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3.1 DISTRIBUCIO SUBCEL-LULRAR DE L’'ACTIVITAT INHIBITORIA
DE FETGE DE RATA SOBRE PROTEINA FOSFATASA TIPUS 1 1
SUBSTRAT HMG-COAR REDUCTASA

Tal com s’'ha exposat previament en La Introduccié,
en el nostre Laboratori es duien a8 terme diferents estudis
sobre proteina fosfatases de citosol de fetge de rata amb
activitat sobre ('HMG-CoAR reductasa. L'’objectiu segient a
assotir, que fou L’'objecte d’aquesta Memaria, era L'’estudi
dels inhibidors proteics de proteina fosfatases de citosol
de fetge de rata, 1 la seva posterior identificaci6 amb
altres inhibidors ja descrits.

Donat que el treball de La present Memoria va
coincidir en Lles seves primeres etapes de realitzaci6 amb
el trebatl de purificacio i classificacio de Les
quatre HMG-CoR reductasa fogsfatases de citosol de citosol
de fetge de rata, es va creure convenient en aquesta prime-
ra fase, Lla utilitzaci6 de Les subunitats catalitiques de
La fosfatasa tipus 1 1 tipus 2R de miscul esqueletic de
conill (234), ja descrites i classificades, per a La deter-
minaci6 de L’activitat inhibitdria. R més a més, per tal
d’evidenciar diferéncies o similituds entre L’activitat
inhibitoéria present en citosol de fetge de rata 1 La des-
crita en miscul esqueletic de conill, es va utilitzar també
el substrat glicogen fosforiltasa.

3.1.1 Subfraccionament cel-Lular

Un cop sacrificades lLes rates 1 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 Preparaci6é de Les mostres 1 determinacié de L’acti-
vitat inhibitoéria

Abans de procedir a La realitzaci6 de L'’assaig per
determinar L'activitat inhibitoria present en Les diferents
fraccions subcel-Lulars, obtingudes per centrifugacio, en
L’apartat anterior, fou necessari preparar-Les mitjangant
un tractament previ. RAquest tractament era inprescindible
per poder fer palesa L’'activitat inhibitoria. En primer
Lloc es sotmetien a wuna cromatografia de gel filtraci6 en
columna de Sephadex G-50 per a eliminar tots els inhibidors
no proteics de Lles proteina fosfatases. En segon Lloc, a un
escalfament a 95 °C durant 5 min per destruir tota L'acti-
vitat fosfatasa present en Les mostres.

Una fraccid de 100 pyl de cada una de Les mostres en
tes quals es wvolia determinar L’activitat inhibitodris
s’aplicava a una columna de Sephadex G-50 (5,5x0,5 cm)
equilibrada amb Bis-tris 40 mM a pH 7. Seguidament es
centrifugava a 3.000.g durant 3 min i, 50 pl de L’eluit
s’aplicaven sobre 50 pl de soluci¢ amortidora Bis-tris
40 MM a pH 7, que es5 mantenia a una temperatura de 395 °C en
un bany-maria. Passats 5 min, La mostra es refredava en un
bany de gel 1 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 pl de La
mostra a assajar amb 15 pl (3U) de La subunitat catalitica
de La fosfatasa 1 de miscul esqueleéetic de conill dituida en
la solucié amortidora d’assaig composta de: Bis-tris 40 mM
a pH 7, DIT 1 mM 1 albUmina 0,5 mg/mL. La mescla s’incubava
durant 15 min a 37 °C. La reacci6 s'’iniciava a l'addicionar
20 pl (0,22 pg) d’'HMG-CoR reductasa inactiva i homogenia
diluida en La soluci6 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'assalg es realitzava per
duplicat i es duien controls en els que s’omitia L'inhibi-
~dor, La fosfatasa, o bé ambd6s components.

Una unitat d’inhibidor disminuia L'activitat reduc-
tasa fosfatasa de La fosfatasa 1 en un 50% en lLes condi-
cions descrites.

En totes Lles fraccions es determina L'’activitat
inhibitoria sobre La proteina fosfatasa 1 1 substrat glico-
gen fosforilasa. L’assalg es realitzava tal com s'’ha
descrit en Ll'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 Lla fracci6 <citosdlica, tant si
el substrat utilitzat era L’'HMG-CoR reductasa com si era La
glicogen fosforilasa.



Fraccions Rct. Inhbt. (%) | Act. Inhbt. (%)
‘ Rd-Fosfatasa Ph-Fosfatasa 1
5PM 100 100
Citosol 94 S3
Primer rentat 2 1,5

Segon rentat - -

Microsaomes - -

Glicogen - -
1 i ]
| Act. Inhbt. = Activitat Inhibitoria )
| sPM = sobrenedant post mitocondrial I
| Rd = reductasa

Ph = fosforiiassa

TAULA II. DISTRIBUCIO SUBCEL-LULRAR DE L'ACTIVITAYT INHIBI-
TORIAR SOBRE LA PROTEINA FOSFATASA TIPUS 1.

Les determinacions d’activitatl inhibitoria es
feren en tres Lots de 10 g de fetge cadascun. Les mastres
s'assajaven seqons s’ha cescrit anteriorment i1 en L ’apartat
2.3.68.2.

Es va gonar el vator de 100 a Les unitats d’'in-
hibidor de La fosfatasa tipus 1 per gram de fetge presents
en el SPM de fetge de rata.
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3.2 PURIFICACIO D'UN INHIBIDOR DE PROTEINR FOSFRTRSA 1 A
PARTIR DE CITOSOL DE FETGE DE RATA

Un cop determinada la preséncia 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 purificacié 1 classificacio.

3.2.1 O0Obtenci6 del citosol 1 escalfament a 85 °C

L’'obtenci6 de citosol es realitza tal com s’ha
descrit en L'apartat 2.8, per6 en aquest cas la quantitat
de teixit utilitzat oscil-lLava entre 110 1 120 g de fetge.

Un cop obtingut el citosol, es sotmetia inmedia-
tament a un pracés d'escalfament a 95 °C durant 10 min. La
preparacif s’aplicava en fraccions de 10 mL sobre un volum,
igual al de La mostra, de soluci6 amortidera d’'homoge-
neitzacié préviament escalfada a 85 °C en un bany-maria.
Aquesta operacid requeria una especial atencid, ja gue
calia mantenir en tot moment La temperatura constant 1 a
95 °C. De no fer-ho aixi els rendiments disminuien conside-
rablement. Finalitzada aquesta operacit, es mantenia La
mescla 10 min més a 895 °C. A continuacid, es refredava
mitjangant un bany de get fins a 4 °C 1 es centrifugava a
30.000.g durant 15 min per a eliminar tota La proteina
desnaturalitzada per L'escalfament. Es recollia el sobre-
nedant 1 es procedia a Lla precipitacié acida. A partir
d'aquest moment tot el procés de purificacid era realitzat
a 4 °C.
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3.2.2 Precipitacié acida amb TCA al 15%

La utilitzacié de La precipitacié acida en aquest
punt servia fonamentalment per concentrar La maostra i a La
vegada afavoria La desnaturalitzacié de proteines contami-
nants na resistents a tractaments acids.

EL sobrenedant que provenia de L’apartat anterior
es portava a una concentracié final de 15% (v/v) de TCRA per
addicié de TCR 100% (p/v) fred. Calia que el TCAR alL 100%
addicionat estigués a La mateixa temperatura que La mostra
(4 °C), Ja que en cas contrari Les recuperacions d'activi-
tat inhibitoria podien disminuir en un 20%. La mescla es
deixava en repos durant 30 min 1 es centrifugava a 30.000.g
durant 15 min. EL sobrenedant que era totalment excempt
d’activitat inhibitoria es Lilengava 1 el precipitat es
resuspenia en wuna solucié de tris-base 0,5 M en un volum
final aproximat de 10 mlL. La suspensi6 es dialitzava tots
la nit enfront 100 volums d’una solucidé amortidora composta
de: tris/HCL 20 mM a pH 8,5; EDTR 1T mM, PMSF 1 mM 1 DTT

0,5 mM. Durant La dialisi s'efectuaven quatre canvis de Lla
solucié amortidora.

3.2.3 Cromatografia en columna de DERE-cel-lulosa a pH 8,5

La breparacio dialitzada es sotmetia a wuna centri-
fugaci6 a 30.000.g durant 10 min, per eliminar La proteina
desnaturalitzada durant el procés de precipitacié acida i
posterior dialisi. EL sobrenedant s’aplicava a una columna
de DERE-cel-lultosa (5x3,5 cm) equilibrada amb La solucié
amortidora de dialisi. La columna es rentava amb el mateix
amortidor fins que L'absorbancia obtinguda a 280 nm del
rentat era zero.
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R continuacidé s'elula L'activitat inhibitoria amb
un gradient lineal de 0 a 500 mM NaClL en wun wvolum total
d’amortidor de 300 mL. Es recollia en fraccions de S mL en
un col-Lector Redirac-LKB i Lla velocitat de fluix es man-
tingué constant a 60 ml/h durant tot el desenvolupament de
La cromatagrafia.

EL perfil d'’elucid de La columna s’ha representat
en La Figura 1, en Lla que s’'observa que La inhibicio pro-
duida sobre La proteina fosfatasa tipus 1 1 substrat HMG-
CoR reductasa eluia en un sol pic entre 140 i 400 mM NaClL.
Quan el substrat emprat fou La glicogen fosforilasa el
resultat obtingut fou també L’obtencié d’un sol pic d’inhi-
bici6 que coeluia en tes mateixes fraccions. Per ambd@s
substrats i en tot el procés de purificaci6é, lLla fosfatasa
utilitzada fou Lla subunitat catalitica de La fosfatassa
tipus 1 de miuscub esquelétic de conill.

{.'assaig per determinar l’activitat inhibitoria at
Ltarg de tota La purificacid i sempre que no es digui el
contrari, es realitzava sempre en preséncia en el medi
d’'almenys 1 mM MnCL= per evitar La mesura d’activitat
inhibitoria degquda a L’inhibidor-1.

Les fraccions amb activitat inhibitoria es barreja-
ven 1 precipitaven per addici6é de TCR al 100% fred fins a
una concentraci6 final del 15%. La mescla es deixava en
repds durant 30 min 1 es centrifugava a 30.000.g durant
15 min. EL precipitat es resuspenia en 10 mlL d'una salucié
amortidora composta d’': acetat sodic S mM a pH 5, EDTA
TmM, PMSF 1 mM i DTT 0,5 mM; 1 es sotmetia a dialisi
enfront 200 volums de La mateixa solucifé amortidora durant
18 h. En el curs de la dialisi es van realitzar dos canvis
d’amortidor.
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FIGURA 1. CROMARTOGRAFIA DE BESCANVI IONIC EN COLUMNA DE

DERE-CEL-LULOSA A pH 8,5 DE L'INHIBIDOR DE LA
FOSFATASA 1

La figura mostra el perfil d’eluci6 de L’activi-
tat inhibitoria obtingut & L'aplicar et gradient de
0~-500 mM NaCL en La fraccié 1. Activitat inhibitoria sobre
La fosfatasa tipus 1 1 substrat HMG-CoR reductasa (O).
Activitat 1inhibitoria sobre proteina fosfatasa tipus 1 i
substrat qticogen fosforitasa (@). La proteina es determi-
nava mesurant L'absorbancia a8 280 nm (-==). Concentracia
salina (—).

Les fraccions (S mlL) amb activitat inhibiteria,
que es recoltiren per a La posterior concentraci6, estan
assenyalades amb una barra horitzontal.
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3.2.4 Cromatografia en columna de DERE-cel-Lulosa a pH S

La preparaci6 diatitzadsa es centrifugava a 30.000.g
durant 10 min per eliminar Les proteines desnaturalitzades
i seguidament el scbrenedant s’aplicava a una columna de
DERE-cel-lulosa (8x2,2 cm) equilibrada amb la salucié
amortidora de La dialisi. La columna es rentava amb el
mateix amortidor fins que Ll’absorbancia a 280 nm del rentat
era zero. L'activitat inhibitoria s’'eluia amb un gradient
tineal de 0 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 aobtingudes es determinava la inhi-
bici6 produida sobre L’activitat reductasa fosfatasa i
fosforilasa fosfatasa. Tal com 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. ELl segon, amb quasi tota L’activitat inhi-
bitoria eltuia a una caoncentracid salina entre 200 1 350 mM
NaCL. Les fraccions d’aquest segaon pic s’ajuntaven i La
preparacit obtinguda es concentrava per addicié de TCR al
100% fred fins a una concentracid final del 15%. La mescla
es deixava en repos durant 30 min, es centrifugava a
30.000.g durant 15 min 1 el precipitat es resuspenia en un
volum minim de solucié amortidora composta d’': imidazol
20 MM a pH 7,5; EDTAR 0,1 mM, Brij 35 0,01% (p/v), glicerol
5% (v/v), PMSF 1 mM, DTT 0,5 mM i NaClL 100 mM. La suspensio
es dialitzava 8 hores enfront La mateixa soluci6 amortidora
i s’efectuaven dos canvis d'amortidor durant el transcurs
de La dialisi.
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FIGURA 2. CROMATOGRAFIA DE BESCANVI IONIC EN COLUMNA DE
DERE-CEL-LULOSR AR pH S DE L'INHIBIDOR DE LA
FOSFATASA 1

La figura mostra el perfil d’elucié de L'’activi-
tat inhibitoria a L'aplicar un gradient de 0-500 mM NaCl en
ta fracci6 1. Activitat inhibitoria sobre La subunitat
catalitica de Las fosfatasa tipus 1 i substrat HMG-Caof re-
ductasa (O ). Activitat inhibitdria sobre La subunitat ca-
talitica de Lla fosfatasa tipus 1 i substrat glicogen fos-
forilasa (@). Absorbancia a 280 nm (==). (Concentracid sa-
lina ().

Les fraccions (3 mL) amb activitat inhibitoria,
assenyalades amb una barra horitzontal, foren recollides 1
concentrades per precipitacié6.
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3.2.5 Cromatografia en columna de Bio-Gel A 0.5m

La solucié dialitzada s’aplicava a una columna de
Bio-Gel R 0.5m (51%x2,5 cm) equilibrada previament amb La
solucid amortidora de La dialisi. Es recollien fraccions de
4 mlL a una velocitat de fluix de 20 ml/h.

Les fraccions s'assajaven per a determinar gquan
s'eluia L’activitat inhibitoria de La fosfatasa tipus 1
utilitzant com a substrats HMG-CoR reductasa 1 glicogen
fosforilasa. Tal com s'observa en La Figura 3 aquesta
elucid es produia en un pic majoritari per ambdés substrats
utilitzats i emergia entre dos pics de proteines contami-
nants situats a més alt i a més baix pes molecular.

EL pes molecular aparent de La preparaci6 és apro-
ximadament de 45 Kd (Figura 4, insert). La columna fou
calibrada preéviament amb Les seglents proteines marcadores
: altbumina bovina (66 Kd), ovoaLbUmina (45 Kd), gliceral-
dehid-3-fasfat deshidrogenasa (36 Kd), anhidrasa carbonica
(29 Kd) 1inhibidor de tripsina de soja (21 Kd) i mioglobina
(17 KdJ.

Les fraccions més actives s’unien i La preparacio
obtinguda es dilula amb quatre volums d'una sotucid amorti-
dora composta d’: imidazal 20 mM pH 7, EDTA 0,1 mM, Brij 35
0,01% (p/v), PMS5F 1 mM, DTT 0,5 mM, per tal de disminuir La
concentraciod salina de La mostra i poder ésser aplicada
directament a Lla segient columna cromatografica.

En aquesta etapa de purificacidé no es concentrava
La mostra per addici¢ de TCA al 100% degut a La poca quan-
titat de proteina i al gran volum en que anava dissotta. En
cas de realitzar una precipitaci6t La proteina precipitadsa
era practicament irrecuperable.
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FIGURR 3. CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACIO EN COLUMNR DE

BIO-GEL R 0.5m DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFR-
TASA 1

La figura mostra el perfil d’'eluci6 de L’activi-
tat inhibitdéria sobre La fosfatasa 1 1 substrat HMG-CoR
reductasa (O). HActivitat inhibitéria sobre La fosfatasa 1

i substrat glicogen fosforilasa (@). Absorbancia a 280 nm
(~=).

Les fraccions (4 mt) amb activitat inhibitoria,
assenyatades amb una barra horitzontal, foren recollides i
diluides.

EL pes molecular aparent es va calcular per com-

paraci6 del volum d'eluci® de L'inhibidor de La fogsfatasa 1

(@) amb eils de Les proteines marcadores, enumerades en el

text (0O), Les quals permetien elaborar La recta de cali-
bracié representada en el requadre, on
Ve = volum d’elucié de cada proteina

Vo = valum buit de lLa columna
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3.2.6 Cromatografia en columna de Blue Sepharosa CL-6B

La mostra diluida s'apticava a una columna de Blue
Sepharosa CL-B6B (7x2,1 cm) equilibrada amb La solucié de
dituci6. Tot seguit, es rentava la cotumna amb tLa solucid
amortidora d’equilibrat 1 a continuacio.es feia un segon
rentat amb L’amortidor 1 100 mM NaCl. Finalment s'’eluia
L'activitat inhibiteria amb wuna concentraci6 salina de
600 mM NaCl en La soluci6 amortidora descrita.

