37 °C. Es continuava l'assaig tal com s'ha

descrit en l'apartat 3.1.2.

ELs resultats obtinguts es representen en La Figu-

ra 27, on s'observa La necessitat de grans quantitats

d'inhibidor de La proteïna quinasa dependent d'RMP cíclic

per a produir inhibició sobre la fosfatasa 2fl i

substrat HMG-CoR reductasa.



199

(O
"m

o

OJ

o
3
•o
(U

CC

O 0.03 0.1 0.3

Inhibidor de la fosfat asa 2 A

Inhibidor de la proteïna quinasa dependent d'AMPc (ug)
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3.15.2 Estudi comparatiu realitzat sobre La proteïna

quinasa dependent d'RMP ciclic

Si bé eL resultat anterior feia preveure que ambdós

inhibitions eren completament diferents, crèiem que era

necessari l'execució d'aquesta prova per arribar a resul-

tats concloents.

En aquest cas l'assaig es realitzava incubant

quantitats creixents d'inhibidor en un volum de 15 ui amb

15 pi de la proteïna quinasa dependent d'RMP ciclic que

contenia 0,4 U/ml diluïa en una solució composta de: ß gli-

cerofosfat 25 mM a pH 7,5 i 10 pi d'RMP cíclic 0,1 mM, a

30 °C durant 15 min. R continuació, s'addicionava 10 pi

d'histona 2R C20 mg/ml) i s'incubava la mescla a 30 °C

durant 10 min. La reacció de fosforílació de la histona

s'iniciava a l'addicionar 10 pi d'una solució que contenia

ß-glicerofosfat 25 mM a pH 7,5; DTT 1 mM, EDTfl 0,1 mM, ace-

tat magnésie 12 mM i CT-33P3HTP 125 pM (10.000 cpm/pmol).

La mescla s'incubava durant 15 min a 30 °C. La reacció

s'aturava dipositant 25 pi de la mescla en un extrem d'una

tira de paper d'ITLC en la que seguidament s'addicionava en

el mateix lloc 20 pi de TCR al 20% per tal de precipitar

les proteïnes fosforilades amb 32P. Tot seguit es procedia

com s'ha descrit en l'apartat 2.7. per a determinar La

quantitat de 32P lligat a la proteïna.

L'assaig es realitzava sempre per duplicat i es

duien controls en els que l'inhibidor, la proteïna quinasa

dependent d'RMP ciclic o ambdós a la vegada no hi eren pre-

sents .

El resultat obtingut es mostra en la Figura 26 on

s'observa que són necessàries majors quantitats d'inhibidor
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FIGURO 28. COMPRRRCIO DE L'INHIBIDOR DE LR F05FRTR5R 2R RMB
L'INHIBIDOR DE LR PROTEINH QUINRSfl DEPENDENT
D'RMP CÍCLIC, SOBRE PROTEINR QUINRSfl DEPENDENT
D'RMP CÍCLIC I 5UBSTRRT HISTONR 2fl.

Quantitats creixents de L'inhibidor de La pro-
teïna fosfatase 2R C • ) o bé de L'inhibidor de La proteïna
quinasa dependent d'RMP cicLic CO), s'incubaven amb pro-
teïna quinasa dependent d'RMP cicLic en Les condicions des-
crites en eL text.
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de La fosfatase 2R que d'inhibidor de La proteïna quinasa

dependent d'RMP cícLic per aconseguir La mateixa inhibició.



DISCUSSIÓ
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4.1 INHIBIDOR DE Lfl PROTEINfl FOSFRTOSfl TIPUS 1

Des que Nordstrom i coL. (221) relitzaren La prime-

ra purificació parcial, de proteïna fosfatases a partir de

citosoL de fetge de rata, hi han hagut pocs Laboratoris que

hagin emprat proteïna fosfatases de fetge de rata per a La

reaLització d'experiments de desfosforiLació, es a dir, de

reactivació de L'HMG-Cofl reductasa.

Ingebritsen en cooperació amb Cohen estudiaren

L'activitat de diferents proteïna fosfatases de fetge de

rata, no soLament sobre L'HMG-CoR reductasa, sinó també

sobre La reductasa quinasa corn a substrats C163). Brown i

RodweLL C45) aïLLaren formes d'aLt pes moLecuLar amb acti-

vitat reductasa fosfatasa que podien convertir-se en formes

d'un pes moLecuLar de 35 Kd per tractament amb etanoL aL

60%. ELs Laboratoris de Gibson (154, 156) i Beg (19, 21)

també dugueren a terme diferents estudis sobre Les reducta-

sa fosfatases però, en cap d'aquests grups, no es feren

estudis referents a L'aïLLament i caracterització d'inhibi-

dors especifics de Les activitats de proteïna fosfatasa

tipus 1 o La proteïna fosfatasa tipus 2 fl, quan eL substrat

emprat era L'HMG-Cofl reductasa.

EL fet de que es conegui La gran responsabiLitat

que tenen Les proteïna fosfatases en eLs sistemes intercon-

vertibLes, així com eL fet de que s'hagi demostrat que La

presència d'inhibidors actuant sobre aquestes proteïna

fosfatases jugui un paper important sobre aquests sistemes,

fa pensar que en eL cas de L'HMG-CoB reductasa podria

succeir un tipus de controL simiLar.

TaL com ja s'ha indicat anteriorment eLs objectius

d'aquesta Tesi eren confirmar i aprofundir, eL màxim possi-
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bLe, en eL coneixement deL control del procés d'activació

per desfosforilació covalent de l'HMG-Cofl reductasa, mit-

jançant L'estudi dels inhibidors de proteïna fosfatases i

per una altra banda, caracteritzar aquestes proteïnes

inhibidores de les proteïna fosfatases que catalitzen

l'activació de L'HMG-CoR reductasa. Per assolir aquests

objectius fou necessari disposar de preparacions enzimàti-

ques homogènies, de tots els enzims implicats en aquest

sistema tais com ho són l'HMG-Cofl reductasa , la glicogen

fosforilasa i les proteïna fosfatases emprades en medir

l'activitat inhibitoria.

