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Presentacio i Objectius

PRESENTACIO I OBJECTIUS:

El metabolisme hepatic del glicogen participa d’'una manera important en la
regulacio de I'homeostasi de la glucosa a la sang dels organismes. En
conseqliencia, és important coneixer com es regulen els enzims que hi

participen i quines interrelacions s’estableixen entre ells.

L'objectiu d’aquest treball és I'estudi del paper de la GS en el control de la
sintesi hepatica de glicogen i la seva relacié amb d’altres enzims implicats en la
mateixa via metabolica. En el moment de comencar aquest estudi es coneixia la
importancia qualitativa de la GS per0 no quantitativa. També es coneixia la
importancia quantitativa de la GK en el control d'aquesta via pero es
desconeixia quina relacid s’establia amb la GS. Per aix0, es va construir
I'adenovirus codificant per a la GS hepatica i per la GS hepatica fusionada amb
la GFP. Aquests virus i d’altres com el que dirigia I'expressié de la GK ens van
permetre estudiar I'impacte metabolic de la GS en hepatocits en preséncia de
glucosa i la seva relacié amb I'activitat fosforiladora de glucosa. Els resultats ens
van dirigir cap a l'esclariment de la relacié que existia entre la GS hepatica i les
diferents activitats fosforiladores de glucosa a través de la Glu 6-P. Finalment,
també ens varem interessar per coneixer el paper d’aquesta Glu 6-P quan

s’originava de substrats gluconeogenics.



Introduccio

Introduccio:
1. METABOLISME DEL GLICOGEN I VIES
RELACIONADES.

La glucosa és la principal font d’energia de les ceél-lules. Aquest
monosacarid entra a la cel-lula mitjangant un transportador que en facilita el
seu pas a través de les membrana cel-lular i que varia en funcié del teixit.
Aqguests transportadors difereixen en la seva afinitat per glucosa aixi com per
la seva diferent capacitat de transport. Una vegada la glucosa ha entrat dins
la cel-lula és fosforilada. Aquesta reaccid és catalitzada per una hexoquinasa,
la qual també varia en funcié del teixit. Una vegada s’ha format I'hexosa
fosfat dins de la cel-lula aquesta pot ser incorporada en diferents vies del
metabolisme de la glucosa. Pot ser degradada a través de la glucolisi per
obtenir energia, pot ser emmagatzemada en forma de glicogen com a
reserva d’energia o bé utilitzada per a la produccié de pentoses fosfat i

posterior sintesi, entre d’altres, de nucleotids.

La glucosa 6-fosfat (Glu 6-P) és el primer intermediari del metabolisme de
la glucosa per la glucolisi, la sintesi de glicogen i la via de les pentoses fosfat,
i un intermediari de la produccié de glucosa per gluconeogénesi o degradacié
de glicogen. A més a més del seu paper com a intermediari, també es
considera un metabolit clau com a regulador al-losteric de I'hexoquinasa
(Wilson 1995), la glicogen sintasa (Villar-Palasi i Guinovart 1997) i la
glicogen fosforilasa (Browner i Fletterick 1992) i s'ha demostrat que és un
element important per determinar I'estat d'activaciéo de la GS (Ciudad et a/
1986 i Villar-Palasi i Guinovart 1997). Les principals entrades en el reservori
de Glu 6-P son la captacié de glucosa, procedent de la circulacio, o bé, en
determinats teixits com el fetge, la gluconeogénesi a partir de substrats com
ara el lactat (Cicle de Cori), el glicerol i aminoacids glucogénics (alanina).
Aquest procés és conegut per alguns autors com la Glu 6-P neogénesi. Les

sortides d'aquest reservori soén la sortida de glucosa cap al torrent circulatori
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(via glucosa 6-fosfatasa), la seva degradacid cap a fragments de tres
carbonis i finalment a CO; (glucolisi i oxidacid), la sintesi de pentoses fosfat, i

per ultim, el seu emmagatzemament com a glicogen.