Es recotlien fraccions de 4 mlL 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’inhibicié produit sobre La proteina fosfatasa 1
i substrat HMG-CoR reductasa és completament coincident amb
el produit sobre La proteina fosfatasa 1 1 el substrat
glicogen fosforilasa. Ambdos elueixen a 600 mM NaCl i en
les mateixes fraccions. Cap o molt poca activitat inhibito-
ria s’'observava quan L’'’elucit es feia amb 100 mM NaCl.

Les fraccions actives s’ajuntaven, es dialitzaven
enfront una soluci6 amortidora de tris 2 mM a pH 7, 1 es
Liofilitzaven. Les mostres obtingudes es guardaven seques a
-20 °C.

En Les Taules III i IV es mostra el resultat globat
del procés de purificaci6 de L’inhibidor de La fosfatasa 1
amb els substrats emprats: HMG-CoR reductasa 1 glicogen
fosforitasa, respectivament.
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FIGURA 4. CROMATOGRAFIA D'AFINITAT EN COLUMNAR DE BLUE
SEPHAROSA CL-6B DE L'INHKIBIDOR DE LA FOSFARATASA 1

La figura mostra el perfil d'eluci¢ de L’activi-
tat inhibitoéria sobre Lla fosfatasa 1 1 substrat HMG-CoA
reductasa (O). Activitat inhibitoria sobre La fosfatasa 1
1 substrat glicogen fosforilasa (@®). Concentraci6 salina

(—.

Les fraccions (4 mL) amb activitat inhibiteria,
assenyalades amb una barra horitzontal, es recolliren, es
concentraren per Liofilitzaci6é i es gquardaren a -20 °C.
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Prot. fct. Act,

FRACCIC Totat Totat gspect, Pur, Rnd.

unitats aq unt. unt.img Vg, %
Litosol §.300 260,90 Ky 1 100
Sobrenedant i 102 356,0 3.580 34 137
Arid Tricloroacetic 15% 85 300,38 3.580 94 19
DEAE-cel-tulosa pH 8,5 20 128,5 6.400 172 45
DERE-cel-lulosa pH 5 11,2 80,3 7.140 192 30
Bio Gel A 0.5m 1.8 23,7 2.700 129 8
Blue Sepnarasa CL 6B 0,08 12.8 150.000 4.000 4
Prot. Total (mg) = Proteina tatal en mg
fict. Total {unt.) = fctivitat total en unitats
Act. Espect. (unt.img) = Activitat esoecifics en unitats per mg
Pur. {vg.) = bray de purificacib en vegades
Rnd. (V) = Rengiment en %

TAULA III. RESUM DEL PROCES DE PURIFICACIO DE L'INHIBIDOR
DE LR FOSFATASA 1 DE CITOSOL DE FETGE DE RATH
AME SUBSTRAT HMG-CoR REDUCTARSRA
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Prat. Act. fict.

FRACCIO Total Total Espect. Pur. And.

unitats ng unt. unt.img vg. %
Citosol §.800 185,90 §1 1 100
Sohrenedant 102 388,90 3.400 91 139
Acid Tricloroacetic 15% 85 29,6 3.880 93 15
DERE-cel-lulosa pH 8,5 29 148,4 7.420 179 52
DERE-cel-tulosa pH S 1,2 89,4 7.380 192 N
Bio 68t R 0.3m 1.8 25,7 14,438 358 g
Blue Sepharosa CL 63 0,08 14,8 185.000 4,464 5
Prat. Total (mg) = Pratelna total enmg
Act. Total (unt.) = Activitat total en unitats
fct. Especf. (unt.img) = Activitat especifica en unitats per mg
Pur. (vg.) = brau de purificacif en vegases
Rad. (%) = Rendiment en %

TRAULAR IV. RESUM DEL PROCES DE PURIFICRLIO DE L’INHIBIDOR
DE LA FOSFATHSA 1 DE CITOSOL DE FETGE DE RRTA
AMB SUBSTRAT GLIGOGEN FOSFORILASAK
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3.3 CRRACTERITZACIO MOLECULAR DE L'INHIBIDOR DE PROTEINA
FOSFATASA 1

3.3.1 Determinaci6é del pes molecular en gels d'’acrilamida
en SDS

Donat que durant tot el procés de purificacié
L'’activitat 1inhibitdria sobre La proteina fosfatasa 1
coeluia amb els dos subsfrats utititzats, es va analitzar
La puresa de la preparacid obtinguda de la c¢olumna de Blue
Sepharosa (CL-6B mitjangant una electroforesi en gels d'a-
crilamida-SDS. Per aix6, s’aplicaren 2 pyg de La mostra a un
gel d’acrilamida SDS al 10%. L'electroforesi es desenvolupa
tal com s’'ha descrit en L’apartat 2.5.1. Per a la deter-
minacié del pes molecular es van utilitzar proteines marca-
dores de pesos moleculars coneguts.

En La Figura 5 R 1 B, s'observen els resultats
obtinguts. L'Unica banda de proteina visible en el carril 2
esta situada a un pes molecular de 31 Kd. Els carrils 1 i 3
corresponen a8 proteines marcadores de lLes que s’indica el
pes molecular.

3.3.2 Detecci6 d'activitat inhibitéria en gels d’agarosa

Per determinar si lLa proteina visualitzada en els
gels d’acrilalmida-SDS era La causant de L’activitat in-
hibitéria es va procedir a La determinacid d’'activitat
inhibitoria en gels d’'agarosa wutilitzant el métode emprat
per Sakakibara i col. (240) descrit en L’apartat 2.5.2
Aquest meétode permetia Lla quasi total recuperacid de La
proteina aplicada en L’electroforesi, a La vegada que el
temps d’execuci6é de tot el procés des que s’aplicava la
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FIGURA 5. DETERMINRCIO DEL PES MOLECULAR DE L'INHIBIDOR DE
LA FOSFATASA 1 EN GELS D'ACRILAMIDA EN SDS

A) Una aliquota que contenia 2 pg (carril 2) de
La preparaci6 obtinguda en La columna Blue Sepharosa CL-6B,
va ésser analitzada en un gel d’acrilamida en SDS al 10%,
seguint el métode descrit en L’apartat 2.5.1.

Les xifres Laterals indiquen els pesos moleculars
de Les proteines emprades com a patrons (carrils 1 i 3):
ALbumina bovina (66 Kd), ovoalbumina (45 Kd), gliceral-
deid-3-fosfat deshidrogenasa (36 Kd), anhidrasa carbonica
(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 at front de BlLau de bromfenol, de Les proteines 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 el gel fins que s'’assajava, era més curt i, per
tant, La mostra estava sotmesa a condicions més suaus gque
en els meétodes en els que L’activitat inhibitoria es mesu-
rava en gels d’acritamida. Per a La determinacigd del pes
molecular s’utilitzaven proteines marcadores de pesos
moleculars caneguts.

Quan preparacians hamogenies d’inhibidar s’aplica-
ven a gels d’agarosa SDS al 4%, els quals , un cop finalit-
zada L'electroforesi, es dividien en fraccions de 3 mm que
poesteriorment s’extreien 1 s’assajaven per coneéixer La sevs
activitat inhibiteria, el resultat obtingut és el que es
mostra en Lla Figura 6. La detecci6 de L'’activitat inhi-
bitdria coincidia plenament amb el LLoc an estava situada
La proteina 1 a Lla que corresponia un pes molecular de
31 Kd.

3.3.3 Sensibilitat a La tripsina

Estudis realitzats sobre L'accié de La tripsina
vers els 1inhibidors de fosfatases aillats de muscul de co-
nill, demostraven que aquests eren extremadament sensibles
a L'acci6 d'aquesta (34, 188).

En el cas de L’inhibidor de ta faosfatasa 1 de fetge
de rata, els resultats obtinguts foren els que es mostren
en La Figura 7R, quan el substrat utilitzat fou L’'HMG~CoR
reductasa; i La en Figura 7B, quan es tractava delt 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 relaci6 tripsina/inhi-
bidor de 1/100 (pi/p).
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FIGURA 6. MESURR D'ACTIVITAT INHIBITORIA DE L’INHIBIDOR
DE LA FOSFATASA 1 EN GELS D’AGAROSA EN SDS

Una aliquota de 10 pg d'una preparacié homogenia
d’inhibidor de La fosfatasa 1, era sotmesa a una electrofo-
resi en gels d’agarcsa 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 1 dialitzades, eren assajades per a
determinar L'activitat inhibitoria, tal com s'ha descrit en
L’apartat 2.3.8.2.

Les proteines patrons emprades, de Les que
s’indica el pes molecular, foren les mateixes que s’'utilit-
zaren en la Figura S.
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FIGURA 7. DIGESTIO AMB TRIPSINR DE L'INHIBIDOR DE
LA FOSFATASAR-1

Preparacions obtingudes de La cromatografia per
Bio-Gel R 0.5m es van sotmetre a la digesti6 amb tripsina.
EL procés es realitzava en una retacié 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 S5 min.
EL sobrenedant s’'assajava amb ambdds substrats de La fosfa-
tasa tipus 1, HMG-CoR reductasa i glicogen fosforitasa, 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 relacidé tripsina/intbibidor era de 1/30 (p/p), el
resuttat obtingut era que en menys de 2 min L'activitat
inhibitoria desapareixia compltetament.

3.3.4 Tractament amb etanol

Preparacions concentrades de ta cromatografia de
Bio-Gel AR 0.5m eren sotmeses a un tractament amb etanol a
una concentraci6 final del 60% (v/v). Tot seguit, es cen-
trifugaven Les mescles 3 10.000.g durant S min en una cen-
trifugadora tipus "Eppendorf". EL sobrenedant es dialitzava
enfront wuna solucié amortidora d’imidazol 20 mM a pH 7
durant 4 hores a 4 °C. EL precipitat resultant s’extreia
amb un volum de soluci6 amortidora igual al volum inicial
i, es dialitzava en les mateixes condicions que el sobrene-
dant.

Tant La mastra que provenia del sobrenedant com La
del precipitat extret, s’assajaven per determinar L’'ac-
tivitat inhibitéria sobre La fosfatasa tipus 1 utilitzant
com g substrats HMG-CoA reductasa 1 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 CINETICS DE L’INHIBIDOR DE PROTEINR
FOSFATASR 1

un cop feta La caracteritzaci6 molecular de L’inhi-
bidor aittat de citosol de fetge de rata, es va procedir a
La realitzacié d’estudis cinetics per tal de poder caracte-
ritzar-Lo millor. Tots aquests estudis es wvaren realitzar
amb Les subunitats catatitiques de Les fosfatases tipus 1 1
tipus -2 de miscul esqueletic de conill, 1 els substrats
utilitzats foren HMG-CoR reductasa i glicogen fosforilasa.

Les simitituts existents en el comportament croma-
tografic 1 en algunes propietats moleculars entre L’inhibi-
dor de fosfatasa 1 aillat de fetge de rata i, L’inhibidor-2
ja descrit de miscul esquelétic de conill (279>, foren La
causa per La qual aquests estudis es realitzaren amb Les
dues proteines inhibidores.

3.4.1 Estudi de L'activitat inhibitéria sobre proteina
fosfatases tipus 1 i 2 amb substrat HMG-CoR
reductasa

Per veure L'efecte que produia L’inhibidor de La
fosfatasa 1 sobre diferents fosfatases, quantitats crei-
xents de preparacions homogenies d’inhibidor de La fosfa-
tasa 1, aillat de citosol de fetge de rata 1, de prepara-
cions homogenies d’inhibidor-2 de muscul de conill, s’incu-
baven amb la subunitat catalitica de La fosfatasa tipus 1 o
bé, amb ta subunitat catalitica de Lta fosfatasa tipus 2A
utilitzant com & substrat L|'HMG-CoR 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 Lla
Figura 8 , wmostra gue, quantitats d’inhibidor de 3 ng ja
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produeixen 1inhibicié sobre Lla fosfatasa tipus 1 1 amb
quantitats de 30 ng Lta 1inhibici¢ sobre aquesta proteina
fosfatasa és total. Un resultat semblant és L'’obtingut amb
L’inhibidor-2 de mUscul de conitl. Ben al contrari del gque
succeeix amb La fosfatasa tipus 1, si Lla faosfatasa emprada
és del tipus 2R, s'’observa que grans quantitats dels dos
inhibidors (100 ng) s06n necessaries per a obtenir una
inhibici6 del 100% de L’activitat reductasa fosfatasa.

3.4.2 Estudi de L'’activitat inhibitoria saobre proteina
fosfatases tipus 1 1 2 amb substrat glicogen
fosforilasa

Tal com s'’ocbserva en La Figura 8, La incubacié de
petites quantitats (1-10 ng) d’inhibidor de citosol de
fetge de rata amb La fosfatasa tipus 1, tal com esta des-
crit en L'’apartat 2.3.8.2, produeixen ja wuna inhibicié de
L’activitat fosforilasa fosfatasa; mentre que, per aconse-
guir semblants inhibicions de L’activitat fosforilasa
fosfatasa de La fosfatasa tipus 2R, s6n necessaries grans
quantitats d’inhibidor.

També s'observa que L’efecte de L’inhibidor-2 de
miscul de conillt sobre Llta fosfatasa tipus 1 i sobre La
fosfatasa tipus 2R enfront el substrat glicogen fosforila-
sa, s semblant a L'obtingut amb L’inhibidor de fetge.
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FIGURA 8. INHIBICIO DE LES PROTEINA FOSFATASES 1 I 2R PER
L'INHIBIDOR DE LR FOSFATASA 1 DE FETGE DE RATA I
L'INHIBIDOR-2 DE MUSCUL DE CONILL I SUBSTRRAT
HMG-CoA REDUCTRSA

Quantitats creixents de preparacions homogenies
d’inhibidor de La fosfatasa 1 de fetge de rata (O,€), i
de L'inhibidor-2 de miscul de conitl (O, @), s'incubaven
amb una quantitat fixa (3 U) de La subunitat catalitica de
la fosfatasa tipus 1 (@, @) o bée amb La subunitat catali-
tica de La fosfatasa tipus 2R ( O , Q). La determinacit de
L’activitat reductasa fosfatasa es realitzava segons es
descriu en L’apartat 3.1.2. L'activitat s'’expressa en
percentatge referent a Ul'activitat reductasa fosfatasa
sense inhibidor.
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FIGURA 9. INHIBICIO DE LES PROTEINR FOSFATASES 1 I 2R PER
L’INHIBIDOR DE LR FOSFATASA 1 DE FETGE DE RATA 1
L'INHIBIDOR-2 DE MUSCUL DE CONILL I SUBSTRAT
GLICOGEN FOSFORILRSA

Quantitats creixents de preparacions homogénies
d’'inhibidor de La fosfatasa 17 de fetge de rata (O, @), i
de L’'inhibidor-2 de miscul de conilt (O,®), s’incubaven
amb una quantitat fixa (15 U) de Lla subunitat catalitica de
La fosfatasa tipus 1 (@, 9> o bé amb La subunitat catali-
tica de La fosfatasa tipus 2R (0,<0)>. La determinacis de
L’'activitat faosforitasa fosfatasa es realitzava segans es
descriu en L’apartat 2.3.8.2. L'’activitat s’expressa en
percentatge referent a Ll’activitat fosforilasa fosfatasa
sense inhibidor.
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3.5 FORMRCIO DEL COMPLEX D’'ATP-Mg PROTEINA FQOSFATARSA 1
D’'ALT PES MOLECULRR

Una vegada ja demostrat que el comportament cinetic
de L'inhibidor de La fosfatasa 1, aillat de <citoscol de
fetge de rata, era molt similar @ L’inhibidor-2 de muscul
esqueletic de conitl. L'objectiu segient fou wverificar si
L’inhibidor purificat era capag d’unirse a la subunitat
catalitica de La proteina fosfatasa tipus 1, 1 formar un
complex inactiu d’alt pes molecular, tal com succeeix amb
L’inhibidor-2 de mUscul esquelétic de conitl (138, 25B3). R
més a més, es va comprovar que el complex format era reac-
tivable quan s’incubava en presencia de GSK-3 i ATP-Mg.

EL resultat obtingut es presenta en La Figura 10,
on s'’ocbserva que, L’inhibidor de La fosfatasa 1 de fetge de
rata forma, amb la subunitat catalitica de La fosfatasa 1,
un complex inactiu., EL fet de que es conegul que aquest
complex es d'’alt pes molecular, es perque alguns autors
L’han aillat i wvisualitzat mitjangant electroforesi en
gels d’acritamida-5DS (138, 2683, 271). En el nostre cas,
aixé no fou possible degut a Lla poca gquantitat d’inhibi-
dor homogeni de que es disposava.