Pel que fa a les proteïnes inhibidores, els resul-

tats exposats prèviament demostren l'existència de dos

inhibidors de proteïna fosfatases emprant HMG-CoP reductasa

com a substrat. El primer d'ells, que mostrava activitat

inhibitoria sobre la proteïna fosfatasa 1, hom creu que

se'l pot identificar amb l ' inhibidor-2 purificat a partir

de múscul esquelètic de conill.

4.1.1 Purificació i caracterització molecular

Des que l'activitat inhibitoria de proteïnafosfa-

tases fou detectada per Brandt i col. (333 l'any 1974 en

fetge de conill fins el moment de l'inici de La present

Memòria , no s'ha descrit cap mètode de purificació de

l'inhibidor-2 a partir de fetge de rata que donés lloc a

preparacions homogènies.

El primer intent en aquest sentit fou dut a terme

per KhandelwaL, i Zinman C175). flquest autors purificaren a

homogeneïtat una proteïna inhibidora de l'activitat fosfo-

rilasa fosfatasa a partir de fetge de conill. El pes mole-

cular de la proteïna purificada era de 15 Kd, que era
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conseqüència d'haber sotmès Les preparacions a un tracta-

ment alcalí el qual afavoria el pas de les formes de més

alt pes molecular a una única forma de baix pes molecular.

R aquesta proteïna inhibidora La denominaren inhibidor-2.

Goris i col. (121) obtingueren dos formes d'ínhibi-

dor-2, denominades a i ß, a partir de fetge de gos. Les

formes obtingudes per aquests autors diferien en pes mo-

lecular de la forma obtinguda per KhandeLwal i Zinman.

Recentment, durant la realització d'aquesta Memòria, Chis-

holm i Cohen (58), emprant un mètode de purificació similar

a l'emprat per a purificar l ' inhibidor-2 de múscul de

conill, han demostrat que el pes molecular de l'inhibidor-2

present en fetge de conill és similar al de l'inhibidor-2

de múscul esquelètic de conill. fiquest resultat L'obtingue-

ren després de sotmetre una mostra en gels d'acrilalmida-

5D5 i dividint el geL en fraccions , que un cop extretes,

eren assajades per determinar-ne L'activitat inhibitoria,

flquest procés fou compLetament necessari ja que Les prepa-

racions obtingudes per aquests autors no eren homogènies.

El procés de purificació de L'inhibidor-2 de fetge

de rata presentat en aquesta Memòria combina bàsicament el

procés emprat per KhandeLwal i Zinman C1753 que suposa la

utilització d'una cromatografia en DERE-cel-luLosa a pH al-

calí (pH 6,5) i el procés emprat per Chisholm i Cohen C503

que inclou una cromatografía en DERE-cel-Lulosa a pH 5 i

una cromatografía de gel filtració. Tot i això, en el

nostre cas s'introduí una nova etapa de purificació, que

implicava la utilització d'una cromatografía d'afinitat en

columna de Blue Sepharosa CL-6B.

Les dos primeres cromatografíes de bescanvi iònic

en columna de DERE-cel•luLosa a pH 8,5 i 5,0 mostraren una

sola fracció amb activitat inhibitoria enfront la fosfatasa
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tipus 1 per ambdós subtrats assajats, HMG-Cofl reducíase i

glicogen fosforilasa.

Cat remarcar que en La cromatografía de geL filtra-

ció, en columna de Bio-Gel R 0.5m, s'obtingueren dos pre-

paracions amb activitat inhibitoria enfront La proteïna

fosfatasa tipus 1; una, eLuïa junt amb Les proteïnes ex-

cLuïdes de La coLumna. Rquesta fracció no era La que pre-

sentava major activitat i probablement era deguda a una

proteoLisi Limitada de La proteïna fosfatasa d'aLt pes

moLecuar depenent d'RTP-Mg o bé a agregacions de l'inhibi-

dor-2. La segona fracció, La més activa, presentava un pes

molecular aparent de 45.000 daltons, mentre que L'inhibi-

dor-2 parcialment purificat per Chisholm i Cohen presentava

un pes molecular aparent de 60.000 daLtons. EL fet de que

es presentin més d'una fracció amb activitat inhibitoria i

pesos moleculars aparents diferents, ha estat demostrat per

diferents autors (144, 235). D'altra banda , si la cromato-

grafía de gel filtració es realitzava a un pH aLcall

CpH 9), tal com proposaven KhandelwaL i Zinman , per a

convertir totes les formes actives d'alt pes molecular en

una única forma de pes molecular inferior, el résultat

obtingut en el nostre cas fou totalment nuL, aconsseguint

sempre el mateix perfiL d'elució.

Pel que fa a la següent cromatografía en coLumna de

BLue Sepharosa CL-6B, L ' inhibidor-2 de fetge de rata eLuïa

a una concentració salina de 0,6 H NaCl, resultat que

estava d'acord amb l'obtingut per Yang i col. (279) en la

purificació de l ' inhibidor-2 de múscul esquelètic de co-

nill. Quan l'elució de L ' inhibidor-2 de fetge de rata es va

realitzar pel mètode recentment descrit per Gruppuso i col.

(129) utilitzant una concentració salina d'elució de 0,1 M

NaCl, no es produí cap elució de l'activitat inhibitoria

enfront la proteïna fosfatasa 1, romanent aquesta en la
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calumna. EL diferent comportament cromatogràfic de L'inhi-

bidor-2 de L'un a L'aLtre teixit respecte a Les dos úLtimes

cromatogràfies probaLement sigui degut a petites diferèn-

cies entre ambdues proteïnes conseqüència de La seva perta-

nyença a teixits diferents.