1.1. Glucolisi i Gluconeogénesi.

La glucolisi presenta tres caracteristiques principals: es tracta de la ruta de
degradacié per la qual la glucosa és transformada a piruvat, que al seu torn
té dues possibilitats. Quan la quantitat d'oxigen necessari per Il'oxidacié és
insuficient, el piruvat és reduit a lactat per mantenir els nivells de NAD™*
(glucolisi anaerobia). En condicions aerobies, el piruvat format per la glucolisi
és descarboxilat a acetil-CoA, que entra al cicle de Krebs on és oxidat a CO, i
aigua. Una altra caracteristica de la glucolisi és que esta integrada per molts
processos que tenen lloc a través de diferents intermediaris. Aquests
intermediaris son comuns a d’altres vies, com la de les pentoses fosfat. Els
compostos intermediaris faciliten substrats per a la biosintesi de diferents
molecules com el triacilglicerol a partir del gliceraldehid 3-fosfat, la L-alanina
a partir del piruvat i el glicogen a partir de la glucosa 6-fosfat (Mourrieras et
al 1997, Bollen et al 1998). L'Ultima caracteristica de la glucolisi és que
s'acompanya de la formaciéo d'ATP, encara que aquest representa la petita
part de tot el que es pot obtenir per I'oxidacié completa de la glucosa a CO; i

aigua.

Les cél-lules de mamifer poden utilitzar la glucosa com a font d’energia,
ara bé, certs tipus de cel-lules, com les neurones i els eritrocits en sén
absolutament dependents. Els mecanismes homeostatics existeixen per tal
d’evitar que els nivells de glucosa en sang disminueixin excessivament, de tal
manera que protegeixen l'organisme de la hipoglicemia durant els periodes
de deju. La gluconeogénesi, juga un paper fonamental en aquests
mecanismes d’homeostasi de la glucosa i esta intrinsecament relacionada

amb el metabolisme del glicogen per la seva capacitat de generar Glu 6-P.
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La major part de les reaccions involucrades en el procés de gluconeogénesi
tenen lloc al citosol i molts dels enzims implicats sén comuns als que
participen a la glucolisi. Aquests enzims catalitzen reaccions reversibles i
properes a l'equilibri que es veuen afavorides en un sentit o altre en funcié
de I'estat metabolic de la cél-lula (Start i Newsholme 1970 i Okar et a/ 2001).
Les etapes irreversibles son les responsables de la regulacid del flux de les
vies gluconeogeniques i glucolitiques: el pas de glucosa a Glu 6-P, el pas de
fructosa 6-fosfat a fructosa 1,6-bisfosfat i per ultim, el pas de piruvat a
fosfoenol piruvat (Fig. 1). Aquestes reaccions son catalitzades per un enzim
diferent en la glucolisi i en la gluconeogenesi, de manera que s'estableixen
cicles futils. Quan una de les activitats és estimulada, o l'altre és inhibida
s’aconsegueix un flux net en una o altra direccid. Aixi son set els enzims que

determinen quina de les dues vies funcionara.

Fig. 1 Etapes determinants de la glucolisi i la gluconeogenesi.
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El cicle glucosa/Glu 6-P és un dels més importants i participa tant en el
control de la glucolisi/gluconeogénesi com en el metabolisme del glicogen.
Aquest cicle, és determinant per a la producci6 de glucosa hepatica en
situacions de dejuni i esta regulat per dues activitats, la glucoquinasa (GK o
Hexoquinasa IV) i la glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa). El flux net que s’estableix
com a balang entre la G6Pasa i la GK determina la produccié neta o captacio
de glucosa per part del fetge i és, per aix0, fonamental per a mantenir els
nivells de glucosa en dejd, a l'igual que la tolerancia a la glucosa exogena en
les ingestes, és a dir en situacions d'hiperglicemia postpandrial (Clore et al
2000 i Barzilai i Rossetti, 1993).

El segon cicle és el que s’estableix entre la fructosa 6-fosfat i la fructosa
1,6-bisfosfat on hi participen dues activitats enzimatiques: la 6-fosfofructo 1-
quinasa (PFK-1) i la fructosa 1,6-bisfofatasa. El control d’aquest cicle en el
fetge és responsabilitat d’'un efector al-lostéric: la fructosa 2,6-bisfosfat, que
activa el primer enzim i inactiva el segon. Els nivells d'aquest efector sén
regulats per un enzim bifuncional que presenta dues activitats catalitiques,
una quinasa (PFK-2) i una fosfatasa (FBPasa-2) (Okar et al 2001). Durant els
periodes de dejuni el cicle només funciona en sentit gluconeogénic ja que les
concentracions de fructosa 2,6-bisfosfat sdn molt baixes i no sén capaces
d'activar la PFK-1 (Neely et al 1981). En canvi, quan els animals sdn
realimentats es produeix un flux glucolitic net, aix0 es degut a un augment
en els nivells de fructosa 2,6-bisfosfat que activen la PFK-1 (Bartrons et al
1983 i Hue i Bartrons, 1985).