Per un altra part, en La mateixa Figura 10, es pgot
apreciar una reactivaci6 quasi 1instantanias de L'‘activitat
fasforiltasa fosfatasa del complex format a L'’ésser incubat
en presencia de GSK-3 1 ATP-Mg. Aquesta reactivacig del
complex d'alt pes molecular, precisa de La fosforilaci¢ de
L’inhibidor per La 6G5K-3, 1 no per altres proteina quinases
(138, 263, 271).
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FIGURA 10. FORMACIO DEL COMPLEX ATP-Mg PROTEINAR FOSFATASA 1
D'ALT PES MOLECULRARR

Una preparacio purificada de La subunitat cata-
Litica de La fosfatasa tipus 1 (1 U/ml) de muscul de conill
s’'incubava en preséncia (@, ®) o no (0, <) d'inhibidor de
fetge de rata (150 U/ml), ambd6s diluits en wuna solucid
composta de : Bis-tris 40 mM a pH 7, PMSF 1 mM, DTT 0,5 mM
i albumina bovina 0,5 mg/miL. A diferents temps, s’extreien
fraccions de 10 pl que s’incubaven amb 20 pL de La mateixa
solucidé amortidora (O, @) o bé amb 20 pl d’'una saluci6 que
contenia: acetat magnesic 1,7 mM, ATP 0,177 mM i GSK-3
0,5 U/mL (@,O). Passats 5 min, s’addicionava a Lles mes-
cles de reacci6 20 yl de [®2Plfosforilasa "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, GSK-3 ni ATP-Mg.



152

3.6 FOSFORILACIO PRODUIDA PER PROTEINR QUINASES

Per tal de poder assabentar-nos si L’inhibidor de
La fosfatasa 1 era fosforilable com L’inhibidor-2 de muscul
esqueletic de conill, at que tant s’assemblava des del punt
de vista cinetic 1 motecular, es wva procedir a La seva
fosforilacid amb diferents quinases 1 posterior deteccit de
La proteina fosforilada per autocrradiografia.

3.6.1 Fosforilaci6 produida per acci6é de La quinasa
dependent d’AMP ciclic i [r-S2PIATP

De Paoli-Rogach 1 col. (72) demogstraren que L'in-
hibidor-2 de miscul de conill era fosforilable per La
quinasa dependent d'AMP ciclic; perd aquesta fosforilacio,
ben al contrari det gque succeia amb L’inhibidor-1, no
donava Lloc a un augment de L’activitat inhibitdria.

Per talt de comprovar si L’inhibidor de la fosfa-
tasa 1 era fosforilable per proteina quinasa dependent
d’'AMP ciclic, es van dur a terme experiments de fosforila-
cié mitjancant Lla utilitzacid de (T-22PIRATP.

Una preparacié homogénia d’inhibidor que contenia
2 4g, s'incubava durant 30 min a 30 °C amb proteinma quinasa
dependent d'AMP ciclic (120 mU/mL) en preseéncia d’'AMP ci-
clic 0,1 mM, acetat magnésic 1 mM 1 [T-®2PJATP S0 uM d’una
activitat especifica de 10.000 cpm/pmol en un volum finat
de 50 pl. Tot sequit, es parava La reaccid escalfant La
mescla durant 10 min a 85 °C, es refredava en un bany de
gel durant 10 min 1 es «centrifugava a 10.000.g durant
10 min, per eliminar totes les proteines desnaturalitzades
per escalfament, entre elles La proteina quinasa dependent
d’'AMP ciclic.
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EL sobrenedant es cromatografiava per una columna
de Sephadex G6G~-50 (0,5x5 cm), obtenint-se una preparaciod
exempta de (T-¥2P]JATP, La qual cosa afavoria La visualitza-
cio posterior per autaorradiografia de Les bandes fosforila-
des.

D’aquest sobrenedant, 10 yl es preparaven per a
ésser analitzats en un gel d'acrilamida-SDs aL 10%. Es
desenvotupava L'electroforesi tal com s'ha 1indicat en
L’apartat 2.5.1. Un cop secs els gels, es detectava La
proteina marcada amb ®*®P, per autorradiograflia procedint
segons L'apartat 2.8.

EL resultat obtingut es mostra en La Figura 11 on
s‘'observa, en el carril A, una sola banda fosforilada que
es corresponia amb La de L'inhibidor. EL carrit B era el
control de La fosforilaci6 on hi mancava Ll‘inhibidor.

3.6.2 Fosforilaci6 produida per acci6 de La
GSK-3 1 [T-®=P)JATP

Malgrat que ja s'hs demostrat, de forma indirectas,
gue Ll’inhibidor de La fosfatasa 1 era fosforilable per La
GSK-3 en L'apartat 3.5, es va wvoler comprovar si aquesta

fosforilaci¢é es produla sobre L’inhibidor.

En aquest cas, 2 ug d'una preparacidé homogenia
d'inhibidor s'incubaven amb 5 pg de GSK-3, acetat maqgneésic
T mM 1 [r-®2PIATP 50 puM (L'’activitat especifica era de
10.000 cpm/pmaol) durant 30 min a 30 °C en un volum final de
50 pl. Tot sequit, s’escalfaven Les mostres durant 10 min a
95 °L per aturar ta reaccid i a La vegada per a produir La

precipitaci6é de La GSK-3. R continuacit es refredava La
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FIGURA 11. FOSFORILACIO DE L'INHIBIDOR DE LA FOSFATASA 1
PER PROTEINA QUINASES I [T-"*PIATP

Preparacions homogenies de 2 pg d’inhibidor de
fosfatasa 1 s’incubaven amb proteina quinasa dependent
d’AMP ciclic (A) o bé amb GSK-3 (C) en Les condicions des-
crites en el text. ELls carrils B i D corresponien a con-
trols on hi mancava L’inhibidor de La fosfatasa 1.
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mostra en un bany de gel durant 10 min 1 es centrifugava a
10.000,.g durant 10 min.

Del sobrenedant es preparaven 10 ul per a ésser
aplicats a un gel d'acriltamida-SDBS al 10%, i es realitzava
L’electrafaoresi segons Les condiclons descrites en L’apar-
tat 2.5.1 . Els gels s'extrelen de Les plaques d'electrofo-
resi, s'assecaven 1 es procedia segons L‘apartat 2.8 per

determinar si L’inhibidor s’havia fosforitat o no.

EL resultat obtingut es pot observar en La Figu-
ra 11 en La gque en el carrit C s’'’observa L’inhibidor fos-
forilat 1 en el carril D un control en el que es va aometre
L'inhibidor.
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3.7 COMPRRACIO AMB L'INHIBIDOR-1 DE MUSCUL DE CONILL

Per a comprovar que Ll’inhibidor aillat de fetge de
rata no presentava activitat inhibitoria d’inhibidor-1 es
va fosforitar en primer LLoc amb La proteina quinasa depen-
dent d’'AMP ciclic 1 en segon Lloc s’intenta mesurar La seva
reactivacié pel fet d’estar fosforilat.

Per aix6, s’incubava 40 ng d’inhibidor homogeni amb
la proteina quinasa dependent d’'AMP ciclic (120 U/mLl) 1 en
presencia d': AMP ciclic 0,1 mM, acetat magneésic 2 mM 1 ATP
0,2 mM, en un volum final de 60 pl, a8 30 °C durant 30 min.
Seqguidament s’'aturava La reaccl6 escalfant durant 10 min a
85 °C. Es refredava en un bany d’'aigua-get i es centrifu-
gava a 10.000.g durant 10 min en una centrifugadora tipus
"Eppendorf". Del sobrenedant abtingut s’agafaven aliquotes
que, diluides convenientment, s’'assajaven segaons esta
descrit en L'apartat 2.3.8.1

Per tal de poder determinar una possible reactiva-
ci¢ de L'’activitat inhibitoeria, L'’assalg es realitzava amb
els corresponents controls on hi mancava L’inhibidor o bé
La proteina quinasa dependent d’'PMP ciclic. En el resultat
obtingut no s’obseva cap tipus de reactivacié de L’'acti-
vitat inhibitoria.
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3.8 DISTRIBUCIO SUBCEL-LULAR DE L’ACTIVITAT INHIBITORIA
DE FETGE DE RATR SOBRE PROTEINR FOSFRTRSA 2R 1
SUBSTRAT HMG-CoA REDUCTASA

La segona part del treball d’aquesta Meméria va
ésser realitzada quan ja les quatre reductasa fosfatases,
aillades en el nostre Laboratori a partir de citosol de
fetge de rata, estaven perfectament caracteritzades 1
classificades. Com a consequéncia d’aquest fet es va rea-
Litzar una analisi de La distribuci6 de L’activitat inhibi-
tdria utititzant un conjunt d’enzims (reductasa i fosfata-
ses) procedents del mateix teixit i animal.

A L’igual que s’ha descrit en L’apartat 3.1 es
procedia en primer Lloc a L’obtencié6 de les mostres 1
seguidament al seu posterior analisi.

3.8.1 Subfraccionament cet-Lular

Un cop sacrificades Les rates 1 extrets els fetges,
es preparaven Les diferents fraccions tal com s’'ha descrit
en L'apartat 2.6.

3.8.2 Determinaci6 de L’activitat inhibitéria

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 mitjangant
una cromatografia en cotumna 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 palés aixi L’activitat inhibitoria.
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L'’assaig es realitzava de forma similar al descrit
en L'apartat 3.1.2 pero, en aquest cas, lLes fosfatases uti~
Litzades foren Lla fosfatasa tipus 1 1 tipus 2A 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 maostra en La Taula V, on s’ob-
serva L'existencia d’una activitat inhibiteria sobre La
fosfatasa 2R quan el substrat emprat es L’HMG-CoR reducta-
sa. Aquest resultat tant insolit ens va suggerir Lla presén-
cia, en citosol de fetge de rata, d’una proteina termoesta-
blLe amb activitat inhibitéria, diferent a La de L’'inhibi-
dor-2, aillat en La primera part d’'’aquesta Memoria. Per
aix¢6, el nostre objectiu inmediat fou La purificaci6 d'a~
questa proteina i1 la seva caracteritzacio.
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Fraccions , Act. Inhbt. (%) Act. Inhbt. (%

Rd-PrP 1{Rd-PrP 2|Ph-PrP 1|Ph-Pre 2

SPM 100 100 100 -
Citosol 35 35 g6 ~
Primer rentat 2 2 2 -

Segon rentat - - - -

Microsomes - - - -
Gticogen - - ~ -
Rct. Inhbt. = Activitat Inhibitoria I
Rd = HMG~-CoR reductasa
Ph = glicogen fosforilasa ’
Pre = proteina fosfatassa
SPM = sobrenedant post mitocondriat i

TAULA V. DISTRIBUCIO SUBCEL-LULAR DE L'ACTIVITAT INHIBITO-
RIA DE LR PROTEINA FOSFATASA 2AR.

L.es determinacions d’'activitat inhibitoria es
feren en tres Lots de 10 g de fetge cadascun. Les mostres
s'assagjaven seqons s'ha descrit anteriorment 1 en L’apartat
2.3.8.2. 1 3.1.2.

Es va donar el valor de 100 a8 Les unitats d'in-
hipidor de ta fosfatasa tipus 2R per gram de fetqge presents
en el SPM de fetge de rats.
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3.9 PURIFICACIO D'UN INHIBIDOR DE PROTEINR FOSFRATASA 2R
A PRARTIR DE CITOSOL DE FETGE DE RATA

Un cop fet pales La preséncia en citosol de fetge
de rata d’una activitat 1inhibitoria de La fosfatasa ti-
pus 2A gquan el substrat utilitzat era HMG-CoA reductasa, es
va procedir a8 la purificaci6 1 caracteritzaci6 de La pro-
teina causant d’aquesta activitat.

3.9.1 Obtenci6 del citosol 1 escalfament a 95 °C

Per a2 Lla purificaci6 de L’inhibidor de La fosfa-
tasa 2R es partia d'una quantitat de teixit de fetge de
rata d’aproximadament de 115 g. S’homogeneitzava 1 es
procedia a L'obtencit del citosol tal «com s’ha descrit en
L’apartat 2.6.

EL citosol obtingut s’escalfava a 895 °C durant
10 min en un bany-maria. L'escalfament es realitzava di-
positant fraccions de 10 a 15 mlL del citosol sobre un volum
de soluci6 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 (citosol i
soluci6 amortidora) es mantingués en tot moment a 895 °C. Si
aquest procés no es realitzava a wuna temperatura elevada
s’obtenien rendiments inferiors al 20% d’activitat inhibi-
tédria.

3.9.2 Precipitacié acida amb TCA al 15%

AR L'iguat que en el cas de L’'inhibidor de La fosfa-
tasa 1 , aillat en Lta primera part d’aquesta Memoria,
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s'ytititzava La precipitacié acida per concentrar La mos-
tra, 1 a La vegada, etiminar proteines poc resistents a
tractaments acids.

La mostra obtinguda després de L'escalfament, es
sotmetia a precipitacit acida per addicié de TCA 100% (p/v)
fred, fins arribar a una concentracidé final del 15% (v/v).
La precipitacié es feia a 4 °C segons s’'ha descrit en L’a-
partat 3.2.2 per a poder obtenir wuna recuperaci6 majori-
taria de L’activitat inhibitaria. A partir d’aquest moment
totes Les operacions es feien a 4 °C. EL precipitat obtin-
gut per centrifugaci6 a 30.000.g durant 20 min, es resus-
penia 1 es dialitzava durant 8 h. En el transcurs de Lla
dialisi es realitzaven 4 canvis d’una solucid amortidora
composta de: tris/HCL 20 mM a pH 8,5; EDTA 1 mM, PMSF 1 mM
i DTT 0,5 mM.

3.9.3 Cromatografia en columna de DERE-cel-lLulosa a pH 8,5

La mostra dialitzada es centrifugava a 30.000.g
durant 10 min per eliminar les proteines desnaturalitzades
pel tractament &cid i1 durant el proces de dialisi; i tot
seguit, s'’aplicava a una columna de DERE-cel-lLulosa
(5x3,%5 cm) previament equilibrada amb la sctuci6 amortidora
amb La que s’'havia dialitzat. La cromatografia es desen-
volupava tal com s'ha 1indicat en L’apartat 3.2.3 . Les
fraccions abans d’ésser assajades es dialitzaven durant 4 h
enfront La soluci6 amortidera d'’equilibrat de La columna,
ja que La presencia de sals alterava L'’activitat reductass
fosfatasa.

L’'’activitat inhibitoria de La fosfatasa tipus 2R de
fetge de rata utilitzant HMG-CoA reductasa com a substrat
es pot observar clarament en La Figura 12, on s'aprecia un
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FIGURR 12. CROMRTOGRAFIA DE BESCANVI IONIC EN COLUMNA DE
DERE-CEL-LULOSR A pH 8,5 DE L'INHIBIDOR DE LA
FOSFATASA 2R

La figura mostra el perfil d'eluci6 de L'’activi-
tat inhibitoria, a L'aplicar un gradient de 0-500 mM NaCl
en ta fraccido 1. PActivitat inhibitoria sobre La proteina
fosfatasa 2R d'alt pes molecular de fetge de rata i subs-
trat HMG-CoR reductasa (@), Rbsaorbancia a 280 nm (=-).
Concentracit salina (=).

Les fraccions (5 ml) gque mostraven activitat
inhibitoria, mesurada segaons es descriu en L'apartat 3.1.2,
es concentraven per a La posterior craomatografia.
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pic ample que eluia a una concentracié salina entre 140 i-
400 mM NaCl. Es reunien Les fraccions assenyalades amb La
barra horitzontal i es concentraven per precipitaci6é acida
amb TCA al 100% fred, que s’'addiciocnava a lLa mostra fins a
una concentracié final del 15% (v/v) 1 es deixava en repos
durant 30 min.

EL precipitat recoltit per centrifugacié a 30.000xg
durant 15 min, es resuspenia amb una solucié de tris
0,5 mM. La suspensid es dialitzava enfront una solucid
amortidora composta de: tris 20 mM a pH 7,5; EDTA 1mM 1 DTT
0,5 mM durant 8 h. La soluci6 amortidora es canviava dos
cops durant La dialisi.

3.9.4 Etapes cromatografiquees de baixa rescolucié

Donat que aquest 1inhibidor de La fosfatasa 2R
mostrava en La primera cromatografia de bescanvi idnic en
columna de DERE-cel-Lulosa un comportament cromatografic
similar al de L'’inhibidor de La fosfatasa 1 i, donat el fet
de La desconeilxenga si ambdues activitats inhibitories eren
ctausades per La mateixa proteina, es va praocedir a La
busqueda de nous tipus de cromatografies.

Malgrat que Lles cromatografies que a continuacid es
descriuen no mostraren un resuttat favorable, hom creu que
es fa necessaria La seva descripci6 per a facilitar La

reatitzacidé de nous intents de purificacié.
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3.9.4.1 Cromatdgrafia en columna de Fosfocel-lLulosa
Watman P-11

La mostra dialitzada es centrifugava a 30.000.g
durant 10 min per eliminar Les proteines desnaturalitzades
durant el proces de dialisi; i tot sequit, s'aplicava a una
columna de Fosfocel-lulosa (5x2,5 cm) preéviament equili-
brada amb La solucit® amortidora amb La que s'havia dialit-
zat. S’aplicava un gradient Linial de 0 a 500 mM NaClL en un
volum totat de 200 mL. La cromatografia es desenvolupava a
una velocitat de fluix de 60 mt/h 1 es recocllien fraccions
de 4 mL. Les fraccions abans d’'ésser assajades es dialitza-

ven tat com s’ha indicat en L’apartat anterior.

L’'activitat inhibitaria 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’exclusié i
rentat de La columna.

Donat que aquest fipus de cromatografia no aportava
cap augment en el grau de purificacié de L’'inhibidor, es va
creure convenient desestimar-la en els proxims intents de
purificacié. A continuaci6 es va procedir a La utilitzacié
de cromatografies d’afinitat.