Les condicions de purificació han estat cuidadosa-

ment estudiades amb L'objecte de miLLorar eLs rendiments

obtinguts i de tenir La certesa de que durant L'aïLLament

de La proteïna inhibidora; no es produïssin fenòmens de

proteoLisi o d'aLtres tipus. flixí, per a L'homogeneïtzació

d'aquest inhibidor i fins La finaLització deLs procés de

caLentament s'empraren soLucions contenint sacarosa 500 mM,

EDTR 2 mM, EGTR 2 mM, benzamidina 1 mM, TLCK 0,5 mM, PM5F

1 mM, Leupeptina 1 ug/mL i DTT 0,5 mM, en una proporció de

3 mL de dissoLució per gram de fetge. R més a més, es

tingué La precaucuió addicionaL d'incorporar eL DTT i eL

PM5F a totes Les soLucions amortidores, de forma extemporà-

nia, per a garantir L'efecte desitjat. Les vesícuLes Liso-

somaLs s'eLiminaren per centrifugació a 15.000><g durant

20 minuts, amb La finaLitat d'evitar tota La possibLe acció

de Les proteases deLs Lisosomes, i eLs cations divaLents

foren neutraLitzats per addició d'EDTR i EGTR.

L'etapa següent en La purificació, L'escaLfament a

95 °C, era inprescindibLe reaLitzar-La a una temperatura

constant de 95 °C, ja que un descens en La temperatura
podia conduir a L'obtenció de baixos rendiments, probabLe-

ment deguts a L'acció proteoLitica de certes proteases que

actuarien a temperatures eLevades, inferirors a 95 °C o bé

aL fet de que L'inhibidor no es separés compLetament de La

fosfatase amb La que formava eL compLex de 70 Kd. Un aLtre

factor a tenir en compte, era eL pH a que es reaLitzava

aquest procés. Cohen i coL.(99) demostraren, per a L'inhi-

bidor-2 de múscuL esqueLètic de coniLL, que L'escaLfament
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realitzat a pHs àcids o alcalins donava lloc a rendiments

inferiors dels obtinguts quan aquest procés es realitzava a

pH neutre. En el cas de l ' inhibidor-2 de fetge de rata,

escalfaments realitzats a pH inferiors a 6/5 o superiors a

7,5 implicaven una pèrdua quasi total de l'activitat inhi-

bitoria.

El motiu pel qual els rendiments obtinguts en la

purificació de l ' inhibidor-2 de fetge de rata són inferiors

als obtinguts per diferents autors quan l'inhibidor-2

purificat prové de múscul esquelètic de conill C279),

prob l ab Iemen t sigui causat per dos fets,- un seria la gran

quantitat de proteïnes contaminants acompanyants que es

troben en el fetge respecte el teixit muscular i que impli-

quen la utilització d'una major quantitat de cromatografies

per poder obtenir L'inhibidor en estat homogeni. El segon

fet és el ja demostrat recentment per Gruppusso i col.

C1293 així com pel grup de De Paoli-Roach C235), mitjançant

anticossos específics enfront l ' inhibidor-2 de múscul

esquelètic de conill i a través de tècniques d'inmunoblot,

demostrant que la quantitat d ' inhibidor-2 existent en

teixit hepàtic és inferior l'observat en teixit muscular.

D'altra banda, els resultats exposats anteriorment

demostren que L'inhibidor-2 aïllat de fetge de rata pre-

senta un pes molecular de 31 Kd quan s'analitza per elec-

troforesi en gels d'acrilamida-SDS i que la proteïna que

mostra aquest pes molecular, un cop extreta del gel pre-

senta activitat inhibitoria sobre la proteïna fosfatasa 1

tant si el substrat emprat és l'HMG-Cofl reductasa com si es

tracta de la glicogen fosforilasa. Resultats, que estan

d'acord amb els obtinguts per a l ' inhibidor-2 de múscul

esquelètic de conill.
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S'han demostrat també aLgunes característiques de

L ' inhibidor-2, La gran sensibilitat d'aquest inhibidor a

ésser proteoLitzat per acció de La tripsina, perdent fàcil-

ment L'activitat inhibitoria; La resistència a tractaments

àcids i L'estabiLitat aL caLor, propietats que s'han apro-

fitat per a La purificació; i, finaLment La sensibilitat de

L'inhibidor a tractaments dràstics amb etanoL aL 60%, cau-

sant La pèrdua totaL de L'activitat inhibitoria.

4.1.2 Propietats cinètiques de L'inhibidor de La

fosfatase 1

PeL que fa referència aL comportament cinètic de

L ' inhibidor-2 de fetge de rata, eLs resultats anteriorment

exposats demostren un comportament similar al obtingut amb

l ' inhibidor-2 de múscul esquelètic de conill. R l'incubar

quantitats creixents d'ambdós inhibidors enfront una quan-

titat fixa de la subunitat catalítica de la proteïna fosfa-

tasa tipus 1, els dos inhibidors inhibeixen l'activitat

reductasa fosfatasa i fosforilasa fosfatasa a nivells

nanomolars. Per contra, si La proteïna fosfatasa emprada

era la subunitat catalítica de La proteïna fosfatasa 2fl de

múscuL esqueLètic de conill, solament s'obtenia inhibició a

concentracions micromolars dels dos inhibidors i amb els

dos substrats CHMG-CoB reductasa i gLicogen fosforiLasa).

Tots aquests resutats estan d'acord amb els descrits per

Foulkes i col C103) i per Brautígan i col. (30).

El motiu peL qual s'hagin emprat en tot moment les

subunitats catalítiques de Les fosfatases tipus 1 i 20 de

múscuL de conilL així com La utilització del substrat

gLicogen fosforilasa i del propi inhibidor-2 de múscuL de

conill, és degut fonamentalment a l'intent de copsar al

màxim les possibles diferències o similituds que l'inhibi-
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dor-2 de fetge de rata presentava respecte a L'inhibidor-2,

ja tant estudiat , de múscul esquelètic de coniLL.

EL fet de que L ' inhibidor-2 de fetge de rata actui

inhibint La proteïna fosfatasa 1 emprant com a substrat no

soLament gLicogen fosforiLasa, sinó també HMG-Cofl reducta-

sa, suggereix que L'efecte reguLatori d'aquest inhibidor

demostrat en eL sistema deL gLicogen, pugui ser apLicat

també aL metaboLisme deL coLesteroL, a través d'un meca-

nisme de fosforiLació i desfosforiLació de L'HMG-CoR reduc-

tasa.