El tercer cicle és el que s’estableix entre el fosfoenolpiruvat i el piruvat. A
diferéncia de l'anterior, aquest esta format per tres activitats enzimatiques.
La L-piruvat quinasa (PK) que és l'enzim glucolitic i que en el fetge és
responsable de la transformacié del fosfoenolpiruvat en piruvat. Per contra,
la ruta gluconeogeéenica de transformacié del piruvat a fosfoenolpiruvat esta
catalitzada per dos enzims. El primer, la piruvat carboxilasa (PC), és

responsable de la transformacié del piruvat en oxalacetat per incorporacié
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d’un residu carboxil. El segon, la fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK), és

responsable de la transformacié de I'oxalacetat en fosfoenolpiruvat.

La L-piruvat quinasa es troba regulada a curt termini: pot ser inactivada
covalentment per fosforilacido depenent d’AMPc (Ljunstrom et al 1974) o bé la
seva activitat pot ser modulada per efectors al-lostérics: com I’ATP i I'alanina
que l'inhibeixen, o la fructosa 1,6-bisfosfat que activa. Aquest enzim també
pot ser regulat a llarg termini ja que els seus nivells augmenten amb una

dieta rica en carbohidrats.

La piruvat carboxilasa és un enzim intramitocondrial format per un
complex tetrameric de 500 kDa. Aquest enzim no presenta regulacié covalent
i la seva activitat fluctua segons els nivells intracel-lulars del seu substrat ja
que la seva Km pel piruvat es troba dins del rang fisiologic. Només quan hi
ha una elevada relaci6 ATP/ADP o nivells alts d’acetil-CoA s’ha vist que
I'activitat piruvat carboxilasa esta estimulada (Jitrapakdee i Wallace 1999).
En canvi, La PEPCK és una proteina monomerica l'activitat de la qual es
regula pels nivells d’expressid. Aixi les dietes pobres en carbohidrats o el

dejuni, n'estimulen I'expressid.

Les hormones, juguen un paper molt important en la regulacié d’aquests
enzims claus, ja sigui a curt termini (fosforilacio i desfosforilacid i/o efectors
al-losterics) o a llarg termini (control de I'expressié génica). Les hormones
involucrades en aquests mecanismes de regulacié soéon principalment la
insulina i el glucagd. Aixi la insulina és la responsable d’estimular la sintesi de
glicogen i de reprimir la gluconeogénesi mentre que el glucagd és
responsable d’estimular la gluconeogénesi i la degradacié del glicogen. De
fet, l'activitat del promotor de la L-piruvat quinasa és inhibit pel glucagd a
través de I'augment d’AMPc i s’estimula per glucosa i altres carbohidrats en
presencia d’insulina (Decaux et al 1989 i Casado et al 1995). El glucagd
també estimula I'expressido de la PEPCK, tant per estabilitzacié del transcrit
com per estimulacid de la transcripcié del gen via factors de transcripcio

C/EBP (Jurado et al 2002). En canvi dietes riques en carbohidrats i la insulina
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fan disminuir els nivells d’expressié del gen (Pilkis i Granner, 1992). Aquests
nivells d'expressié sén controlats per la insulina a través del coactivador
PGC-1. En abseéncia de I'normona, el coactivador s'expressa i forma un
complex amb el receptor de glucocorticoids o factor de transcripci6 HNF-4
(hepatic nuclear factor 4) per actuar sobre el promotor de diferents gens

implicats en la gluconeogénesi (Yoon et al 2001).
1.2. Sintesi de glicogen.