3.9.4.2 Cromatografia en columna d’'Aminohexil -
Sepharosa 4 B

Una mostra obtinguda de La cromatografgia en DERE-
cel-tultosa a pH 8,5; un cop dialitzada, s’aplicava a una
columna d'’'Aminohexil-Sepharosa 4B (2x2,2 cm) equilibrada
amb La soluci6é amortidora que anava la mostra. La columna

es rentava amb el mateix amortidor 1 L'’activitat inhibite-
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La figura

trat HMG-CoR reductasa
Concentracid salina ().
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el perfil d'eluci6é de
L’activitat inhibitoria sobre La fosfatasa tipus 2R 1 subs-

Rbsorbancia a 280 nm
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ria s'eluia amb un gradient sali de 0 a 500 mM NaCl en un
volum total d'’amortidor de 150 mL. La velocitat de fluix
fou mantinguda constant a 20 mi/h.

Les fraccions obtingudes (2,5 mL) es dialitzaven
enfront La soluci6 d'equilibrat de La columna, i s’assaja-
ven per determinar on etuia L'’activitat inhibitoria de La
fosfatasa tipus 2R 1 substrat HMG-CoA reductasa. EL perfil
d’'elucit és el que es mostra en la Figqura 14. L'activitat
inhibitéria eluia fonamentalment en un sol pic a una con-
centracié salina compresa entre 30 i 250 mM NaCl. Gi beée el
resuLtat obtingut aparentment semblava correcte, el rendi-
ment era d'un 15% 1 per tant es considerd gque no presentava
cap tipus d’avantatge per avangar en el procés de purifica-
cif.

3.9.4.3 Cromatografia en columna d’RAffi-Gel Blue

Una mostra obtinguda de lLa cromatografgia en DERE-
cel-lutosa a pH 8,5, un cop dialitzada, s’aplicava a una
coltumna d’'Affi-Gel Blue (2x2,2 cm) equitibrada amb La
solucié 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) es diatitzaven
enfront La soluci6 d’equilibrat de La columna, i1 s'assaja-
ven per determinar on elula L’activitat inhibitoria de La
fosfatasa tipus 2R i substrat HMG-CaR reductasa. Tal com
s’'observa en La Figura 15, L'activitat inhibitaria era
majoritariament excluida junt amb tota La proteina acompa-
nyant, soltament s’observa un petit augment d’activitat a
una cancentracid salina de 200 mM NaCl.
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FIGURA 14. CROMARTOGRAFIA D’AFINITAT EN COLUMNA D’'AMINO-
HEXIL-SEPHAROSA 4B DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFA-
TRASA 2A.

La figura mostra el perfil d’eluci6 de
L'activitat inhibitoria obtingut a L'aplicar el gradient de
0-500 mM NaCl en La fraccio 1. Activitat 1inhibitoria sobre
la fosfatasa tipus 2A 1 substrat HMG-CoA reductasa (@).
Absorbancia a 280 nm {(—=->. Concentracioé salina (—).
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BLUE DE L'INHIBIDOR DE LA FOSFATASR 2A.
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Degut a que aquest tipus de columna no presentava
cap avantatje alhora d’avangar en el grau de purificacié de
L'inhibidor no es cregué convenient wutilitzar-lLa 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
utititzacié d'aquest nou tipus de cromatografia ja descrita
per altres autors en tLa purificacid d’'inhibidor~2 de muscul
de conill.

Una mostra obtinguda de La cromatografia en columna
de DEAE-cel-lLulosa a pH 8,5 s’aplicava a wuna columna de
Sephadex 6-100 (115x1,6 cm), préviament equitibrada amb La
solucid ampritidora on anava La mostra en presencia de
100 mM NaCl. La cromatografia es desenvolupava a una ve-
Locitat de fluix de 12 mt/h. La coltumna fou calibrada
previament amb proteines marcadores patrd descrites en
L’apartat 3.2.5

Les fraccions de 4 mL, previament a L'’assailg, es
dialitzaven enfront Lta soluci6 de cromatografia de La
columna perd, sense NaClL 100 mM. La inhibici¢ produida
sobre L'activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa
tipus 2R mostrava el perfil representat en La Figura 16.

EL resultat obtingut fou un gran pic d'activitat al
Llarg de tota L'eluci6é de La columna, La qual cosa fels
pensar que es tractava d'un inhibidor amb miulLtiples formes
moleculars o bé a possibles interaccions entre La proteina
1 La resina. En qualsevol <cas, Lta cromatografia fou poc
eficient i es rebutjs totalment.
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FIGURA 16. CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACIO EN COLUMNAR DE
SEPHRADEX G-100 DE L’INHIBIDOR DE LR FOSFATASA 2A

LLa figura mostra el perfil d'eluci6 de L’activi-
tat inhibitoria sobre La fosfatasa 2R 1 substrat HMG-CoR
reductasa (@® ). Absorbancia a 280 nm (—=).

La columna -es va calibrar amb Les proteines
marcadores, enumerades en L’apartat 3.2.5. (OJ) i, amb Les
quals s’'elabora Lla recta de calibraci¢ representada en el
requadre, on

ve = volum d’elucid de cada prateina
Vo = volum buit de La columna
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3.9.4.5 Cromatografia en columna d'Hidroxiapatita

Una mostra que provenia de La cromatografia en
DERE-cel-lulosa a pH 8,5; un cop dialitzada, s'aplicava a
una caolumna d’'Hidroxiapatita (1,5x1 cm) equilibrada amb La
solucit6 amortidora en que anava La mostra. La columna es
rentava amb el mateix amortidor 1 40 mM fosfat sali.-
L’activitat inhibitoria eluia amb wun gradient tLinial de
40 a 150 mM fosfat sodic en un volum total d’amortidor de
30 mt. La velocitat de fluix de La columna es mantingué
constant a 20 miL/th.

Les fraccions oabtingudes (0,5 ml) es dialitzaven
enfront La soluci6 d'equilibrat de La columna, ja que el
fosfat emprat per a U'eluci6 de L'activitat inhibitoria
inhibia L'’activitat reductasa faosfatasa. R continuacid
s’'assajaven Les fraccions per determinar on eluia L’activi-
tat inhibitoria de La fosfatasa tipus 2R i substrat HMG-CoR
reductasa. EL perfil d’elucié és el que es representa en La
Figura 17. L'activitat inhibitoria eluia fonamentalment en
un sol pic &8 wuna concentracid de fosfat sddic compresa
entre 50 i 100 mM.

Si bé aquesta cromatografia implicava un gran avang
en el grau de purificacid de L’inhibidor, el rendiment
cbtingut, d’un 10%, no era gens acceptable ja que implicava
una gran perdua de L’activitat inhibitéria. EL fet de que
aquesta cromatografia augmentés el grau de puresa de L'in-
hibidaor, feu pensar en una possible utilitzacidé en una
etapa final on LU’inhibidor es trobés altament purificat.
Malgrat que es va fer algun 1intent en agquest sentit, el
resultat obtingut no dona LLoc en cap moment a Ll'inhibidor
en un estat homogeni.
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FIGURA 17. CROMRTOGRAFIA EN COLUMNA D’HIDROXIPRTITR DE
L'INHIBIDOR DE LA FOSFATASA 2A.

La figura mostra el perfil d’eluci6o de Ll'’activi-
tat 1inhibitaria obtingut a L'’aplicar el gradient de
40-150 mM de fosfat sodic. HRctivitat inhibitoria sobre La
fosfatasa tipus 2R i substrat HMG-CoR reductasa (@). Ab-
sorbancia a 280 nm (—=-J). Concentracié salina (—).
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Finalment es wva poder abtenir L’inhibidar en un
estat homogeni quan s’empraren Les cromatografies que a
continuaci6 es descriuen.

3.9.5 Cromatografia en columna de DERE-cel-Lulosa a pH S

Un cop concentrades Les fraccions actives proce-
dents de lLa cromatografia en columna de DERE-cel-lulosa a
pH 8,5 per precipitacié amb TCA al 15%, lLa mostra es dia-~
Litzava enfront a wuna solucié amortidora composta d':
acetat sodic S mM a pH 5, EDTA "1 mM, PMSF 1 mM i DTT
0,5 mM; durant 8 hores. La soluci¢ amortidora es canviava
dos cops durant La dialisi. Tot seguit, La maostra s'aplica-
va a8 una columna de DERE-cel-lulosa a pH 5 (2x2,2 cm)
equitibrada amb La solucié amortidora que anava La mostra.
La columna es rentava amb et mateix amortidor i L'activitat
~inhibitoria s’eluia amb un gradient sali de 0 a 500 mM NaCl
en un volum total d’amortidor de 150 mtL.

Les fraccions obtingudes (3 ml) es dialitzaven
enfront Lla soluci6é d’equilibrat de La columna, i s’assaja-
ven per determinar on eluia L’activitat inhibitoéria de La
fosfatasa tipus 2R i substrat HMG-CoR reductasa. EL perfil
d'elucit es el que es representa en La Figura 18. L’activi-
tat inhibitoria eluia fonamentalment en un sol pic a una
concentracié salina compresa entre 200 i 350 mM NaClL. Una
activitat inhibitoria, que no representa ni el 5% de L'ac-
tivitat inhibitoria total, eluia a molt baixes concentra-
cions salines. Aquesta activitat es va despreciar en totes
Les purificacions realitzades.

Les fraccions actives es van concentrar addicionant
TCA al 100% (p/v) fred fins a una concentracié final de
15% (v/v). La mescla es deixava en repos durant 30 min i
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FIGURA 18. CROMATOGRAFIA DE BESCANVI IONIC EN COLUMNAR DE
DERE-CEL-LULOSA R/ pH 5 DE L’INHIBIDOR DE LA
FOSFATRSA 2R

LLa figura mostra el perfil d’elucit de L'activi-
tat inhibitoria, a L'’aplicar un gradient de 0-500 mM NaCl
en La fraccidé 1. Activitat 1inhibitoria sobre La proteina
fosfatasa 2R d’alt pes molecular de fetge de rata 1 subs-
trat HMG-CoR reductasa (@). Absorbancia a 280 nm (=~).
Concentracié salina (=—).

Les fraccions (3 ml) assenyalades amb una barrsa
horitzontal, es recolliren i concentraren per a La poste-
rior cromatografia.
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tot seguit, es centrifugava a 30.000.g durant 15 min. EL
precipitat es resuspenia en una soluci6 amortidora composta
d’: imidazol 20 mM a pH 7,5; EDTA 0,1 mM, Brij 35 0,01%-
(p/v), glicerotl 5% (v/v), PMS5F 1 mM, DTT 0,5 mM 1 NaCl
100 mM. La suspensio es dialitzava durant 4 hores enfront
L 'amortidor.

3.9.6 Cromatografia en columna de Bio-Gel R 0.5m

La preparaci¢ s’aplicava en una columna de Bio-
Gel A 0.5m (51x2,5 cm) equilibrada amb Lla mateixa solucid
amortidora en que s'havia dialitzat La mostra.

Les fraccions de 4 mlL, previament a L'assaig, es
dialitzaven enfront La soluci6 de cromatografia de La
columna pero sense glicerol 5% (v/v) ni NaCL 100 mM. La in-
hibicit produida sobre L'activitat reductasa fosfatasa de
La fosfatasa tipus 2R mostrava el perfil representat en La
Figura 18. Es detectaven dos pics amb activitat inhibito-
ria; el primer, que etuia amb el conjunt de proteines de
molt alt pes molecular 1 que presentava menys activitat
inhibitoria, es va guardar per a sotmetre’l a possibles
posteriors estudis. EL segon pic eluia amb un pes molecular
aparent de 30 Kd (Figura 13, requadre) 1, a més a més,
presentava molt poca proteina contaminant i1 una gran acti-
vitat inhibitoria. D’aquest segon pic es reuniren Les
fraccions assenyalades en La Figura 19, gque ja s’havien
dialitzat per L’'’assasig, 1 s’'aplicaven a La segient columna.

La columna s'havia calibrat préviament amb protei-
nes marcadores de pes molecular conegut, tal com son Les
segients: albdmina bovina (66 Kd), ovoalbimina (45 Kd),
gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (36 Kd), anhidrasa
carbonica (238 Kd), inhibidor de tripsina de soja (21 Kd) i
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FIGURA 19. CROMATOGRAFIR DE GEL FILTRACIO EN COLUMNR DE

BIO-GEL A 0.5m DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFARTASA
TIPUS 2R

La figura maostra et perfil d'elucit de L’activi-
tat inhibitoria sobre La fosfatasa 28 1 substrat HMG-CoR
reductasa (@ ). Rbsorbadncila a 280 nm (==,

Les fraccions (4 mi) amb activitat inhibitoria,
assenyalades amb wuna barra horitzontal, foren recollides,
diluides 1 aplicades a La segUent cromatografia.

EL pes molecular aparent es va calcular per com-
paracid del wvolum d'elucidé de L’inhibidor de La faosfata-
sa 2R (@) amb els de Les proteines marcadores, enumerades
en el text (QO), les quals permitien elaborar La recta de
catibraci6 representada en el requadre, on

Ve = yolum d’elucid de cada proteina
Vo = valum buit de Lla columna



177

miaglobina (17 Kd). EU wvolum d’elucié de Les prateines
marcadores es determinava per mesura de L 'absorbancia a
280 nm, mentre que el de L’inhibidor es felia per mesura de
L’activitat inhibitoria.

3.8.7 Cromatografia en columna de Blue Sepharaosa CL-6B

La mostra s’'aplicava a una columna de Blue Sepha-
rosa CL-6B (7x2,1 cm) equilibrada amb La solucié amortidora
en que anava La mostra. A continuacid es rentava La cotumna
amb 100 mL det mateix amortidor 1 s’eluia l’activitat
inhibitdoria amb una concentracid salina de 100 mM NaCl en
200 ml ~de L'amortidor. Seguidament, s’aplicava una nova
concentracié 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 lLa veloci-
tat de fluix es mantenia constant a 25 ml/h. Les fraccions
es dialitzaven enfront una soluci6 de Tris/HCL S mM a pH 7,
i s'’assajaven per a determinar L'activitat inhibitoria
sobre La proteina fosfatasa 2R 1 substrat HMG-CoR reducta-
sa.

En La Figura 20 es mostra et perfil d'elucio de Lla
columna, on s’observa en primer Lloc, que tota L’activitat
inhibitoria elueix a wuna concentraci6é6 salina de 100 mM
NaClL. En segon Lloc, que a8 una concentracié de sal de
600 mM NaCl no elueix cap activitat inhibitoria de La
fosfatasa 2RA.

Les fraccions actives s'ajuntaven i es concentraven

per Liofilitzacié. L’inhibidor es guardava sec a -20 °C.
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FIGURR 20. CROMATOGRAFIA D’'AFINITAT EN COLUMNA DE BLUE

SEPHAROSA CL-6B DE L'INHIBIDOR DE LR FOSFR-
TASA 2R

La figura mostra el perfil d’eluciod de L'activi-
tat inhibitoria sobre ta fosfatasa 2A i substrat HMG-CoR
reductasa (@ ). Concentraci6t salina (—).

Les fraccions (4 mL) amb activitat inhibiteria,
assenyalades amb wuna barra horitzontal, foren recollides,

dialitzades, caoncentrades . per Lliofilitzaci6 i es guardaren
a -20 °C.
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En la Taula VI es mostra el resultat global del
procés de purificacié de L'inhibidor de (’activitat reduc-
tasa fosfatasa de La fosfatasa 2R de citosol de fetge de
rata.
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Prot. Act. Act.
FRACCIO Total Total Especf. Pur, Rnd.
unitats mg unt. unt.img 3. %
Citosal §.900 §30,0 91 1 100
Sobrenedant 102 20,0 §.186 58 38
Rcid Tricloroacétic 15% 85 343,0 5.388 N 86
BERE-cel-lulosa pH 8,3 20 208,4 18.450 114 33
DERE-cel-lulosa pH 3 11,2 132,7 11.859 126 20
Big Gel A 0.5m 1,8 40,4 17.585 192 b
Blue Sepharosa (L 6B 0,08 5,3 32.4800 580 1

Prot. Total {(mg)

Act. Total tunt.)

fAct. Especf. (unt./mg)
Pur, {vg.)

fnd. (W)

Proteina total en ng

Activitat total en unitats
Activitat especiiica en unitats per mg
brav de purificacid en vegades

Rendiment en %

TRULA VI. RESUM DEL PROCES

DE PURIFICARCIO DE L’INHIBIDOR

DE LA FOSFATRSA 2R DE CITOSOL DE FETGE DE RATA
AMB SUBSTRRT HMG-CoR REDUCTASA
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3.10 COMPARACIO DEL COMPORTAMENT CROMATROGRAFIC DELS DOS
INHIBIDORS RAILLATS DE CITOSOL DE FETGE DE RATA

Per tal d'esbrinar si ambdés inhibidors tenien un
comportament cromatografic diferent es va procedir a La
realitzacié d’una purificacié en La que es mesuraven amb-
dues activitats inhibitories. EL substrat fou sempre L’'HMG-
CoR reductasa, tant si lLla fosfatasa emprada era de tipus 1
de miscul de conitll o de tipus 2R de fetge de rata.