4.1.3 Formació deL compLex de 70 Kd de La proteïna

fosfatasa dependent d'RTP-Mg

Des que eL grup de MerLevede i eL grup de Cohen

arribaren a La concLusió de que La proteïna fosfatasa

dependent d'RTP-Mg descrita per MerLevede C122, 210, 268)

tenia una especificitat de substrat i propietats simiLars a

La proteïna fosfatasa 1 descrita per Cohen C13Ö, 234, 263),

suggerint que aquests dos enzims compartien La mateixa sub-

unitat cataLítica, gran quantitat d'estudis s'han desen-

voLupat sobre aquest tema.

Tot seguit, es reportà que L ' inhibidor-2 estava

impLicat en La interconversió de La forma activa a La forma

inactiva de La proteïna fosfatasa dependent d'RTP-Mg i, a

continuació, es demostrà que La incubació de L'inhibidor-2

amb La subunitat cataLitica de La fosfatasa tipus 1 donava

LLoc a una proteïna fosfatasa de caractéristiques simiLars

a La forma nadiva de La fosfatasa dependent d'RTP-Mg des-

crita per MerLevede i RiLey (211). Rquesta forma de pro-

teïna fosfatasa "reconstituida" no presentava activitat i

estava formada per un compLex constituït per L'inhibidor-2
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(31 Kd) i La subunitat catalítica de La fosfatasa tipus 1

C38 Kd) en una proporció 1:1. EL compLex format era reacti-

vat per acció de La G5K-3 a través de La fosforiLació de

L'inhibidor-2 . EL conjunt d'evidències obtingudes suggeria

que La fosforiLació de L ' inhibidor-2 per aquesta proteïna

quinasa causava un canvi conformacionaL en La subunitat

cataLítica , transformant-La a La seva conformació activa,

flixó unit a La hipòtesi de que L ' inhibidor-2 també és

necessari per que es doni eL pas de La conformació activa a

La inactiva de La fosfatasa fa que quedi totaLment demos-

trada La seva funció moduLadora de L'activitat fosfatàsica.

En eL cas de L ' inhibidor-2 de fetge de rata, s'ha

demostrat també, peLs résultats obtinguts, que és capaç de

formar aquest tipus de compLex inactiu aL ser incubat amb

La subunitat cataLítica de La proteïna fosfatasa tipus 1 i

a més a més que eL compLex format es reactiva instantània-

ment si se L'incuba amb La G5K-3 i en presència d'RTP-Mg.

Demostrant així que L ' inhibidor-2 de fetge de rata presenta

també La propietat d'ésser moduLador de L'activitat fosfa-

tàsica. flquest fet unit a La demostració de que L'inhibi-

dor-2 de fetge de rata és fosforiLabLe, es a dir incorpora

C3ZP], en condicions simiLars a Les descrites per L'inhibi-

dor-2 de múscuL esqueLètic de coniLL quan s'incuba en

presència de G5K-3, confirma La hipòtesi de que La reac-

tivació de L'activitat fosfatàsica deL compLex de 70 Kd es

produeix també en aquest cas a través de La fosforiLació de

L'inhibidor .

D'aLtra banda s'ha demostrat, aquest mateix any,

que La fosforiLació de L'inhibidor-2 de múscuL esqueLètic

de coniLL per aLtres proteïna quinases, com poden ser, La

caseína quinasa l o La caseína quinasa II, en diversos

residus de serina podrien provocar un efecte potenciador o

no de L'activació de La fosfatasa dependent d'RTP-Mg
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(complex de 70 Kd) per acció de La GSK-3. Et fet de que

aquests estudis realitzats "in vitro" estiguin parcialment

confirmats per estudis molt recents realitzats "in vivo" en

els que s'observa que l'acció de certes hormones, com la

insulina, provoca un augment en la fosforilació de t'inhi-

bidor-2 causada per un efecte sinèrgic per la caseína

quinasa II sobre la GSK-3, fa pensar en un possible meca-

nisme de control hormonal d'activació de La fosfatasa

dependent d'RTP-Mg a través de la fosforilació de l'inhibi-

dor-2 per aquesta proteïna quinasa.

També s'ha demostrat que l ' inhibidor-2 de fetge de

rata a l'igual que succeeix amb l ' inhibidor-2 de múscul

esquelètic de conill, és fosforilabLe per acció de la

quinasa dependent d'RMP ciclic ja que a l'incubar-lo en

presència de Cr-^PiJflTP i Mgz* incorpora 3ZP. Malgrat tot,

la incorporació de 3aP a la proteïna no implica un augment

de L'activitat inhibitoria, la qual cosa suggereix que no

es tracta de l ' inhibidor-1. Experiments d'aquest tipus

també s'han descrit per a l ' inhibidor-2 de múscul esquelè-

tic de conill C138, 268-271), però les implicacions que

comporta que aquest inhibidor sigui fosforilable per la

quinasa dependent d'flMP cíclic com a conseqüència d'una

acció hormonal estan per estudiar.

Tenint en compte les poques diferències existents

entre l ' inhibidor-2 aïllat a partir de fetge de rata i

l'inhibidor-2 aïllat a partir de múscul esquelètic de

conill, tant en el comportament cromatogràfic, cinètic,

electroforètic com en el de la regulació de l'activitat de

la proteïna fosfatasa 1 i el seu comportament enfront a

anticossos específics obtinguts enfront l'inhíbidor-2 de

múscul esquelètic de conilL que inmunoprecipiten l'inhibi-

dor-2 present en altres teixits tal com ho demostraren

Roach i col. (235) i Grupusso i col. (129); totes aquestes
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evidències suggereixen que ambdues proteïnes són similars i

solament anàlisis a nivell molecular poden establir si són

o no productes de diferents gens.

Tots aquests mecanismes poden traslladar-se a la

regulació general del colesterol. Oixi doncs, podria imagi-

nar-se un efecte de "cascada" en la reductasa fosfatase,

induït per la insulina, que resultaria en l'activació de la

fosfatasa al ser fosforilat l'inhibidor-2. Per una altra

part, el glucagó actuaria probablement activant l'inhibi-

dor-l mitjançant l'acció de la proteïna quinasa dependent

d'flMP ciclic.