En aquest treball, ens concentrarem en el metabolisme del glicogen com a
desti final de la Glu 6-P, tant procedent de glucosa captada del medi com de
gluconeogenesi. El glicogen és la principal reserva d’energia de rapida
mobilitzacié en els teixits i esta format per molécules de glucosa (Meléndez
et al 1999). Aquest polisacarid es troba principalment en el fetge i en el teixit
muscular. El fetge, és el teixit de l'organisme que presenta un major
contingut relatiu de glicogen respecte d’altres teixits, i pot arribar a ser un 6
% del seu pes. El muscul, en canvi, presenta un contingut de glicogen molt
menor per unitat de massa de teixit, al voltant del 0,5 %, ara bé, la massa
muscular és molt més gran que no pas la del fetge. Per tant, el glicogen
emmagatzemat al muascul d’'un organisme pot arribar a ser aproximadament

el doble que el del fetge.

El metabolisme del glicogen presenta notables diferencies entre el muscul
i el fetge. Aquestes diferencies s’expliquen pel paper fisiologic que juga
aquest polimer en cada teixit. Al muscul la funcid del glicogen és la de
reserva d’energia per a la contraccié muscular, mentre que al fetge la seva

funcié és mantenir els nivells de glucosa en sang estables.

El glicogen hepatic és, doncs, la principal reserva per acumular I'excés de
glucosa que es produeix amb la ingesta. En la fase post absortiva, aquest és
degradat per tal d'alliberar glucosa. A mesura que avanca el dejq, les

reserves de glicogen disminueixen i cal procedir a la sintesi de glucosa per

10
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gluconeogenesi. S'han descrit dues vies de sintesi de glicogen a partir de

glucosa que son: la via directa i la indirecta.
1.2.1. Sintesi de glicogen: via directa.

La via directa de sintesi de glicogen (Katz i McGarry 1984, Newgard et al
1984) es produeix a través d’un mecanisme general que es dona en tots els
teixits (Smythe i Cohen 1991 i Alonso et al 1995). Des de I'entrada de la
glucosa a l'interior cel-lular, fins a la seva incorporacié al glicogen, aquest
monosacarid experimenta diferents transformacions que condueixen a
I'activacio de la posicid C-1 de la molécula. Per ordre cronologic, aquestes
son les diferents transformacions (Fig. 2): la glucosa és convertida a Glu 6-P
per accié d'una hexoquinasa, després és isomeritzada a glucosa 1-fosfat per
accio de la fosfoglucomutasa. Posteriorment, es produeix la seva conversio a
UDP-Glu per acci6 de la UDP-glucosa-pirofosforilasa. Aquest enzim
intercanvia el fosfat de la posici6 C-1 de la glucosa 1-fosfat per UDP.
L'energia de I'enllag fosfoglicosil de I'UDP-glucosa és utilitzada per la glicogen
sintasa (GS) per catalitzar la incorporaci6 de la glucosa al glicogen
preexistent mitjancant un enllag a-1,4 (Leloir i Cardini 1957). Aquest enzim
utilitza com a substrat la UDP-glucosa aixi com I'extrem no reductor d'una
molecula de glicogen. Les ramificacions que presenta el glicogen i que
consisteixen en unions glucosidiques a-1,6 sén fruit de I'accié de I'amilo-(1,4-
1,6)-transglicosilasa, també anomenat enzim ramificador. Aquest transfereix
un fragment terminal de 6-7 residus de glucosa (des d’un polimer de com a
minim 11 residus de glucosa) cap a la posicié C-6 hidroxil d'un residu de

glucosa intern (Bollen et al 1998).

Durant molts anys es desconeixia |'origen del precursor de la molécula de
glicogen. D’uns anys enga sabem que la glicogenina té aquesta funcio
(Lomako et al 1988, Calder et al 1986 i Smythe i Cohen 1991). Aquesta
proteina, de 37-40 kDa, té la propietat de catalitzar la seva propia glicosilacié

fins a formar un polimer de vuit a deu residus de glucosa. Aquest polisacarid

11
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primari, unit a la glicogenina, actua com a precursor per a la glicogen sintasa
(Skurat et al 1997). Recentment s’ha identificat una nova proteina que
s'uneix a la glicogenina i l'activa, la GNIP (glycogenin interacting protein),
que podria ser un nou participant en el mecanisme d’iniciacié de la sintesi de
glicogen (Skurat et al 2002).