EL procés de purificacié es realitzava d’iguat
forma al descrit per a L’inhibidor de La fosfatasa 2R de
fetge de rata, ja que aquest era similar al de L’'inhibidor
de La fosfatasa 1, 1 a més a més, presentava L’avantatge de
que Les fraccions de Les diferents columnes cromatografi-
ques es dialitzaven 1 per tant eren excentes de sals.

Un resum dels comportaments cramatografics es
mostren en La Figura 21 on s'’observa que ambdues activitats
inhibitories coeluien en Les dos primeres columnes de
bescanvi idnic de DERE-cel-lLulosa de pH 8,5 i pH 5. En La
cromatografia de gel filtraci6 en columna de Bio-Gel A
0.5m s’observa La separacio 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, etueix a un pes molecular aparent de 30 Kd i1 mostra
activitat inhibitoria sobre La fosfatasa tipus 2R. Un altra
diferéncia notable és el diferent comportament cromatogra-
fic vers La columna de Blue Sepharosa CL-6B, on Ll'activitat
inhibitoria de La fosfatasa tipus 1 elueix fonamentalment a
una concentracié satina de 6500 mM NaCl, mentre que L'’'acti-
vitat inhibiteria de La fosfatasa tipus 2A elueix a una
concentracit salina de 100 mM NaCl.
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H # i 1 i

Activitat de L'inhibidor de La fosfatasa 2R
Rctivitat de L’inhibidor de La fosfatasa 1
Absorbancia a 280 nm
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3.11 CARACTERITZACIO MOLECULAR DE L’'INHIBIDOR DE LA
FOSFRATRSA 2R

Una vegada demostrat que el comportament cromato-
arafic de L’inhibidor de La fosfatasa 2R, diferia del de
L’inhibidor de La fosfatasa 1 (inhibidor-2), es va plante-
jar La necessitat de wvisualitzar La proteina causant d'’'a-

questa inhibici6 1 determinar-ne el pes molecular.

3.11.1 Determinacit del pes molecular en gels d’acrilamida
en SDS

L’inhibidor purificat es sotmetia a una analisi de
puresa mitjangant gels d'acrilamida en SDS. Rquests gels es
reaglitzaven en placa 1 tenien una concentracio d’acrilamida
del 10%. La gqual cosa, permitia determinar el pes molecular
de La mostra si s'utilitzava proteines marcadores de pes
motecular conegut. L'’etectroforesi es desenvolupava en Les
condicions descrites en L’apartat 2.5.1. EL gel es tenyia

amb Comassie-Blue.

Quan 10 pg d’inhibidor aobtinguts de La cromatagra-
fia en columna de Blue Sepharosa CL-6B, es sotmetien a L’e-
lectroforesi en gqels d’acritamida en 5D5, el resultat fou
et que es presenta en la Figura 22. En et carril B s'ob-
serva una sola banda a La que correspon un pes molecular de
20 Kd. En el carril A es mostren les proteines marcadores

utilitzades, de Les que s'’indica el seu pes molecular.
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FIGURR 22. DETERMINRACIO DEL PES MOLECULAR DE L'INHIBIDOR DE
LA FOSFATARSA 2A EN GELS D'ACRILAMIDA EN SDS

A) Una aliquota que contenia 10 pa (carril 2) de
La preparaci6t obtinquda en La columna Blue Sepharosa CL-6B,
va ésser analitzada en wun gel d’acritamida en SDS al 10%,
sequint el metode descrit en L’apartat 2.5.1.

Les xifres Laterals indiquen els pesos molecu-
Lars de Les proteines patrons emprades (carril 1): AlLbuUmina
bovina (66 Kd), ovoalbimina (45 Kd), qgliceraldeid-3-fosfat
deshidrogenasa (36 Kd), anhidrasa carbo6énica (29 Kd), trip-
sinogen (24 Kd), 1 inhibidor  de La tripsins €20 KO). " EL
front estava format per blau de bromfenol.

B) Es representen Les movilitats relatives, res-
pecte al front de Blau de bromfenol, de Les proteines mar-
cadores envers Llurs pesos moleculars. Interpolant el valor
obtinqut per a8 L’inhibidor de La fosfatasa 2R, s’obtingué
un pes molecular de 20 Kd.
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3.11.2 Deteccib d'activitat inhibitdria sobre La proteina
fosfatasa 2R en gels d'agarosa

Tal com ja hem wvist en La present Memidria per
L’inhibidor de la fosfatasa 1, a L’igual que ja habia estat
demostrat per L’inhibidor-2 procedent de mascul esquelétic
de conitltl, el fet d’'aplicar-Los a gels d’acrilalamida o
agarosa (en el cas de L inhibidor-2 de fetge de rata) en
presencia de 6SDS i el posterior desenvolupament de Ll'elec-
troforesi, no causava perdua de L'’activitat inhibitaria. En
et cas de L'inhibidor de La fosfatasa 2R, si bé es preveia
un comportament similar fou necessari verificar-ho.

Els primers intents de deteccid d’activitat inhibi-
toria foren realitzats en gels d’acrilamida pero, dequt a
L'escassa elucibd de La proteina d’'aquests gels i al Llarg
temps de durada d’aquesta elucid, el resultat obtingut no
fou gens satisfactori. En consequencia, s’'opta per la uti-
Litzacié de gels d'’agarosa seguint el metode, Lleugerament
modificat, de Sakakibara i col. (240) i que s’ha descrit en
L'apartat 2.5.2. ARquest metode oferia el gran aventatge de
Lta quasi total recuperaci6 de La proteina sotmesa a elec-
troforesi i, per tractar-se d’un procés de més curta dura-
da, també es produia una gran recuperacid de Ll'activitat
inhibitaria.

Dos mostres cbncentrades de 10 ug cada una que
provenien de la columna de Bio-Gel A 0.5 m, es sotmetien a
L'electroforesi en gels d’agarosa en SDS al 4%. Seguida-
ment, el gel es dividia en dos parts; una, que contenia una
de Les mostres, es tenyia amb Comassie-BlLue. L’altra part
del get, 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 inhibi-
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toria de cada fraccid sobre La fosfatasa tipus 2R 1 subs-
trat HMG-CoA reductasa.

La dialisi de Lles fraccions extretes fou un pas
obligat en tots et «casas en que es wvolia medir activitat
inhibitoria ja que La presencia de sals, detergents o d'’al-
tres productes wutilitzats en L'’electroforesi, afectaven
greument a8 L’'activitat reductasa fosfatasa.

EL resultat obtingut es mostra en La Figura 23, on
s’'aprecia una gran inhibici6 just on es situava La banda de
proteina del gel tenyit 1 gque corresponia a un pes molecu-
Lar de 20 Kd.

3.11.3 Digesti6 amb tripsina

Diversos autors havien demgstrat que els inhibi-
dors de fosfatases eren extremadament sensibles al trata-
ment amb tripsina. Per wverificar si LUL’inhibidor de La
fosfatasa 2R presentava també aquesta propietat, prepara-
cions obtingudes en La cromatografia de gel filtracié en
columna de Bilo-Gel A 0.5m es van sotmetre a un tractament
amb tripsina.

Si Les condicions de tripsinitzacié es duien a
terme en wuna relacid tripsina/inhibidor de 1/30, el resul-
tat que s'obtenia era una peérdua drastica de l'activitat
inhibiteria. Si el procediment es realitzava en unes condi-
cions més suaus i per tant, La relacio tripsina/inhibidor
es rebaixava a 1/100 (p/p), s'ocbtenia el resultat que es
mostra en La Figura 24. En etla s’observa que L'’activitat
inhibitaria disminuia amb el temps d’'incubaci6.
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FIGURA 23. MESURA DE L'ACTIVITAT INHIBITORIA DE L'INHIBI-
DOR DE LA FOSFATASA 2R EN GELS D’'AGAROSA EN 5DS

Una aliquota de 10 ua d'una preparacié d'inhibi-
dor de La fosfatasa 2R provinent de La columna de Bio-Gel R
0.5m, era sotmesa a una electroforesl en gels d’'agaraosa atl
4%, segons s'ha descrit en L'’apartat 2.5.2. EL gel es divi-
dia en fraccions de 3 mm gue, un cop extretes i dialitza-
des, eren assajades per a determinar L'activitat inhibito-
ria, taL com s'ha descrit en L’'apartat 3.1.2.

Les proteines patrons wutilitzades, de les que
s’indica el pes molecular, toren lLes mateixes que s'utilit-
zaren en La Fiqura 22.



(%)

inhibitoria

Activitat

188

100

S0

0 5 10 20 30
Temps (minuts)

FIGURA 24. DIGESTIO AMB TRIPSINA DE L'INHIBIDOR D&
LA FOSFATARSA 2H

Preparacions obtingudes de La cromatografia per
Bio-Gel A 0.5m es van sotmetre a8 La digestidé amb tripsina.
EL procés es realitzava en una relacid tripsina/inhibidor
de 1/100 (p/p) i1 La mescla s’'incubava a diferents temps, a
una temperatura de 30 °C. Seguidament es calentava S min a
95 °C per a destruir La tripsina, 1 es centrifugava en una
centrifugadora tipus ‘“Eppendorf" a 10.000.g durant S min.
ElL sobrenedant s'’assajava per determinar L’activitat inhi-
bitéria sobre La fosfatasa 2R 1 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 wva voler comprovar també L'’efecte que produia
L'etanol sobre L'inhibidor de La fosfatasa 2AR. Per aixé6,
diferents preparacions concentrades de L'inhibidor obtingu-
des en La cromatografia en Bio-Gel A 0.5 m es sotmetien a
un tractament amb etanol.

R 200 pyl de L’inhibidor que contenien 10 g d'a-
quest, s’addiciaonaven etanolL al 95% fins a una concentracié
final del 60% (v/v). La mescla es deixava en repos durant
S min i tot seguit es centrifugava 3 10.000.g durant S min.
EL sobrenedant es dialitzava durant 4 h a 4 °C enfront una
spglucid amortidora d’'imidazol 20 mM a pH 7. EL precipitat
s'extrela 2 wvegades amb un volum total de soluci6 amorti-
dora igual al volum inicial de Lla mostra. L’extracte es
dialitzava en Les mateixes condicions gue el sobrenedant.

En cap d'ambdues mostres, sobrenedant 1 extracte,
s’'obtingué activitat inhibitdria quan s'’assajaren sobre Lla
fosfatasa tipus 2A 1 substrat HMG-CoA reductasa.
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3.12 ESTUDIS CINETICS DE L'INHIBIDOR DE LA FOSFATASA 2A

Ates que L'inhibidor purificat presentava una
caracteristica molt especial, que era Lla d’inhibir La
fosfatasa tipus 2R amb substrat HMG-CoA reductasa, es va
creure necessari la realitzacidé d’estudis cinetics d’inhi-
bici6 sobre Les diferents fosfatases i substrats. Les
fosfatases emprades foren Les subunitats catalitiques de
Les proteina fosfatases tipus 1 i 2R de muscul de conill i
Les proteina fosfatases 1 1 2A de fetge de rata d'alt pes
molecular o Les seves subunitats catalitiques. Com a subs-
trats s'empraren L'HMG-CoR reductasa i La glicogen fosfori-
Lasa.

Tots aquests estudis cinétics es compararen amb els
obtinguts amb L'’inhibidor-2 de miscul esqueletic de conill.

3.12.1 Estudi de L'activitat inhibitéria sobre proteina
fosfatases tipus 1 1 2R amb substrat HMG-CoR
reductasa

Per a realitzar els estudis cinetics es van utilit-
zar en tot moment preparacions homogenies de L’inhibidor de
La fosfatasa 28 1 preparacions altament purificades de
totes Les fosfatases emprades.

Quantitats creixents d’inhibidor s’incubaven amb la
subunitat catalitica de La fosfatasa tipus 1 de miscul
esquetetic de conilt o bé amb La fosfatasa tipus 2R d’alt
pes molecutar aillada a partir de fetge de rata durant
15 min a 37 °C, tat com s'ha descrit en L'’'apartat 3.1.2
La reaccié s’'iniciava a L'addicionar 0,22 pg d’HMG-CoR
reductasa homogenia 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 Lla
Figura 25, on s'’observa que concentracions d’inhibidor de
La fosfatasa 2R de 7 nM ja produeixen inhibicions sobre
L’activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 28, 1 a
60 nM La 1inhibici6 és total. Per contra, quan L’inhibidor
de La fosfatasa 2R s’incubava amb La subunitat catalitica
de La fosfatasa tipus 1 no es produia cap efecte inhibito-
ri, La qual cosa el diferencia completament de L'’inhibidor
de La fosfatasa 1 (inhibidor-2), purificat en La primera
part d’aquesta Memdria i també, de L’inhibidor-2 de mascul
esqueletic de conill.

Quan es wva intentar realitzar els mateixos experi-
ments amb les subunitats catalitiques de Les fosfatases ti-
pus 1 1 2R de fetge de rata els resultats obtinguts foren
similars als que es mostren en La Figura 25.

Si aquests estudis es realitzaven amb La subunitat
catalitica de La fosfatasa tipus 2R de miscul esqueletic de
conill, el resultat obtingut enfront a aquesta fosfatasa no
fou exactament L'’esperat. EL principal problema venia arran
de que aquesta proteina fosfatasa presenta poca especifici-
tat per L'’HMG-CoA reductasa 1, per tant, Les quantitats
d’'aquest enzim necessaries per produlr wuna determinada
activitat reductasa fosfatasa eren molt superiors a les
utititzades amb Les proteina fosfatases obtingudes de fetge
de rata. Finalment, s’'observa que lLa relaci6 inhibidor de
La fosfatasa 2A/fosfatasa 2R es mantenia canstant tant si
La proteina fosfatasa emprada provenia de fetge de rata com
si s’havia obtingut de miscul de conill.
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FIGURA 25. INHIBICIO DE LES PROTEINAR FOSFATASES 1 I 2R PER
L’'INHIBIDOR DE LR FOSFATASA 2R DE FETGE DE RATH
I L'INHIBIDOR-2 DE MUSCUL DE CONILL I SUBSTRAT
HMG~CoR REDUCTASA

Quantitats creixents de preparacions homogenies
d’'inhibidor de la fosfatasa 2A de fetge de rata (O, @), 1
de L’'inhibidor-2 de miscut de conill (O ,4), s’incubaven
amb una quantitat fixa (3 U) de La fosfatasa tipus 2R d’'alt
pes molecutar (@ ,4) o bé amb La subunitat catatitica de
La fosfatasa tipus 1 (O, ). La determinaci6é 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 inhibidor.
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3.12.2 Estudi de L'activitat inhibitdéria sobre proteina
fosfatases tipus 1 i 2R amb substrat glicogen
fosforilasa

Quan quantitats creixents de L’inhibidor purificat
s’incubaven amb La subunitat «catalitica de La fosfatasa
tipus 1 de mlUscul esqueletic de conilt, wutilitzant com a
substrat fosforilasa, el resultat obtingut és el qgue es
mostra en Lla Fiqura 26. En ella s’'observa que L’activitat
fosfatasa no s'inhibeix excepte a molt altes concentracions
d’'inhibidor. Si La fosfatasa de tipus 1 utilitzada era lLa
subunitat catalitica de La fosfatasa tipus 1 de fetge de

rata els resuttats obtinguts eren simitars.

En el cas d’'incubar L'’inhibidor amb La fosfatasa 2A
d’alt pes molecular obtinguda de fetge de rata 1 substrat
fosforilasa, contrariament al gue es podia esperar, aquest
inhibidor no afectava a L’activitat fosfatasa quan el subs-
trat utilitzat fou La glicogen fosforilasa. Si Les fosfata-
ses utilitzades eren Les subunitats catalitiques de La
fosfatasa 2A d’ambdés teixits (muscul 1 fetge), el resultat
era similar a L’gbtingut amb La fosfatasa 2R d'’alt pes

molecular aillada de fetge de rata.
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FIGURR 26. INHIBICIO DE LES PROTEINR FOSFATASES 1 I 2R PER
L’INHIBIDOR DE LA FOSFATASA 2A DE FETGE DE RATA

I L’INHIBIDOR-2 DE MUSCUL DE CONILL I SUBSTRAT
GLICOGEN FOSFORILASA

Quantitats creixents de preparacions homogenies
d’inhibidor de La fosfatasa 2R de fetge de rata (O, @), i
de L’inhibidor-2 de muscut de conill (O, €), s’incubaven
amb una quantitat fixa (15 U) de Lla proteina fosfatasa
tipus 2R d’alt pes molecular (®,4) 0o bé amb La subunitat
catalitica de La fosfatasa tipus 1 (O, <). La determinacio
de l'’activitat fosforilasa fosfatasa es realitzava segons
es descriu en Ll'apartat 2.3.5. L'activitat s'’expressa en

percentatge referent a L'’activitat fosforilasa fosfatasa
sense inhibidor.
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3.13 DETECCIO D’ACTIVITAT D'INHIBIDOR-1

Donat que aquest inhibidor de L’activitat reductasa
fosfatasa de La fosfatasa 2R, presentava unes caracteristi~
ques moleculars similars a Les de L’inhibidor-1 ja descrit
de miscul de conill, es van realitzar experiments en els
qguals L'activitat de L' inhibider 1 es feia palesa.