En aquest sistema bicíclic de control de l'enzim

HMG-CoR reductasa, tant l'activació de l'enzim com la

inactivació dependrien de la fosforilació dels seus inhibi-

dors, inhibidor-1 i inhibidor-2. D'aquesta forma, tant la

insulina com el glucagó conduirien a canvis en l'activitat

de l'HMG-Cofl reductasa, a través de canvis produïts en

l'activitat reductasa fosfatasa controlats pels seus inhi-

bidors -1 i -2.
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4.2 INHIBIDOR DE Lfl PROTEINR F05FRTRSR 2fl

4.2.1 Purificació i caracterització moLecular

En 1974 Brandt i coL. (33) foren els primers en

observar La presència d'una activitat inhibitoria durant La

purificació de fosforilasa fosfatases a partir de citosoL

de fetge de coniLL. Posteriorment Huang i Glinsman C147)

reportaren La presència de dos inhibitions termoestabLes,

inhibidor-1 i inhibidor-2, de L'activitat fosforiLasa

fosfatasa a partir de múscuL esqueLètic de coniLL. MaLgrat

La gran quantitat d'estudis reaLitzats sobre aquests dos

inhibidors, especialment en teixit muscular, i La seva

detecció en altres teixits, solament s'ha observat la

presència d'inhibidors termoestabLes enfront Les múltiples

formes de proteïna fosfatasa tipus 1, aixi com són L'inhi-

bidor-1 i -2, el DRRPP-32 i eL substrat G; en cap moment

s'ha descrit l'existència d'una proteïna inhibidora, esta-

ble al calor, capaç d'inhibir a la proteïna fosfatasa 2R.

Els primers indicis de L'existència d'una activitat

inhibitoria de proteïna fosfatasa diferent de Les ja des-

crites anteriorment, s'obtingué aL valorar L'activitat

inhibitoria de les diverses fraccions subceL-LuLars enfront

Les proteïna fosfatases tipus 1 i 2fl obtingudes en eL

nostre laboratori, aïLLades de fetge de rata i, emprant com

a substrat L'HMG-CoR reductasa.

Donat que l'objectiu d'aquesta Memòria era aprofun-

dir en el coneixement deL control de L'activitat reductasa

fosfatasa a traves de Les proteïnes inhibidores, es feia

necessari disposar de preparacions purificades d'aquesta

proteïna causant de L'activitat inhibitoria sobre la fosfa-

tasa 2R.



215

ELs resultat5 exposats prèviament demostren que

L'activitat inhibitoria enfront La fosfatasa 2R quan eL

substrat emprat era L'HMG-Cofl reductasa estava LocaLitzada

en eL citosoL mentre que La .fracció micro sorna L i eL sedi-

ment de gLicogen no presentaven cap tipus d'inhibició,

flquest tipus de distribució subceL-LuLar era comú a La de

L ' inhibidor-2 obtingut en La present Memòria a partir deL

mateix teixit.

EL fet de sotmetre Les mostres de Les diferents

fraccions subceL•LuLars , abans d'assajar-Les , aL mateix

tipus de tractament previ que L'emprat per a L'inhibidor-2 ,

basat en una cromatografia de geL fiLtració per eLiminar

inhibitions no proteics de Les proteïna fosfatases i, un

escaLfament a 95 °C per eLiminar L'activitat fosfatàsica;

era degut fonamentaLment a que si aquestes fraccions

s'assajaven directament no s'observava cap tipus d'activi-

tat inhibitoria i soLament es podia afirmar que L'activitat

inhibitoria era deguda a una proteïna després d'eLiminar

L'activitat fosfatàsica i tots eLs inhibitions no proteics

de proteïna fosfatases presents en aquestes subfraccions.

CaL remarcar que La cromatografia de geL fiLtració per
eLiminar eLs inhibitions no proteics no suposava cap pèrdua

de La quantitat de proteïna.

Un cop LocaLitzada L'activitat inhibitoria, La se-

güent etapa de purificació que impLicava un escaLfament a

95 °C, caLia reaLitzar-Lo mantenint La temperatura constant

en tot moment, ja que si aquest procés es duia a terme a

temperatures inferiors a 00 °C eL rendiment obtingut podia

ser inferior aL 50%.

RL sotmetre La fracció escaLfada i concentrada per

precipitació amb TCH aL 100% a una cromatografía en DERE-

ce L - L u L o s a a pH 0,5; s'obtingué una soLa fracció d'activi-
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tat inhibitoria sobre La proteïna fosfatase 2fl quan et

substrat emprat era L'HMG-CoR reductasa. EL fet de que

aquesta activitat fos pràcticament coincident amb L'activi-

tat inhibitoria sobre La proteïna fosfatasa 1 utiLitzant eL

mateix substrat suggeria que podia tractar-se de La mateixa

proteïna que presentava una activitat especiaL a L'emprar

com a substrat L'HMS-Cofl reductasa.

R continuació es provaren diversos tipus de croma-

tografies que donaren un resuLtat negatiu. EL primer tipus

que es provà fou una cromatografia de bescanvi iònic en

coLumna de FosfoceL.LuLosa; eL resuLtat obtingut fou una

eLuciô compLeta de L'activitat inhibitoria durant La fase

d'eLució i rentat de La coLuma junt amb totes Les proteïnes

contaminants, La quaL cosa impLicava una pèrdua d'activitat

inhibitoria inherent aL propi ús de La coLumna i a La

vegada no augmentava eL grau de puresa de L'inhibidor.