Figura 2. Esquema del metabolisme del glicogen en fetge i en muscul. En color
blau aquelles proteines per les quals hi ha una isoforma hepatica i una de

muscular, en verd aquelles proteines o rutes metaboliques del fetge.
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1.2.2. Sintesi de glicogen: via indirecta

En el fetge, el glicogen es pot sintetitzar a través del que es coneix com la
via de sintesi indirecta. Aquesta via de sintesi es produeix en el fetge per que
disposa de tots els enzims que permeten sintetitzar glucosa a partir de
substrats de tres carbonis. En aquest cas, la sintesi de glicogen implica que la
glucosa es fosforili generant Glu 6-P i que aquesta sigui degradada a través
d’etapes glucolitiques (Katz i McGarry 1984, Newgard et al 1984). Els
intermediaris generats sén incorporats a la gluconeogénesi. Després de les
successives etapes gluconeogeniques, tenim la formacié de Glu 6-P. Aquesta
és utilitzada com a precursor per a la sintesi de glicogen seguint etapes
similars a les descrites per la via directa. La importancia d’aquesta via ha
estat demostrada utilitzant I’'acid 3-mercaptopicolinic que bloqueja el flux a
través de la PEPCK. Alguns autors han observat que la sintesi de glicogen
postpandrial es troba disminuida en preséncia d’aquest acid, demostrant que
la sintesi de glicogen és molt depenent d’algun component gluconeogénic que
pot actuar bé com a substrat o bé com a senyal (Newgard et al 1984). El
més sorprenent és que davant d'una ingesta de glucosa, una gran fraccié del
glicogen del fetge es sintetitza per la via indirecta, tal i com es mostra en
diferents espécies (Radziuk 1982, Shikama et al 1978 i Katz et al 1979).

1.3. Degradacio de glicogen.

La sintesi és una de les vies importants del metabolisme del glicogen pero
també ho és la seva degradacid. El glicogen esta implicat en el procés de
regulacid de la captacié i d'alliberacié de glucosa al torrent circulatori. La
direcciéd i la magnitud dels fluxos cap a glicogen so6n determinants, per
exemple en el fetge, per establir si la cel-lula capta glucosa o n’allibera en
situacions de deju (Jahoor et al 1990 i Clore et al 1991).
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La degradacié del glicogen succeeix per accido de la glicogen fosforilasa
(GP). L'accio de la GP és la d’alliberar un residu de glucosa unit a través de
I’enllag a-(1,4) a una molécula de glicogen. El producte d’aquesta reaccié és

una molecula de glucosa 1-fosfat.

La glucosa 1-fosfat produida per l'accié de la fosforilasa es converteix en
Glu 6-P per accié de I'enzim fosfoglucomutasa. Una altra conseqiéncia de
I'alliberacié de la glucosa fosforilada és que aquesta no difon lliurement a
través de la membrana de la cel-lula. En el cas de les cél-lules de muscul,
aixd és molt important ja que la funcié de la via de degradacié del glicogen

és subministrar substrat per a la glucolisi.

La GP no pot eliminar del glicogen els residus de glucosa units a través
d’enllagos a-1,6. Per aix0, l'activitat GP s’atura 4 residus abans d‘arribar al
punt d’inici de la ramificacio, I'eliminacié del qual requereix de l'accié de
I'enzim  desramificador. Aquest enzim posseeix dues activitats:
glucosiltransferasa i glucosidasa. L’activitat transferasa elimina els tres
residus terminals de glucosa de la ramificacio i els uneix I'hidroxil del carboni
C-4 lliure de I'extrem d’una altra branca. La glucosa unida per enllag a-(1,6)
a la ramificaci6 pot ser aleshores alliberada per acci6 de la glucosidasa.
Aqguest residu de glucosa no esta fosforilat ja que la reaccié catalitzada per la

glucosidasa no és fosforolitica.
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2. MECANISMES DE REGULACIO DE LA METABOLISME
DEL GLICOGEN HEPATIC

La regulacié de la sintesi de glicogen presenta diferéncies importants entre
el fetge i el muscul. Aquestes diferéncies es troben tant en |'enzim

responsable de la sintesi de glicogen (GS) aixi com en d’altres elements.