Primerament, s’'’incubaven fraccions de 50 ng d’inhi-
bidor homogeni amb La proteina quinasa dependent d'AMP cic~-
tic (120 u/mL), AMP 0,1 mM, acetat magnesic 2 mM 1 ATP
0,2 mMm, en un volum final de 60 ptL a 30 °C durant 30 min.
La reacci6 s'aturava per escalfament a 95 °C durant 5 min.
R continuaci6, es refredaven Les mostres durant 15 min en
un bany d’aigua-get 1 es centrifugaven a 10.000.g durant
10 min en una centrifugadora tipus "Eppendorf".

Dels sobrenedants obtinguts, 15 pl s'’assajaven per
a determinar L'’activitat inhibitoéria, 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 mUscul de conitt i La
fosfatasa 28 d’alt pes molecular de fetge de rata. Els
substrats foren L’HMG-CoR reductasa i lLa glicogen fosfo-
ritasa. L'assaig es realitzava sempre per duplicat i amb

controls on L’inhibidor o bé La gquinasa eren excempts.

En el cas de La utititzacis de lLa fosfatasa 1 no es
va detectar cap efecte inhibitori. Quan s’utilitza La
fosfatasa 2R solLament es fela palesa La inhibicidé amb el
substrat HMG-CoR reductasa, perd L'efecte inhibitori no

s 'augmentd en cap moment.
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3.14 FOSFORILRCIO PER RCCIO DE PROTEINRA QUINRSES

Rtes que LU’inhibidor dé la fosfatasa 2R no es
reactivable per fosforilacit amb proteina guinasa dependent
d’AMP ciclic, es va provar La seva capacitat d’ésser fos-
forilat mitjangant La wutilitzacié de diferents proteina
quinases 1 [T-®=PIATP.

3.14.1 Fosforilacid produida per accié de La quinasa
dependent d'AMP ciclic 1 [T-®=PIATP

Una atiquota de 2 pg d’inhibidor homogeni s'incu-
bava amb proteina quinasa dependent d’AMP ciclic i 50 pM de
[T-®2PIATP, en substitucid de L'ATP no radiocactiu durant
30 min a 30 °C. Les condicions a Les que es realitzava La
fosforilaci6 eren Les descrites en l'’apartat anterior. Tot
seguit es parava La reaccio per escalfament i un cop cen-
trifugades Lles mostres, 10 pl dels sobrenedants es prepara¥®
ven per ser apticats a una etectroforesi en gels d'acrila-
mida en SDS al 10%.

L’electroforesi es desenvolupava tal com s'’ha
descrit en L’apartat 2.5.17. Els gels secs s’analitzaven per
autorradiografia indirecta, segons el metode 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. AL LlLlarg de tot el procés es dugueren controls
on L’inhibidor no hi era present i també controls de fosfo-
rilacié positiva, com fou La preséncia d’inhibidor-2 de
miscut de conill que era sensible a Lla fosforilacio per

aquesta proteina quinasa.
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3.14.2 Fosforilaci6 produida per accit de La GSK-3 i
[T-2P1ATP

Per fosforitar L'’inhibidor de L'activitat reductasa
fosfatasa de La fosfatasa 2R amb La GSK-3, es wva procedir
de La mateixa forma que en lLa fosforilacié feta en L'’apar-
tat 3.6.2

Una mostra de 2 pg de L’inhibidor homogeéni s'’incu-
bava amb 5 ug de GSK-3 purificadas i S0 uM de [(T-=2pP1RATP i
acetat magnesic 1 mM durant 30 min a 30 °C. Seguidament
s'escalfaven Les mostres a 95 °C per aturar La reacci6, es

refredaven 1 es centrifugaven.

Una aliquota de 25 pl dels sobrenedants s’aplicaven
a un gel d'acritamida en GSDS al 10%. Es desenvotupavé
L'electroforesi en Les condicions descrites en L’apartat
2.5.1 1 wuna wvegada s'havien assecat els gels; aquests
s’analitzaven per autorradiografia tal com esta descrit en
L'apartat 2.8.

També en aquest cas La fosforilacidé de L’inhibidor
fou nul-La. Com a control positiu de fosforilacia es feu
servir L’inhibidor-2 de muscul esquletic de canill.
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3.15 COMPARACIC AMB L’'INHIBIDOR DE LA QUINASA DEPENDENT
D'AMP ciclic

Després d’haver observat que L'inhibidor de L'tacti-
vitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 2A era diferent
d’altres inhibidors de proteina fosfatases ja descrits en
La Literatura, ens varem plantejar ta possibilitat de que
aquest inhibidor es correspongués amb L’inhibidor ja des-
crit de La proteina quinasa debendent d’AMP ciclic de
miscul de conill. Per aquest motiu es realitzaren en primer
Lloc estudis d’inhibici6é sobre proteina fosfatases 1i,en
segon LlLoc sobre proteina quinasa dependent d’AMP ciclic.

3.15.1 Estudi comparatiu realitzat sobre proteina fosfa-
tasa 2R 1 HMG-CoR reductass

L'assalg per a dur a terme aquest estudi comparatiu
es realitzava incubant quantitats creixents de cada un dels
inhibidaors homogenis (inhibidor de Lla fosfatasa 2R, inhibi-
dor de la proteina quinasa dependent d’'AMP ciclic) amb una
quantitat fixa (3 U) de fosfatasa 2R de fetge de rata
durant 15 min a 37 °C. Es continuava Ll’'’assaig tal com s’'ha
descrit en L'’apartat 3.1.2.

Els resultats oabtinguts es representen en La Figu-
ra 27, on s'observa La necessitat de grans guantitats
d’inhibidor de Lla proteina quinasa dependent d’AMP ciclic
per a produir inhibicio sobre La fosfatasa 2A 1
substrat HMG-CoR reductasa.
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FIGURA 27. COMPRRACIO DE L'INHIBIDOR DE LA FOSFATASA 2A AMB
L’'INHIBIDOR DE LA PROTEINAR QUINRSA DEPENDENT
D'AMP CICLIC, SOBRE PROTEINR FOSFATASA 2R I
SUBSTRAT HMG-CoR REDUCTASA

Quantitats creixents de L’inhibidor de La pro-
teina indsfatasa 2R (@) o bé de L'inhibidor de la proteina
juinas . dependent d'AMP ciclic (O, s’incubaven amb pro-
teina fosfatasa 2R d’alt pes molecular de fetge de rats
durant 15 min 8 37 °C segons s'ha descrit en L'’apartat
3.1.2.
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3.15.2 Estudi comparatiu realitzat sobre La proteina
quinasa dependent d’'AMP ciclic

Si bé el resultat anterior feia preveure gue ambdéds
inhibidors eren completament diferents, creiem que era
necessari L'’execucitd d’aquesta prova per arribar a resul-
tats concloents.

En aquest cas L'assaig es realitzava 1incubant
quantitats creixents d’inhibidor en un volum de 15 pl amb
15 ul de La proteinma quinasa dependent d’'AMP ciclic que
contenia 0,4 U/mL dituia en una solucid composta de: B gli-
cerofosfat 25 mM a pH 7,5 1 10 pl d’AMP ciclic 0,1 mM, a
306 °C durant 15 min. R continuaci6, s’addicionava 10 ul
d’'histona 2R (20 mg/mL) 1 s’incubava Lla mescla a 30 °C
durant 10 min. La reaccié6 de fosforilaci6 de La histona
s’'iniciava a L’addiciqnar 10- yl d’una solucidé que contenia
B-glticerofosfat 25 mM a pH 7,5; DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, ace-
tat magneésic 12 mM i1 C[T-22PJATP 125 pM (10.000 cpm/pmal).
La mescla s'incubava durant 15 min a 30 °C. La reaccié
s’'aturava dipositant 25 plL de La mescla en un extrem d’una
tira de paper d'ITLC en La que seguidament s’addicionava en
el mateix Lloc 20 pl de TCR al 20% per tal de precipitar
Les proteines fosforilades amb ®2P. Tot sequit es procedia
com s’'ha descrit en L'apartat 2.7. per a determinar La
quantitat de ==pP Lligat a La proteina.

L'assaig es realitzava sempre per duplicat i es
duien controls en els que L'inhibidor, La proteina quinasa
dependent d'AMP ciclic o ambdés a La vegada no hi eren pre-

sents.

EL resultat obtingut es mostra en La Figura 28 an

s’'observa que s6n necessaries majors quantitats d’'inhibidor
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FIGURA 28. COMPARACIO DE L'’'INHIBIDOR DE LR FOSFRTASA 2R AMB
L'INHIBIDOR DE LA PROTEINR QUINRSA DEPENDENT
D'AMP CICLIC, SOBRE PROTEINR QUINASA DEPENDENT
D'AMP CICLIC I SUBSTRAT HISTONAR 2A.

Quantitats creixents de L’inhibidor de la pro-
teina fosfatasa 2R (@) o bé de L’inhibidor de L3 proteins
quinasa dependent d'AMP cictic (O, s’incubaven amb pro-
teina quinasa dependent d’'AMP ciclic en lLes condicions des-
crites en el text.
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de La fosfatasa 2R que d’inhibidor de La proteina quinasa
dependent d'AMP ciclic per aconseguir La mateixa inhibicié6.



DISCUSSTIO
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4.1 INHIBIDOR DE LR PROTEINAR FOSFATASA TIPUS 1

Des que Nordstrom i col. (221) relitzaren La prime-
ra purificaci6 parcial de proteina fosfatases a partir de
citosol de fetge de rata, hi han hagut pocs Laboratoris que
hagin emprat proteina fosfatases de fetge de rata per a lLa
realitzaci6 d'’experiments de desfosforilacio, es a dir, de
reactivaci6 de L’'HMG-CoR reductasa.

Ingebritsen en cooperacid amb Cohen estudiaren
L’activitat de diferents proteina fosfatases de fetge de
rata, no solament saobre L|’'HMG-CoR reductasa, sind també
sobre La reductasa quinasa com a substrats (163). Brown i
Rodwell (45) aillaren 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
80%. ELs Laboratoris de Gibson (154, 156) i Beg (138, 21)
també dugueren a terme diferents estudis sobre Les reducta-
sa fosfatases perd, en cap d’aquests grups, no es feren
estudis referents a L’'aillament i caracteritzaci6 d’inhibi-
dors especifics de Les activitats de proteina fosfatasa
tipus 1 o la proteina fosfatasa tipus 2R, quan el substrat
emprat era L'HMG-CoA reductasa.

EL fet de que es conegui La gran responsabilitat
que tenen lLes proteina fosfatases en els sistemes intercon-
vertibles, agixi com el fet de que s’hagi demostrat que La
preséncia d'inhibidors actuant sobre aquestes proteina
fosfatases jugui un paper important sobre aquests sistemes,
fa pensar que en el «cas de L’'HMG-CoR reductasa podria
succeir un tipus de controt similar.

Tal com ja s'ha indicat anteriorment els objectius

d’'aguesta Tesi eren confirmar 1 aprofundir, el maxim possi-
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bte, en el coneixement del control del procés d'activacié
per desfosforilacio covalent de LU'HMG-CoA reductasa, mit-
jangant L'estudi dels inhibidors de proteina fosfatases i
per wuna altra banda, caracteritzar aquestes proteines
inhibidores de Lles proteina fosfatases que catalitzen
L’activacio de L’'HMG-CoR reductasa. Per assolir aquests
objectius fou necessari disposar de preparacions enzimati-
ques homogénies, de tots els enzims implicats en aquest
sistema tals com ho so6n L’'’HMG-CoA reductasa , La gticogen
fosforilasa 1 Les proteina fosfatases emprades en medir
L'activitat inhibitaria.

Pel que fa a les proteiﬁes inhibidores, els resul-
tats exposats previament demostren L'existéncia de dos
inhibidors de proteina fosfatases emprant HMG-CoA reductasa
com a substrat. EUL primer d’elils, que mostrava activitat
inhibitoria sobre La proteina fosfatasa 1, hom creu que
se’l pot identificar amb L'inhibidor-2 purificat a partir
de mUscul esqueletic de conill.

4.1.1 Purificacif6 i caracteritzacié molecular

Des que L’activitat inhibitoria de proteina fosfa-
tases fou detectada per Brandt i cobl. (33) LUL'’'any 1874 en
fetge de «conill fins el moment de L'inici de La present
Memoria , no s'ha descrit cap metode de purificacid de
L'inhibidor-2 a partir de fetge de rata que donés LlLoc a
preparaciaons homogénies.

EL primer intent en aquest sentit fou dut a terme
per Khandelwal i Zinman (175). Aquest autors purificaren a
homogeneitat wuna proteina inhibidora de L’activitat fosfo-
rilasa fosfatasa a partir de fetge de conill. ElL pes mole-
cular de lLa proteina purificada era de 15 Kd, que era
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conseqiiencia d’'haber sotmés Les preparacions a un tracta-
ment alcali el qual afavoria el pas de Les formes de més
alt pes molecular a una Unica forma de baix pes molecular.
A aquesta proteina inhibidora La denominaren inhibidor-2.

Goris i col. (121) obtingueren dos formes d’inhibi-
dor-2, denominades o 1 @, 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 Lla realitzacig d’aguesta Memoria, Chis~-
hotm i Cohen (58), emprant un metode de purificacit similar
a L'emprat per a purificar UL’inhibidor~-2 de mGscul de
canill, han demostrat que el pes molecular de L'inhibidor-2
present en fetge de conill és simitar al de L'inhibidor-2
de muscul esquelétic de conill. Aquest resultat L’cbtingue-
ren després de sotmetre una mostra en gels d’acritalmida-
SDS i dividint el gel en fraccions , que un cop extretes,
eren assajades per determinar-ne L'activitat inhibitoria.
Aquest procés fou completament necessari ja que Les prepa-

racions obtingudes per aquests autors no eren homogénies.

EL procés de purificacit de L’inhibidor-2 de fetge
de rata presentat en aquesta Memoria combina basicament el
procés emprat per Khandelwal 1 Zinman (175) que suposa Lla
utititzaci6 d'una cromatografia en DERE-cel-Lulosa a pH al-
cali (pH 8,5) 1 el procés emprat per Chisholm 1 Cohen (58)
que inclou wuna cromatografia en DERE-cel-lulosa a pH 5 1
una cromatografia de gel filtraci6. Tot 1 aix6, en el
nostre cas s'introdui una nova etapa de purificacit6, que
implicava ta utilitzacié d'una cromatografia d’afinitat en
columna de Blue Sepharosa CL-6B.

Les dos primeres cromatografies de bescanvi ionic
en cotumna de DERE-cel-tLulosa a pH 8,5 1 5,0 mostraren una
sota fraccio amb activitat inhibitoria enfront La fosfatasa
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tipus 1 per ambd6s subtrats assajats, HMG-CoR reductasa i
glicogen fosforilasa.

Cal remarcar que en La cromatografia de gel filtra-
cid, en columna de Bio-Gel A 0.5m, s'obtingueren dos pre-
paracions amb activitat inhibitéria enfront La proteina
fosfatasa tipus 1; una, eluia junt amb les proteines ex-
cluides de La columna. Aquesta fracci6é no era La que pre-
sentava major activitat i probablement era deguda a una
proteolisi Limitada de La proteina fosfatasa d'alt pes
moLtecuar depenent d’ATP-Mg o bé a agregacions de L’inhibi-
dor-2. La segona fracci6, La més activa, presentava un pes
molecutar aparent de 45.000 daltons, mentre que L’inhibi-
dor-2 parcialment purificat per Chisholm i Cochen presentava
un pes molecular aparent de 60.000 daltons. EL fet de que
es presentin més d’una fraccid amb activitat inhibitoeria i
pesos moleculars aparents diferents, ha estat demostrat per
diferents autors (144, 235). D’attra banda , si La cromato-
grafia de gel filtraci6é es realitzava a3 un pH alcatt
(pH 39>, tal com proposaven Khandelwal i Zinman , per a
convertir totes Les formes actives d’'alt pes molecular en
una Unica forma de pes molecular inferior, el resultat
obtingut en el nostre <cas fou totalment nul, aconsseguint
sempre el mateix perfil d’elucié6.

Pel que fa a La segient cromatografia en columna de
Blue Sepharosa CL-6B, L’'inhibidor-2 de fetge de rata eluia
a una concentracidé salina de 0,8 ™M NaCl, resultat que
estava d’acord amb L'obtingut per Yang 1 col. (2738) en La
purificacié de L'inhibidor-2 de miscul esqueletic de co-
nitl. Quan L’elucid de L'inhibidor-2 de fetge de rata es va
realitzar pel meétode recentment descrit per Gruppuso i cal.
(129) utilitzant una concentraci6é salina d’'elucié de 0,1 M
NaCl, no es produi cap elucit de Ll’activitat inhibitoria
enfront La proteina fosfatasa 1, romanent aquesta en La
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columna. EL diferent comportament cromatografic de L’inhi-
bidor-2 de L’un a L'altre teixit respecte a Les dos Gltimes
cromatografies probatement sigui degut a petites diferen-
cies entre ambdues proteines consegiiéencia de La seva perta-

nyenga a teixits diferents.