En La següent cromatografía en coLumna d'Rminohe-

xiL-Sepharosa 4B eL resuLtat obtingut era, aparentment,

interessant però, eL rendiment de La cromatografia, no

superava en cap cas eL 15%. Si bé aquest tipus de cromato-

grafía s'intentà apLicar-Lo en una fase més avançada de

puresa de L'inhibidor, concretament després d'una cromato-

grafía de geL fiLtració, eL resuLtat obtingut no fou gens

acceptabLe, ja que eLs rendiments obtinguts eren inferirors

aL 2% i L'activitat inhibitoria recuperada era pràcticament

nuL.La. La causa d'aquesta pèrdua masssiva d'activitat

inhibitoria no és coneguda , però caL suposar que seria

deguda a aLgún tipus d'interacció entre La resina i L'inhi-

bidor que impLicaria una pèrdua d'activitat inhibitoria.

EL resuLtat obtingut de L'apLicació de La mostra a

una cromatografía en coLumna d'afinitat en coLumna d'Rffi-

GeL BLue, fou també negatiu. En aquest cas, L'activitat
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inhibitoria enfront La fosfatasa 2fl i substrat HHG-Cofl

reductasa eluïa, junt amb totes Les proteïnes contaminants,

durant La fase d'excLusió i rentat de La coLumna.

Un aLtre tipus de cromatografia que es va provar

fou La de geL fiLtració en coLumna de Sephadex G-100.

flquest tipus de cromatografía donà LLoc a un ampLe pic

d'activitat inhibitoria. Encara que aquest comportament

anòmaL podia suggerir un maL funcionament de La coLumna,

ben aviat s'observà que aquest tipus de comportament soLa-

ment es produïa en eL cas de L'inhibidor de La fosfata-

sa 2R, ja que en eL cas d'utiLitzar proteïnes marcadores,

L'eLució d'aquestes era totaLment correcta. Per una aLtra

banda, aquest tipus de comportament cromatogràfic suggeria

L'existència de múLtipLes formes moLecuLars degudes fona-

mentaLment a possibLes agregacions de L'inhibidor i, que

aniren eLuint aL LLarg deL desenvoLupament de La cromato-

grafia. FinaLment, es va intentar diverses formes d'apLica-

ciû de La mostra, variant-ne La concentració i mantenint

sempre en La soLució amortidora una concentració de 100 mM

NaCL que impedia La formació de possibLes interaccions

entre La resina i L'inhibidor. En tots eLs intents eLs

resuLtats obtinguts foren simiLars i per tant no es cregué

convenient La utiLització d'aquest tipus de cromatografia

per a noves purificacions.

Un aLtre tipus de cromatografía que es provà fou La

cromatografia en coLumna d'Hidroxiapatita. EL resuLtat

obtingut en un primer moment, feu pensar en una possibLe

apLicació en un estat avançat de purificació de L'inhibi-

dor. MaLgrat tot, La seva utiLització en una etapa finaL

donava LLoc a un resuLtat simiLar aL d'una fase iniciaL on

sempre s'obtenia una preparació de L'inhibidor que contenia

dos proteïnes contaminants.
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La següent cromatografía que es dugué a terme i ja

s'utílitzè d'una forma sistemàtica per a L'obtneció de

L'inhibidor fou una segona cromatografía efectuada en

columna de DERE-cel- Lutosa, desenvolupada en aquest cas a

pH 5. Oquesta cromatografía donava lloc a una fracció que

contenia la major part d'activitat inhibitoria. R l'igual

que la cromatografía anterior, la fracció presentava amb-

dues activitats inhibitòries ensolapades enfront a la

fosfatasa tipus 2fl i enfront a la fosfatasa tipus 1.

EL resultat obtingut en la cromatografía efectuada

en Bio Gel R 0.5m (Fig. 21) demostrava que ambdues activi-

tats inhibitòries, corresponien almenys a dos proteïnes. Si

bé s'observava una primera fracció que eluïa amb les pro-

teïnes de gran pes molecular i que presentava ambdues

activitats inhibitòries i que probablement era deguda a

algun tipus d'agregació, l'activitat inhibitoria de la

fosfatasa 2R eluïa fonamentalment a un pes molecular apa-

rent de 30 Kd, mentre que l'activitat inhibitoria de la

fosfatasa 1 eluïa a un pes molecular aparent de 45 Kd,

podent ésser la proteolisi la causa de l'expressió d'una

nova activitat inhibitoria enfront la proteïna fosfa-

tasa 2fl.

El fet de que per una banda, s'hagi cuidat extrema-

dament les condicions de les fases d'homogeneïtzació i

tractament per calor de les mostres, tal com s'ha descrit

anteriorment, mitjançant la utilització d'inhibidors de

proteases, tais com el PMSF, TLCK, benzamidina, leupeptina

í mantenint una temperatura constant de 95 °C i, per una

altra banda, l'exísténcia en la literatura de diferents

aportacions en les que es demostra que fraccions proteolit-

zades de l ' ínhibidor-2 d'anàleg pes molecular al de l'inhi-

bidor de la fosfatasa 20, mostren una menor activitat

inhibitoria enfront a la fosfatasa tipus 1 C5ô, 144) però
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no mostren activitat enfront La fosfatase tipus 2Rj descar-

ta qualsevol possibilitat de que aquesta proteïna pugui ser

un fragment proteolitic de l ' inhibidor-2.

La següent etapa de purificació mitjançant una

cromatografía d'afinitat a través d'una columna de Blue

Sepharosa CL 6B dona lloc a una preparació homogènia de

l'inhibidor de la fosfatasa 20, eluint l'activitat inhibi-

toria a una concentració salina de 0,1 M NaCl . flquest

comportament cromatogràfic, difereix completament del

comportament cromatogràfic mostrat per l'inhibidor-2 que

elueix a una concentració salina de 0,6 M NaCl.

Rquesta és, per tant, la primera vegada que es

reporta l'existència d'un inhibidor de la proteïna fosfa-

tasa 2fl quan el substrat emprat es l'HMG-Cofl reductasa, ja

que fins el present, solament s'han reportat inhibidors que

actuen sobre la proteïna fosfatasa de tipus 1 (33, 103).