El transport de glucosa és els primer dels elements diferencials entre
ambdds teixits. En el fetge hi ha un flux bidireccional de glucosa a través de
la membrana plasmatica, gracies a l'‘accié d’un transportador de glucosa,
GLUT-2, que permet la difusidé facilitada del monosacarid (Thorens et al
1990). En canvi, el transportador de glucosa caracteristic del muscul, GLUT-
4, es troba altament regulat i per tant, I'entrada de glucosa només es
produeix en determinades condicions. Només en presencia d’insulina GLUT-4
es mobilitza des de vesicules intracel-lulars cap a la membrana plasmatica on

realitzara les seva funcié (Watson i Pessin 2001 i Ros-Baré et a/ 2001).

Una vegada la glucosa entra dins la cel-lula és fosforilada. Aquesta reaccio
esta catalitzada per una activitat hexoquinasa (n‘hi ha fins a 4 isoformes),
ara bé, cada teixit presenta una combinacié determinada d’isoformes que sén
les responsables d’aquest procés. Es important destacar que en el cas del
muscul, I’'enzim responsable de fosforilar la glucosa és majoritariament I’'HK I
(75%) (Wilson 1998). Mentre que en fetge, I'enzim responsable d’aquest
procés és majoritariament la GK (95%) (Cardenas 1995), un enzim amb una

menor afinitat per glucosa que la HK 1.

Les dues isoformes majoritaries de GS de mamifers son les de muscul i
fetge. La majoria dels teixits expressen la primera, mentre que la de fetge
sembla ser teixit especifica (Roach et al 1998). Ambdues isoformes
presenten un 70% d’identitat en la seva seqiéncia d’'aminoacids. El extrems
N- i el C- terminals son els que presenten un menor grau de similitud (Bai et

al 1990 i Skurat et al 1994)). Ambdues isoformes presenten una distribucid
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intracel-lular diferent en absencia o en preséncia de glucosa (Fernandez-
Novell et al 1997 i Ferrer et al 1997).

En mamifers, trobem fins a tres isoformes de GP que reben el nom
d'aquell teixit en el que preferentment s'expressen: la de mduscul, la de
cervell i la de fetge (Browner i Fletterick 1992) que estan codificades per
gens diferents. Els diferents isoenzims presenten diferents mecanismes de
regulacid al-losterica. Les formes de muscul i de cervell presenten activacié
al-lostérica per AMP i sén inhibides per Glu 6-P. En canvi, I'enzim de fetge
principalment presenta regulacié covalent i no al-lostérica. Només la unid de
la glucosa al centre catalitic provoca la inhibicié de I'enzim i n'afavoreix la
inactivacié per desfosforilaci6 (Stalmans et al 1987). Totes aquestes
observacions suggereixen |'existéncia de diferencies significatives entre els
mecanismes moleculars de control de la sintesi de glicogen al muscul i al

fetge.

Les isoformes hepatiques dels enzims implicats en el metabolisme del
glicogen permeten al fetge actuar com a sensor de glucosa. La glucoquinasa,
I'isoenzim fosforilador de glucosa predominant en hepatocits i en les cel-lules
a i B del pancreas, és considerada un sensor de glucosa. Aixi, la GK produeix
la Glu 6-P, un metabolit essencial per a l'activacié de la GS alhora que un
precursor de la sintesi de glicogen (Villar-Palasi i Guinovart 1997). Aquest
mecanisme només es dispara quan la concentracié de glucosa en sang és
superior a 5 mM, ja que a nivells inferiors no hi ha flux a través de la GK
degut a la seva elevada Sg5 per glucosa i a I'accié de la proteina reguladora,
que disminueix l'activitat de la GK. Aix0 fa que la LGS només estimuli la
sintesi de glicogen a altes concentracions de glucosa. En aquestes
circumstancies la glucosa també inactiva la GP hepatica i facilita I'acumulacio
de glicogen. Totes aquestes diferéncies fan que sigui dificil parlar d’un

mecanisme comu de regulacié en ambdos teixits.
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2.1. La Glucoquinasa i la seva proteina reguladora.