Les condicions de purificacidé han estat cuidadosa-
ment estudiades amb L’objecte de millorar els rendiments
obtinguts i de tenir La certesa de que durant L’aillament
de La proteina inhibidora, no es produissin fenomens de
proteolisi o d'altres tipus. Aixi, per a L’homogeneitzacid
d’aquest inhibidor 1 fins La finalitzaci6¢ dels procés de
calentament s’empraren solucions contenint sacargsa 500 mM,
EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, benzamidina 1 mM, TLCK 0,5 mM, PMSF
17 mM, leupeptina 1 pg/mL 1 DTT 0,5 mM, en una proporciéd de
3 mL de dissolucié per gram de fetge. A8 més a més, €5
tingué La precaucuid addicional d’'incorporar el DTT 1 et
PMSF a totes Les solucions amortidores, de forma extempora-
nia, per a garantir L’efecte desitjat. Les vesicules Liso-
somals s’eliminaren per centrifugacid a8 15.000.g durant
20 minuts, amb La finalitat d’evitar tota La possible accié
de Les proteases dels Lisosomes, 1 els cations divalents
foren neutralitzats per addicidé d’EDTA 1 EGTA.

L’etapa segient en la purificacid, L'’escalfament a
95 °C, era inprescindible realitzar-La a una temperatura
constant de 895 °C, ja que un descens en La temperatura
podia conduir a L’'’obtenci6 de baixos rendiments, probable-
ment deguts a L’acci6 proteolitica de certes proteases que
actuarien a temperatures etevades, inferirors a 85 °C o beé
al fet de que L'’inhibidor no es separés completament de la
fosfatasa amb lLa que formava el comptex de 70 Kd. Un altre
factor a tenir en compte, era el pH a que es realitzava
aquest procés. Cohen 1 col.(99) demostraren, per a L'inhi-
bidor-2 de mUscul esqueletic de conill, que L'escalfament
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realitzat a pHs acids 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 o0 superiors a
7,5 implicaven una peéerdua quasi total de L'activitat inhi-
bitoria.

EL motiu pel qual els rendiments obtinguts en La
purificacio de L’inhibidor-2 de fetge de rata s6n inferiors
als obtinguts per diferents autors quan L'inhibidor-2
purificat prové de mdscul esqueletic de conill (2793,
problablement sigui causat per dos fets; un seria La gran
quantitat de proteines contaminants acompanyants que es
troben en el fetge respecte el teixit muscular i que impli-
quen la utititzaci6é d’'una major quantitat de cromatografies
per poder gbtenir L’inhibidor en estat homogeni. EL segon
fet és el ja demostrat recentment per Gruppussoc i col.
(129) aixi com pel grup de De Paoli-Roach (235), mitjangant
anticossos especifics enfront U’inhibidor-2 de miscul
esqueletic de conitl 1 a través de teécniques d’'inmunoblot,
demostrant que La quantitat d’inhibidor-2 existent en
teixit hepatic és inferior L‘observat en teixit muscular.

D’altra banda, els resultats exposats anteriorment
demostren que L’inhibidor-2 aillat de fetge de rata pre-
senta un pes molecular de 31 Kd quan s’analitza per elec-
troforesi en gets d'acrilamida-SDS 1 que La proteina gue
mostra agquest pes molecular, un cop extreta del gel pre-
senta activitat inhibitoria sobre La proteina fosfatasa 1
tant si el substrat emprat és L’HMG-CoR reductasa com si es
tracta de La glicogen fosforilasa. Resultats, que estan
d'acord amb els obtinguts per a L’inhibidor-2 de mdscul
esqueletic de canill.
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S'han demostrat també algunes caracteristiques de
L’inhibidor-2, La gran sensibilitat d’aquest inhibidor a
esser proteolitzat per accid de lLa tripsina, perdent facil-
ment L'activitat 1inhibitodria; La resisteéncia a tractaments
acids 1 L'estabilitat al calor, propietats que s’han apro-
fitat per a La purificacio; i, finalment La sensibilitat de
L’inhibidor a tractaments drastics amb etanol al 60%, cau-
sant La perdua total de L(’activitat inhibitoria.

4.1.2 Propietats cinetiques de L'inhibidor de La
fosfatasa 1

Pel que fa referencia al comportament cinetic de
L’inhibidor-2 de fetge de rata, els resultats anteriorment
exposats demostren un comportament similar al obtingut amb
t’inhibidor-2 de miscul esqueletic de conill. A8 L'’incubar
quantitats creixents d’ambdés inhibidors enfront una quan-
titat fixa de La subunitat catalitica de La proteina fosfa-
tasa tipus 1, els dos inhibidors inhibeixen L’activitat
reductasa fosfatasa 1 fosforitasa fosfatasa a nivells
nanomolars. Per contra, si La proteina fosfatasa emprada
era La subunitat catalitica de La proteina fosfatasa 2R de
muscul esqueltétic de conill, solament s’obtenia inhibicié a
concentracions micromolars dels dos 1inhibidors 1 amb els
dos substrats (HMG-CoAR reductasa 1 glicogen fosforilasa).
Tots aquests resutats estan d’'acord amb els descrits per
Foulkes i col (103) i per Brautigan 1 col. (38).

EL motiu pel qual s’hagin emprat en tot moment Les
subunitats catalitiques de Les fosfatases tipus 1 1 2R de
muscul de conill aixi com La wutilitzaciod det substrat
glicogen fosforilasa i del propi inhibidor-2 de mUscut de
conill, és degut fonamentalment a L’'intent de copsar al

maxim Les possibles diferéncies o similtituds que L’inhibi-
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dor-2 de fetge de rata presentava respecte a L'inhibidor-2,
ja tant estudiat , de mUscul esqueletic de conitl.

EL fet de que L’inhibidor-2 de fetge de rata actul
inhibint La proteina fosfatasa 1 emprant com a substrat no
solament glicogen fosforilasa, sin6é també HMG-CoR 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 fosforilaci6é i desfosforitaci6 de L’'HMG-CoAR reduc-
tasa.

4.1.3 Formacié del complex de 70 Kd de La proteina
fosfatasa dependent d’'ATP-Mg

Des que el grup de Merlevede 1 el grup de Cohen
arribaren a La conclusi6 de que La proteina fosfatasa
dependent d'ATP-Mg descrita per Merlevede (122, 210, 268)
tenia una especificitat de substrat i propietats simitars a
La proteina fosfatasa 1 descrita per Cohen (138, 234, 2632,
suggerint que aquests dos enzims compartien La mateixa sub-
unitat «catatitica, gran quantitat d’estudis s’'han desen-
volupat sobre aquest tema.

Tot sequit, es reportad que L'inhibidor-2 estava
implicat en La interconversié de La forma activa a La forma
inactiva de la proteina fosfatasa dependent d'ATP-Mg i, a
continuaci6, es demostrd gque La incubaci6é de L'’inhibidor-2
amb La subunitat catalitica de La fosfatasa tipus 1 donava
Lloc a wuna proteina fosfatasa de caracteristiques similars
a Lta forma nadiva de La fosfatasa dependent d'ATP-Mg des-
crita per Merlevede i Ritey (211). Aquesta forma de pro-
teinag fosfatasa "reconstituida" no presentava activitat i

estava formada per un complex constituit per L’inhibidor-2
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(31 Kd) 1 La subunitat catatlitica de ta fosfatasa tipus 1
(38 Kd) en una proporcio 1:1. EL complex format era reacti-
vat per acci6 de La GSK-3 a través de la fosforilacio6 de
L’inhibidor-2. EL conjunt d’evidéncies obtingudes suggeria
que La fosforiltacit de UL'’inhibidor-2 per aquesta proteina
guinasa causava un canvi conformacionatl en La subunitat
catalitica , transformant-La a La seva conformacid activa.
ARix6 unit a La hipdtesi de que L'inhibidor-2 també és
necessari per que es doni el pas de La conformacié activa a
La inactiva de La fosfatasa fa que quedi totalment demos-
trada La seva funcit moduladora de L’activitat fosfatasica.

En el cas de L'inhibidor-2 de fetge de rata, s'’'ha
demostrat també, pels resultats obtinguts, que és capag de
formar aquest tipus de complex inactiu al ser 1incubat amb
La subunitat catalitica de La proteina fosfatasa tipus 1 i
a més 38 més que el complex format es reactiva instantania-
ment si se L’incuba amb La GS5K-3 1 en presencia d’'ATP-Mg.
Demostrant aixi gque L'inhibidor-2 de fetge de rata presenta
també La propietat d’esser modutador de L’activitat fosfa-
tasica. Aquest fet unit a La demostracido de que L’inhibi-
dor-2 de fetge de rata és fosforilable, es a dir incorpora
[(®2p3, en condicions similars a Les descrites per L’inhibi-
dor-2 de miscul esquetetic de conill quan s’incuba en
presencia de GSK-3, confirma Lla hipotesi de que La reac-
tivacio de L'activitat fosfatasica del complex de 70 Kd es
produeix també en aquest cas a través de La fosforilacio6 de
L'inhibidor.

D’altra banda s'ha demostrat, aquest mateix any,
que La fosforilaci6 de L’'inhibidor-2 de mUscul esqueletic
de conill per altres proteina gquinases, com poden ser, la
caseina quinasa I o La caseina quinasa II, en diversos
residus de serina podrien provocar un efecte potenciador o
no de L'activacio de La fosfatasa dependent d’'ARTP-Mg
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(complex de 70 Kd) per accif de La GSK-3. EL fet de que
aquests estudis realitzats "in vitro" estiguin parcialment
confirmats per estudis molt recents realitzats "in vivo" en
els que s’'acbserva que L'acci6 de certes hormones, com La
insulina, proveca un augment en La fosforilacis de L’inhi-
bidor-2 causada per un efecte sinérgic per La caseina
quinasa II sobre La GSK-3, fa pensar en un possible meca-
nisme de control hormonal d’activacido de La fosfatasa
dependent d'RTP-Mg a través de La fosforilacié de L’inhibi-
dor-2 per aquesta proteina quinasa.

També s'ha demostrat que L’inhibidor-2 de fetge de
rata a L'igual que succeeix amb L’'’inhibidor-2 de mlUscul
esqueleétic de coniti, és fosforilable per accid de La
quinasa dependent d’'AMP ciclic ja que a L’incubar-Lo en
preséncia de [T-®2PIATP 1 Mg®" incorpora =2p_. Malgrat tot,
La incorporacié de ®2pP a La proteina no implica un augment
de L'’activitat inhibitodoria, 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 miscul esquele-
tic de conill (€138, 268-271), pero Les implicacions que
comporta que aquest inhibidor sigul fosforilable per La
quinasa dependent d'AMP ciclic com a conseqgieéncia d’una

acci6 hormonal estan per estudiar.

Tenint en compte Les poques diferéncies existents
entre L’inhibidor-2 aillat a partir de fetge de rata i
L’inhibidor-2 aillat a partir de muscul esquelétic de
conitt, tant en el comportament cromatografic, cinetic,
electroforetic com en el de La regulacid de L'activitat de
La proteina fosfatasa 1 1 el seu comportament enfront a
anticossos especifics obtinguts enfront L’inhibidor-2 de
miscul esqueletic de conitl que inmunoprecipiten L’inhibi-
dor-2 present en altres teixits tal com ho demostraren

Raoach 1 col. (235) i Grupusso 1 caol. (129); totes aguestes
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evidencies suggereixen que ambdues proteines son similars 1
solament analisis a nivell molecular poden establir si sén

o no productes de diferents gens.

Tots aquests mecanismes poden traslladar-se a La
regulacidé general del colesterot. Aixi doncs, podria imagi-
nar-se un efecte de ‘"cascada" en Lla reductasa fosfatasa,
induit per la insulina, que resultaria en L’activaci6 de La
fosfatasa al ser fosforilat L’inhibideor-2. Per una altra
part, el glucag6 actuaria probablement activant (‘'inhibi~
dor~1 mitjangant L’'acci6 de Lla proteina quinasa dependent
d’'AMP ciclic.

En aquest sistema biciclic de controt de L'enzim
HMG-CoA reductasa, tant Ll'activacio de L'enzim .com La
inactivacié dependrien de La fosforitacid dels seus inhibi-
dors, inhibidor-1 1 1inhibidor-2. D’aquesta forma, tant La
insulina com el glucagd conduirien a «canvis en L'activitat
de L’'HMG-CoA reductasa, a través de canvis produits en
L'activitat reductasa fosfatasa controlats pels seus inhi-
bidors -1 i -2.
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4.2 INHIBIDOR DE LA PROTEINR FOSFATASAR 2R

4.2.1 Purificacid i caracteritzacié molecular

En 1974 Brandt i col. (33) foren els primers en
observar La presencia d’una activitat inhibitoria durant La
purificaci6 de fosforilasa fosfatases a partir de citosol
de fetge de conitt. Posteriaorment Huang 1 Glinsman (147)
reportaren La presencia de dos 1inhibidors termoestables,
inhibidor-1 1 inhibidor~2, de L'’activitat fosforilasa
fosfatasa a partir de miscul esqueletic de conill. Malgrat
ta gran quantitat d'estudis realitzats sobre aquests dos
inhibidors, especialment en teixit muscular, 1 La seva
detecci6 en altres teixits, solament s’ha observat La
presencia d’inhibidaors termoestables enfront L(es multiples
formes de proteina fosfatasa tipus 1, aixi com s4n L’inhi~-
bidor-1 i -2, el DARPP-32 1 el substrat G; en cap moment
s'ha descrit L'existencia d’una proteina inhibidora, esta-
ble at calor, capa¢ d’inhibir a La proteina fosfatasa 2A.

ElLs primers indicis de L'existeéncia d’una activitat
inhibitdéria de proteina fosfatasa diferent de Les ja des-
crites anteriorment, s’obtingué at wvalorar L’activitat
inhibitoria de Les diverses fraccions subcel-lLulars enfront
Les proteina fosfatases tipus 1 1 2R obtingudes en el
nostre lLaboratori, aillades de fetge de rata i, emprant com
a substrat L’'HMG-CoR reductasa.

Donat que L’cobjectiu d’aquesta Memoria era aprofun-
dir en el coneixement del control de L'’activitat reductass
fosfatasa a traves de Les proteines inhibidores, es feia
necessari disposar de preparacions purificades d'aquesta
proteina causant de L'activitat inhibitoria sobre lLa fosfa-
tasa 2A.
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Ets resultats exposats previament demostren que
L'activitat inhibitoria enfront La fosfatasa 2R quan el
substrat emprat era L’HMG-CoR reductasa estava lLocalitzada
en el citosol mentre que La .fracci6 microsomal 1 el sedi-
ment de glicogen no presentaven cap tipus d’inhibicié.
Aquest tipus de distribucid subcel-Lular era comt a La de
L’inhibidor-2 obtingut en La present Memoria 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 filtracié per eliminar
inhibidors no proteics de Les proteina fosfatases i, un
escalfament a 95 °C per eliminar L’activitat fosfatasica;'
era degut fonamentalment a4 que si aquestes fraccions
s’assajaven directament no s’observava cap tipus d'activi-
tat inhibitoria 1 solament es podia afirmar que L’activitat
inhibitoria era deguda a8 una proteina després d'eliminar
L’'activitat fosfatasica i tots els inhibidors no proteics
de proteina fosfatases presents en aquestes subfraccions.
Cal remarcar que La cromatografia de gel filtraci6 per
eliminar els 1inhibidors no proteics no suposava cap perdua
de la quantitat de proteina.

Un cop localitzada l'’activitat inhibitoria, La se-
gliient etapa de purificacié que implicava un escalfament a
85 °C, catia realitzar~-Lo mantenint La temperatura constant
en tot moment, ja que si aquest procés es duia a terme a
temperatures inferiors a 80 °C el rendiment obtingut podia

ser inferior at 50%.

AL sotmetre Lta fraccio escalfada i concentrada per
precipitacio amb TCR al 100% a8 wuna cromatografia en DERE-
cel-lulosa a pH 8,5; s’'obtingue una sola fracci6 d’activi-
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tat inhibitoria sobre La proteina fosfatasa 2R quan el
substrat emprat era L’HMG-CoR reductasa. EL fet de que
aquesta activitat fos practicament coincident amb L’activi-
tat inhibitoria sobre La proteina fosfatasa 1 utilitzant el
mateix substrat suggeria que podia tractar-se de La mateixa
proteina que presentava una activitat especial a L'emprar
com a substrat L’'HMG-CoR reductasa.

R continuacidé es provaren diversos tipus de croma-
tografies que donaren un resultat negatiu. EL primer tipus
que es prova fou una cromatografia de bescanvi ionic en
columna de Fosfocel.lulosa; el resultat obtingut fou una
eluclé completa de L’activitat 1inhibitoria durant La fase
d'elucié i rentat de La columa junt amb totes Les proteines
contaminants, La qual cosa implicava una perdua d’activitat
inhibitoria inherent al propi Us de La columna i a La
vegada no augmentava el grau de puresa de L’inhibidor.

En La seguent cromatografia en columna d’Bminohe-
xil-Sepharosa 4B el resuttat obtingut era, aparentment,
interessant perd, el rendiment de La cromatografia, no
superava en cap cas el 15%. Si bé aquest tipus de cromato-
grafia s'intenta aplicar-Lo en una fase més avangada de
puresa de L'’inhibidor, concretament després d’una cromato-
grafia de gel filtraci6, el resultat aobtingut no fou gens
acceptable, ja que els rendiments aobtinguts eren inferirors
al 2% i L’activitat inhibitéria recuperada era practicament
nul.la. La causa d’aquesta perdua masssiva d’activitat
inhibitoria no és caonequda , perd cal suposar que seria
deguda a algun tipus d’interaccio entre La resina i L’inhi-
bidor que implicaria una perdua d’activitat inhibitodria.