Tal com mostren els resultats anteriorment exposats

en les figures 20, 22 i 23,- aquesta activitat correspon a

una sola proteïna d'un pes molecular de 20 Kd obtingut per

electroforesi en gels d'acrilamida-SDS, a la vegada que, i

mitjançant la determinació d'activitat inhibitoria en gels

d'agarosa, s'ha demostrat, que l'activitat inhibitoria co-

rrespon única i exclusivament a aquesta proteïna.

flquesta proteïna presenta, al igual que els altres

inhibidors de proteïna fosfatases una gran sensibilitat a

la tripsina i a tractaments dràstics com L'etanol al 60%,

perdent ràpidament la seva activitat. P) més a més presenta

una gran estabilitat al calor i a tractaments àcids, pro-

pietats que s'aprofiten per a la seva purificació.
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4.2.2 Comportament cinètic

EL comportament cinètic d'aquest inhibidor és

totalment diferent del comportament fins ara descrit deLs

inhibitions de La proteïna fosfatasa 1. TaL com s'ha demos-

trat en eLs résultats obtinguts aquest inhibidor, actua

inhibint L'activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 2R

a concentracions nanomoLars i no presenta inhibició enfront

L'activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 1. R més a

més, aquesta inhibició soLament es fa paLesa quan eL subs-

trat emprat es l'HMG-Cofl reductasa, en eL cas d'emprar

gLicogen fosforiLasa no s'observa pràcticament cap tipus

d'inhibició , tant si es tracta de La proteïna fosfatasa de

tipus 1 o de tipus 2R. flquest fet, ens fa pensar en aLgun

tipus de reguLació de L'activitat reductasa fosfatasa

enfront La fosfatasa 20, fins ara desconegut, que impLica-

ria un manteniment de l'HMG-Cofl reductasa en eL seu estat

inactiu o fosforiLat.

EL fet de que La subunitat cataLitica de La fosfa-

tasa 2fl obtinguda a partir de múscuL esqueLètic de coniLL

aparentment no sembLi estar tant afectada per aquest inhi-

bidor, és degut a La reLativa insensibilitat observada per

part d'aquesta fosfatasa enfront l'HMG-Cofl reductasa en La

seva acció desfosforiLant i per tant majors quantitats

d'inhibidor són necessàries per a aconseguir eL mateix grau

d'inhibició que quan s'emprava La fosfatasa procedent de

fetge de rata. De fet s'ha observat que La relació inhibi-

dor/proteïna fosfatasa 2R és similar per ambdues proteïna

fosfatases independenment del teixit de procedència. Rques-

ta és la causa per la qual s'emprà La proteïna fosfatasa 2fl
procedent de fetge de rata per seguir l'activitat inhibito-

ria durant totes les etapes del procés de purificació.
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D'altra banda, Les propietats inhibitòries de L'in-

hibidor de La fosfatasa 20 són símiLars a Les de L'inhibi-

dor de La fosfatasa BCKDH C"branched-chain a keto àcid

deshidrogenasa} aïLLat de mitocondria de ronyó de boví

C71D. flquest inhibidor no inhibeix La proteïna fosfatasa

tipus 1 ni La proteïna fosfatasa 20 de múscuL esqueLètic de
coniLL quan eL substrat emprat és La glicogen fosforiLasa.

fl més a més, L'inhibidor-2 de múscuL esqueLètic de coniLL,

no inhibeix L'activitat BCKDH fosfatasa, i tampoc L'activi-

tat piruvat deshidrogenasa fosfatasa. Rparentment L'inhibi-

dor de La BCKDH fosfatasa inhibeix a aquesta fosfatasa, que

sembLa ésser de tipus 2, solament quan eL substrat emprat

és La BCKDH, aquest efecte seria similar a L'efecte produït

per l'inhibidor de La proteïna fosfatasa 20.

4.2.3 Comparació amb aLtres inhibitions

EL fet de que L'inhibidor de La proteïna fosfata-

sa 20 presentés un pes molecular de 20 Kd per electroforesi

en geLs d'acrilalmida-SDS feia pensar que es podia tractar

de l ' inhibidor-1, ja descrit per diversos autors en múscuL

esqueLètic de coniLL C219, 2203. Quan aquest inhibidor

s'intentà fosforilar per acció de La proteïna quinasa

dependent d'OMP cicLic per tal d'obtenir un augment d'acti-

vitat inhibitoria, característica essencial en l'inhibi-

dor-1, eL resultat obtingut demostrà clarament que no es

tractava d'aquest inhibidor o almenys l'activitat inhibito-

ria enfront la fosfatasa 1 i substrat fosforilasa no es

feia palesa i en eL cas d'utiLitzar eL sistema fosfatasa 20
i HMS-Cofl reductasa no es produïa cap augment de L'activi-

tat inhibitoria.

Per una altra banda, aquest inhibidor no és fosfo-

riLable per La quinasa dependent d'OMP cicLic, La quaL cosa
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afavoreix La hipòtesi de que es tracta d'un nou tipus

d'inhibidor fins ara desconegut.

Una altra opció seria aquella de considerar que es

tractava de DRRPP-32 o del substrat G, possibilitats que no

semblen factibles ja que ambdues proteïnes són fosforilades

per acció de La G5K-3. fi més a més, el fet de que aquestes

proteïnes inhibidores estiguin localitzades en el teixit

cerebral i no s'hagi descrit la seva localització en altres

teixits dificulta la creença de que es tracti de proteïnes

simi Lars.

Pel que fa referència a la possibilitat de que

I'inhibidor de La fosfatasa 20 fos un fragment proteolíti'c

de L ' inhibidor-2 ja s'han exposat anteriorment dos motius

pels quals aquesta suposició no és posible, fl més a més

s'ha de tenir en compte que aquest inhibidor no és fosfori-

lable per acció de la G5K-3 i RTP-Mg, a diferència de

L ' inhibidor-2 tant de múscul de conill (6, 72, 266, 271)

com de fetge de rata tal com s'ha demostrat en La present

Memòria, ja que donada la posició del centre de treonina

fosforilabLe per aquesta proteïna quinasa, no sembla proba-

ble que l'eliminació d'aquest centre fos la causa de la

pèrdua de la capacitat de fosforilació per aLtres proteïna

quinases com pot ser La proteïna quinasa dependent d'RMP

cicLic. Si estudis posteriors demostressin que una proteo-

lisi limitada de l ' inhibidor-2 conduis a l'inhibidor de La

fosfatasa 2fl, resultaria, aixi i tot, de gran valor repor-

tar que aquesta proteolisi impLica un canvi d'especifici tat

d'actuació de l'inhibidor (proteïna fosfatasa 2 vers pro-

teïna fosfatasa 1) i a un canvi d'especificitat de la

fosfatasa sobre el substrat (HMG-Cofl reductasa vers glico-

gen fosforilasa) .
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1.- S'ha purificat a homogeneïtat un inhibidor de L'activi-

tat reductasa fosfatasa de La fosfatasa tipus 1, a partir

de citosoL de fetge de rata.

2.- EL pes moLecuLar aparent de L'inhibidor de La fosfatasa

tipus 1, és de 45 Kd quan es determina per fiLtració mo-

LecuLar en geL i, de 31 Kd quan es determina per eLectrofo-

resi en geL d'acriLamida-SDS.

3.- En L'estudi de L'activitat activitoria de L'inhibidor

de La fosfatasa 1 en geLs d'agarosa-SDS, s'arriba a La

concLusió que aquesta activitat correspon totaLment a una
soLa proteïna d'un pes moLecuLar de 31 Kd.

4.- S'ha estudiat La distribució subceL-LuLar de L'activi-

tat inhibitoria sobre La proteïna fosfatasa tipus 1 i

substrat HMG-Cofl reductasa, arribant a La concLusió que més

d'un 90% de L'activitat totaL està LocaLitzada en eL cito-

soL i, no està associada ni a microsomes ni aL sediment de
gL icogen.

5.- L'inhibidor de La fosfatasa 1 presenta una gran resis-

tència aL caLor i a tractaments àcids, a La vegada que

mostra una gran sensibiLitat a La tripsina i a L'etanoL.

6.- L'inhibidor de La fosfatasa 1 de fetge de rata inhibeix

a La proteïna fosfatasa 1 a concentracions nanomoLars,

mentre que inhibeix a La proteïna fosfatasa 2 a concentra-

cions micromoLars, tant si eL substrat emprat és L'HMG-CoF)

reductasa com si es tracta de La gLicogen fosforiLasa.

flquest comportament cinètic és simiLar aL de L'inhibidor-2

de múscuL esqueLètic de coniLL.
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7.- L'inhibidor de La fosfatasa 1 és capaç de formar com-

pLexes inactius en presència de La subunitat cataLítica de

La fosfatasa tipus 1 i, aquests complexes, són reactivabLes

quan se'Ls incuba en presència de G5K-3 i RTP-Mg.

6.- L'inhibidor de La fosfatasa 1 és fosforiLabLe per acció

de La proteïna quinasa dependent d'PMP cicLic i [r-assP]RTP

i Mg3*. També és fosforiLabLe per acció de La G5K-3 i

9.- La fosforiLació produïda per La proteïna quinasa depen-

dent d'RMP cicLic no augmenta L'activitat inhibitoria de

L'inhibidor de La fosfatasa 1 i per tant, no es tracta de
L ' inhibidar-1 .

10.- L'anàLisi deL conjunt de resuLtats indica L'existència

d'una gran simiLitud en eL comportament cromatogràf ic ,

electrof orètic , cinètic, etc. entre L'inhibidor de La

fosfatasa 1 i L ' inhibidor-2 i, ens permet afirmar que

ambdós inhibitions són • similars.

11.- S'ha purificat a homogeneïtat un inhibidor de L'ac-

tivitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa tipus 20, a

partir de citosoL de fetge de rata.

12.- EL pes molecular aparent de L'inhibidor de La fosfa-

tasa tipus 2R, és de 30 Kd quan es determina per filtració

molecular en gel i, de 20 Kd quan es determina per electro-

foresi en gel d ' acrilamida-5D5.

13.- En l'estudi de l'activitat inhibitoria de l'inhibidor

de La fosfatasa 2fl en gels d ' agarosa-SDS , s'arriba a La

conclusió que aquesta activitat correspon a una sola pro-

teïna d'un pes moLecular de 20 Kd.
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14.- S'ha estudiat La distribució subcel·lular de L'activi-

tat inhibitoria sobre La proteïna fosfatasa tipus 2fl i

substrat HMG-Cofl reductasa, arribant a La concLusió que més

d'un 90% de L'activitat totaL està LocaLitzada en eL cito-

soL i, no està associada ni a microsomes ni aL sediment de

gLicogen .

15.- L'inhibidor de La fosfatasa 20 presenta una gran

resistència aL caLor i a tractaments àcids, a La vegada que

mostra una gran sensibiLitat a La tripsina i a L'etanoL.

16.- L'inhibidor de La fosfatasa 20 de fetge de rata inhi-

beix a La proteïna fosfatasa 2R a concentracions nanomo-

Lars, mentre que inhibeix a La proteïna fosfatasa 1 a

concentracions micromoLars, quan eL substrat emprat és

L'HMG-Cofl reductasa. Si eL substrat és La gLicogen fosfo-

riLasa no inhibeix a cap d'ambdues proteïna fosfatases.

17.- L'inhibidor de La fosfatasa 20 no és reactivabLe quan

s'incuba en presència de La proteïna quinasa dependent

d'flMP cicLic, La quaL cosa ens permet afirmar que no es

tracta de L'inhibidor-1.

18.- L'inhibidor de La fosfatasa 20 no és fosforiLabLe ni

per G5K-3, ni per La proteïna quinasa dependent d'flMP

cicLic.

19.- EL resuLtat de L'estudi comparatiu d'aquest inhibidor

amb L'inhibidor de La proteïna quinasa dependent d'flMP ci-

cLic, ens permet afirmar que no es tracta deL mateix in-

hibidor .

20.- L'anàLisi deL conjunt de resuLtats indica que L'in-

hibidor de La fosfatasa 20, és un inhibidor específic de

L'activitat reductasa fosfatasa no descrit fins eL present.
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