EL resultat obtingut de L’aplicaci6 de La mostra a
una cromatografia en columna d’afinitat en columna d'RARffi-
Gel Blue, fou també negatiu. En aquest «cas, L'activitat
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inhibitaria enfront La fosfatasa 2R i substrat HMG-CoR
reductasa elula, junt amb totes Les proteines contaminants,

durant La fase d’exclusid i rentat de La columns.

un attre tipus de <cromatografia que es va provar
fou La de gel filtracié en columna de Sephadex 6-100.
Rquest tipus de cromatografia dona Lioc a un ample pic
d’'activitat 1inhibitoria. Encara que aquest comportament
anomal podia suggerir un mal funcionament de Lla columna,
ben aviat s'observa que aquest tipus de comportament sola-
ment es produla en el cas de L'inhibidor de La fosfata-
sa 2R, ja que en el cas d'utilitzar proteines marcadores,
L'eluci6 d’agquestes era totalment correcta. Per una altra
banda, aquest tipus de comportament cromatografic suggeria
L'’existencia de maltiples formes moleculars degudes fona-
mentalment a possibles agregacions de L'inhibidor i, que
aniren eluint al Llarg det desenvolupament de La cromato-
grafia. Finalment, es va intentar diverses formes d’aplica-
ci6 de La mostra, wvariant-ne La concentraci6 i mantenint
sempre en La solucid amortidora una concentracid de 100 mM
NaCl que impedia La formaci6 de possibles interaccions
entre La resina i L’inhibidor. En tots els intents els
resultats obtinguts foren similars i1 per tant no es cregué
convenient La wutilitzacié d’'aquest tipus de cromatografia

per a noves purificacions.

Un altre tipus de cromatografia que es prova fou Lla
cromatagrafia en columna d’'Hidroxiapatita. EL resultat
obtingut en un primer moment, feu pensar en una possible
aplicacié en un estat avangat de purificaci6 de L’inhibi-
dor. Malgrat tot, La seva utilitzaci6 en una etapa final
donava Lloc a un resultat similar al d’una fase inicial on
sempre s’'abtenia una preparacié de L’inhibidor que contenia

dos proteines contaminants.
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La seglent cromatografia que es dugué a terme i ja
s'utititza d’una forma sistematica per a L’obtneci6 de
L’inhibidor fou wuna segona cromatografia efectuada en
columna de DERE-cel-Lulosa, desenvaolupada en aquest cas a
pH 5. Aquesta cromatografia donava Lloc a una fraccié que
contenia La major part d’activitat inhibiteria. A L'’igual
que La cromatografia anteriocr, La fracci6® presentava amb-
dues activitats inhibitériés enéotapades enfront a La
fosfatasa tipus 2A i enfront a La fosfatasa tipus 1.

EL resultat obtingut en La cromatografia efectuada
en Bio Gel R 0.5m (Fig. 21) demostrava que ambdues activi-
tats inhibitories, corresponien almenys a dos proteines. Si
bé s'observava una primera fracci6 que eluia amb Les pro-
teines de gran pes molecular i gque presentava ambdues
activitats inhibitdries 1 que probablement era deguda a
algun tipus d’agregacid, L'activitat inhibitoria de La
fosfatasa 2R eluia fonamentalment a un pes molecular apa-
rent de 30 Kd, mentre gque L’activitat inhibitoria de lLa
fosfatasa 1 eluia a un pes molecular aparent de 45 Kd,
podent ésser La proteolisi La causa de L’expressid d’una
nova activitat inhibitoria enfront La proteina fosfa-
tasa 2R.

EL fet de que per una banda, s’hagli cuidat extrema-
dament tes condicions de Les fases d’homogeneitzaci¢ i
tractament per calor de Les mostres, tal com s’ha descrit
anteriorment, mitjangant La wutilitzacié d’inhibidors de
proteases, tals com el PMSF, TLCK, benzamidina, lLeupeptina
i mantenint wuna temperatura constant de 85 °C i, per una
altra banda, L'’existeéncia en La Literatura de diferents
aportacions en les que es demostra que fraccions proteolit-
zades de L'inhibidor-2 d'analeg pes molecular al de L'inhi-
bidor de La. fosfatasa 2R, mostren wuna menor activitat
inhibitoria enfront a La fosfatasa tipus 1 (58, 144) perd
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no mostren activitat enfront La fosfatasa tipus 2R; descar-
ta qualsevol possibilitat de que aquesta proteina pugui ser
un fragment proteolitic de L'inhibidor-2.

La seguent etapa de purificacie mitjangant'una
cromatografia d’'afinitat a través d’uma columna de Blue
Sepharosa CL 6B dona Lioc a una preparacist homogeéenia de
L’inhibidor de la fosfatasa 2R, eluint L'’activitat inhibi-
toria a wuna concentraci6 salina de 0,1 M NaCL. Aquest
comportament cromatografic, difereix completament del
comportament cromatografic mostrat per L’inhibidor-2 que
elueix a una concentracié salina de 0,6 M NaCL.

Aquesta ¢es, per tant, La primera vegada que es
reporta L'existencia d'un inhibidor de La proteina fosfa-
tasa 2R quan el substrat emprat es L’HMG-CoR reductasa, ja
que fins el present, solament s’han reportat inhibidors que
actuen sobre La proteina fosfatasa de tipus 1 (33, 103).

Tal com mostren els resultats anteriorment exposats
en Les figures 20, 22 1 23; aquesta activitat correspon a
una sola proteina d’un pes molecular de 20 Kd obtingut per
electroforesi en gels d'’acrilamida-SDS, a La vegada que, i
mitjangant La determinacié d'activitat inhibitoria en gels
d’'agarosa, s’'ha demostrat, que L'activitat inhibitoria co-
rrespon Unica i exclusivament a8 aquesta proteina.

Aquesta proteina presenta, al igual que els altres
inhibidors de proteina fasfatases wuna gran sensibilitat a
La tripsina i a tractaments drastics com L'etanol al 60%,
perdent rapidament (a3 seva activitat. A més a més presenta
una gran estabititat al cator i a tractaments acids, pro-

pietats que s'aprofiten per a La seva purificacié6.
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4.2.2 Comportament cinetic

EL comportament cinétic d’aquest 1inhibidor és
totalment diferent del comportament fins ara descrit dels
inhibidors de LlLa proteina fosfatasa 1. Tal com s’'ha demos-
trat en els resultats obtinguts aguest 1inhibidaor, actua
inhibint L'activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 2R
a concentracions nanpomolars i1 no presenta inhibici6 enfront
L'’activitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa 1. A més a
més, aquesta inhibici6 solament es fa palesa quan el subs-
trat emprat es L'HMG-CoA reductasa, en et cas d’emprar
glicogen fosforilasa no s'observa practicament cap tipus
d’inhibici¢ , tant si es tracta de La proteina fosfatasa de
tipus 1 o de tipus 2R. Aquest fet, ens fa pensar en algun
tipus de requtaci6 de L'activitat reductasa fosfatasa
enfront La fosfatasa 2R, fins ara desconegut, que implica-
ria un manteniment de L’'HMG-CoA reductasa en el seu estat
inactiu o fosforilat.

Et fet de que La subunitat cataltitica de La fosfa-
tasa 2A obtinguda a partir de miscul esqueletic de conill
aparentment no sembli estar tant afectada per aquest inhi-
bidor, és dequt a La retativa insensibilitat observada per
part d’aquesta fosfatasa enfront L’'HMG-CoRA reductasa en La
seva accie desfoesforitant 1 per tant majors guantitats
d’inhibidor sén necessaries per a aconseguir el matelx grau
d’inhibici6é que quan s'emprava La fosfatasa procedent de
fetge de rata. De fet s’'ha observat que Lta relaci6 inhibi-
dor/proteina fosfatasa 2R és similar per ambdues proteina
fosfatases independenment del teixit de procedencia. Rques-
ta és La causa per La qual s'empra lLa proteina fosfatasa 2R
procedent de fetge de rata per seguir L'activitat inhibito-

ria durant totes lLes etapes del procés de purificacig.
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D’altra banda, Les praopietats inhibitories de L’in-
hibidor de La fosfatasa 2R s6n simitars a Les de L’inhibi-
dor de Lla fosfatasa BCKDH ("branched-chain o keto acid
deshidrogenasal) aillat de mitocondria de ronyd de bovi
(71). Aquest 1inhibider no inhibeix La proteina fosfatasa
tipus 1 ni La proteina fosfatasa 2R de muscul esqueléetic de
conill quan el substrat emprat és La glicogen fosforilasa.
A més a més, L'inhibidor-2 de miscul esqueletic de conill,
no inhibeix L’activitat BCKDH fosfatasa, i1 tampoc L'activi-
tat piruvat deshidrogenasa fosfatasa. Aparentment L’inhibi-
dor de La BCKDH fosfatasa inhibeix a aquesta fosfatasa, que
sembla eésser de tipus 2, solament quan el substrat emprat
és La BCKDH, aquest efecte seria similar a L'’efecte produit
per L’inhibidor de La proteina fosfatasa 2R.

4.2.3 Comparaci6é amb altres inhibidors

EL fet de que UL’inhibidor de Lla proteina fosfata-
sa 2R presentés un pes motecultar 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 mGscul
esqueleétic de «conill (218, 220). Quan aquest inhibidor
s’intentd fosforitar per accié de La proteina quinasa
dependent d’'AMP ciclic per tal d'obtenir un augment d’acti-
vitat inhibitoria, caracteristica essencial en L’inhibi-
dor-1, el resultat obtingut demostra cltarament que no es
tractava d’aquest inhibidor o almenys L’activitat inhibito-
ria enfront La fosfatasa 1 1 substrat fosforilasa no es
feia palesa i en el cas d’utilitzar el sistema fosfatasa 2R
i HMG-CoR reductasa no es produia cap augment de L'activi-
tat inhibitaria.

Per una alttra banda, aquest inhibidor no és fosfo-

rilable per La quinasa dependent d’AMP ciclic, la gual cosa
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afavoreix Lta hipotesi de gque es tracta d’un nou tipus
d’'inhibidar fins ara descanegut.

Una altra opcid seria aquella de considerar que es
tractava de DARPP-32 o0 del substrat G, possibilitats que no
semblen factibles ja que ambdues proteines san fosforilades
per acci6 de La GS5K-3. A més a més, el fet de que aquestes
proteines inhibidores estiguin Llocalitzades en el teixit
cerebral 1 no s’hagi descrit La seva tLocalitzacit en altres
teixits dificutlta La creenga de que es tracti de proteines
simitars.

Pel que fa referéncia a La possibititat de que
L’inhibidor de lLa fosfatasa 2R fos un fragment proteolitic
de L’inhibidor-2 ja s’han exposat anteriorment dos motius
pels gquals aquesta suposicié no és posible. A més a més
s'ha de tenir en compte que aquest inhibidor no és fosfori-
Lable per accié de Lla GSK-3 1 RATP-Mg, a diferencia de
L'inhibidor-2 tant de mdscul de conill (6, 72, 288, 2713
com de fetge de rata tal com s’'ha demostrat en La present
Memoria, ja que donada Layposicié del centre de treonina
fosforilable per aquesta proteina quinasa, no sembla proba-
bte que L'eliminaci6é d’aquest centre fos La causa de La
perdua de La capacitat de fosforitacié per altres proteina
quinases com pot ser La proteina quinasa dependent d’'AMP
ciclic. Si estudis posteriors demostressin que una proteo-
Lisi Limitada de L'’'inhibidor-2 conduis a L’inhibidor de La
fosfatasa 2A, resultaria, aix{ i tet, de gran wvalor repor-
tar que aquesta proteotisi implica un canvi d'especificitat
d’actuacié de L’'inhibidor (proteina fosfatasa 2 vers pro-
teina fosfatasa 1) i a un canvi d’'especificitat de La
fosfatasa sobre el substrat (HMG-CoR reductasa wvers glico-

gen fosforilasa)l.



S. CONCLUSTONS
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1.- S’ha purificat a homogeneitat 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'inhibidar de La fosfatasa
tipus 1, és de 45 Kd quan es determina per filtraci6 mo-
tecular en get 1, de 31 Kd guan es determina per electrofo-
resi en gel d’'acrilamida-5DS.

3.- En Ll’estudi de Ll’activitat activitoria de L'inhibidor
de La fosfatasa 1 en gels d’'agarosa-SDS, s’arriba a lLa
conclusi® que aquesta activitat correspon totatment a una
sola proteina d'un pes molecular de 31 Kd.

4.- S'ha estudiat La distribucié subcel-tular de L’activi-
tat inhibitaria saobre La proteina fosfatasa tipus 1 i
substrat HMG-CoR reductasa, arribant a La conclusit que més
d’un 80% de L’'activitat total ests lLocalitzada en el cito-
sol 1, no estd associada ni a microsomes ni al sediment de

glicogen.

S.- L'inhibidor de La fosfatasa 1 presenta una gran resis-
tencia al cator 1 a tractaments acids, 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 Lla proteina faosfatasa 1 a cancentracions nancmalars,
mentre que inhibeix a La proteina fosfatasa 2 a concentra-
cions micromaotars, tant si el substrat emprat és L'HMG-CoRf
reductasa com si es tracta de La glicogen fosforilasa.
Aquest comportament cineétic és similar al de L'inhibidor-2

de mUscul esqueletic de conill.
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7.- L'inhibidor de La fosfatasa 1 é&s capa¢ de formar com-
plexes 1nactius en preséncia de lLa subunitat catalitica de
La fosfatasa tipus 1 1, aquests complexes, s6n reactivables
quan se’ls incuba en preseéncia de GSK-3 1 ATP-Mg.

8.- L’inhibidor de La faosfatasa 1 és fosfarilable per accig
de La proteina quinasa dependent d'AMP c¢ciclic i [T-®2P]IQTP
i Mg®". També és fosforilable per acci¢ de La GSK-3 i
CT-2=PIATP 1 Mg=*.

8.- La fosforilacid produida per La proteina quinasa depen-
dent d’AMP ciclic no augmenta L'activitat inhibitoeria de
L’inhibidor de La fosfatasa 1 1 per tant, no es tracta de
L’inhibidor-1.

10.- L’analisi del conjunt de resultats indica L'existéhcia
d’una gran similitud en el comportament cromatografic,
electroforeétic, cinetic, etc. entre L’inhibidor de La
fosfatasa 17 1 L’inhibidor-2 i, ens permet afirmar que
ambdos inhibidors s6n simitlars.

11.- S'ha purificat a homogeneitat un inhibidor de L'ac-
tivitat reductasa fosfatasa de La fosfatasa tipus 2R, a
partir de citosol de fetge de rata.

12.- EL pes moLecuLaf aparent de L’inhibidor de tLa fosfa-
tasa tipus 2R, és de 30 Kd quan es determina per filtracio
moltecular en gel i, de 20 Kd quan es determina per electro-
foresi en gel d’acrilamida-SDS.

13.- En L'’estudi de L'activitat inhibitoria de L’inhibidor
de Lla fosfatasa 2R en gels d’'agarosa-SDS, s'arriba a Lla
conclusi6 que aquesta activitat correspon a wuna sola pro-

teina d'un pes molecular de 20 Kd.
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14.- S'ha estudiat La distribucid subcel-lular de L'activi-
tat inhibitoria sobre La proteina fosfatasa tipus 2A 1
substrat HMMG-CoR reductasa, arribant a La conclusid que mes
d’un 80% de L’activitat total esta Llocalitzada en el cito-
sot 1, no esta associada ni a microsomes ni al sediment de
gticogen.

15.- L'inhibidor de La fosfatasa 2R presenta una gran
resisténcia al calor 1 a3 tractaments acids, a La vegada que
mostra una gran sensibilitat a La tripsina i a L'etanol.

16.- L'inhibidor de La fosfatasa 2R de fetge de rata inhi-
beix a La proteina fosfatasa 2R a concentracions nanomo-
tars, mentre que 1inhibeix a La proteina fosfatasa 1 a
concentracions micromolars, quan el substrat emprat és
L 'HMG-CoAR reductasa. 51 el substrat és la glicogen fosfo-
ritasa no inhibeix a‘cap d’'ambdues proteina fosfatases.

17 .- L’'’inhibider de La fosfatasa 2R no és reactivable quan
s'incuba en presencia de La proteina quinasa dependent
d’'AMP ciclic, La qual <cosa ens permet afirmar que no es
tracta de L’inhibidor-1.

18.~- L'inhibidor de La fosfatasa 2R no és fosforilable ni
per GSK-3, ni per La proteina quinasa dependent d’AMP
ciclic.

19.~- EL resultat de L'’estudi comparatiu d’aquest inhibidor
amb L'’inhibidor de La proteina quinasa dependent d’AMP ci-
clic, ens permet afirmar que no es tracta del mateix in-
hibidor.

20.~- L'analisi del conjunt de resultats indica que L'in-
hibidor de La fosfatasa 2R, és un inhibidor especific de

L’activitat reductasa fosfatasa no descrit fins el present.
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