La GK (hexoquinasa 1V,) s’expressa al fetge i en cel-lules B i o del
pancreas. La GK, degut a la seva baixa afinitat per glucosa, esta implicada en
el paper de sensor de les concentracions de glucosa en aquests dos organs
(Matchinsky 1990). L'accié de la GK es veu afavorida per la presencia en
I'hepatocit del transportador de glucosa GLUT-2 que facilita la difusié de la
glucosa a través de la membrana plasmatica i que té una elevada capacitat
de transport (Thorens et al 1990). El seu rellevant paper en la homeostasis
de la glucosa s'ha fet palés gracies al descobriment que alguns tipus de
MODY (maturity onset diabetes of the young) estan associades a mutacions
en aquest enzim (Froguel et al 1992 i Miller et al 1999). Aixi, mutacions en la
GK que disminueixen la seva activitat provoquen una disminucié en la
secrecié d'insulina (Byrne et al 1994), a l'igual que en el metabolisme hepatic
de la glucosa i la sintesi de glicogen en particular (Velho et al 1996).
L’eliminacio del gen de la GK en la cel-lula beta de forma especifica és letal
pels animals. Aquests moren al cap de pocs dies de néixer a causa d’una
diabetis severa. En canvi, I'eliminacié del gen de la GK en fetge provoca una
diabetis lleugera, amb una moderada hiperglicemia i una secrecié d’insulina
defectuosa (Postic et al 1999).

L'activitat de la GK en fetge esta modulada per la preséncia d’'una proteina
reguladora (GKRP) (van Schaftingen et al 1989 i van Schaftingen et al 1994).
En preséncia de fructosa 6-fosfat, la GKRP s’uneix a la GK formant un
complex inactiu. El complex se separa en preséncia de fructosa 1-fosfat o
glucosa. Aixo implica una desinhibicié de la GK i, per tant, un increment en la

guantitat de glucosa captada pel fetge.

La GKRP s'associa a la GK al nucli de I'hepatocit, lloc on la GK transloca
quan els nivells de glucosa so6n baixos. La translocacié al citoplasma es
produeix quan les concentracions de glucosa (i/o la fructosa) sén altes, per

exemple en estat postpandrial. La localitzacié o segrest al nucli de la GK pot
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esdevenir un mecanisme per tal de minimitzar el cicle futil que existeix entre
glucosa i Glu 6-P (Agius et al 1996). A més a més, tant la GK nuclear com
productes del metabolisme de la glucolisi poden tenir un paper en I'expressié
d’altres enzims (Towle 1995). La GK també té un efecte en la sintesi de
glicogen ja que la sobreexpressio de la GK, pero no de la HK I, en hepatocits,
s’ha vist que afavoreix la deposicid de glicogen (Seoane et al 1996 i Gomis et
al 2000). Els nivells d'aquest enzim estan regulats hormonalment; l'insulina
incrementa la transcripcié de GK, mentre que el glucagd, via AMPc, la
disminueix (Iynedjian et al 1987 i Iynedjian 1993). Aquestes accions formen

part de la resposta de captacié de glucosa postpandrial.

2.2. La Glucosa 6-Fosfatasa.

La glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa) és un complex enzimatic situat al reticle
endoplasmatic (Mithieux, 1996). Compren una hidrolasa (35 kDa), el centre
catalitic de la qual es troba al lumen del reticle endoplasmatic, i una
translocasa que és la responsable del transport transmembrana del substrat,
Glu 6-P, i, probablement, dels productes: glucosa i fosfat inorganic (Gerin et
al 1997). Es tracta d’un enzim critic en I'Gltim pas de la produccié de glucosa,
tant per la via gluconeogenica com de la via de degradacié del glicogen. Hi
ha evidéncies que indiquen que l|'activitat G6Pasa esta disminuida després
d’'una ingesta de carbohidrats i aquesta disminucidé s’atribuia en part a la
insulina (Newgard et al 1984, Minassian et al 1995 i Steeper et al 1997).
Recentment, s'ha demostrat que els nivells de G6Pasa son regulats per
insulina a través del factor de transcripcié Foxo-1 i que aquesta regulacié
esta alterada en la diabetis (Nakae et a/ 2001). A part de la regulacié per
insulina, I'expressié de la G6Pasa esta estimulada per glucosa (Massillion,
2001) i leptina. En el cas de la glucosa, tot i la paradoxa aparent, sembla que
la funcid que faria seria mantenir uns nivells apropiats de Glu 6-P enfront
d’uns nivells alts d’activitat GK (Aiston et al 1999).
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2.3. La Glicogen Sintasa hepatica.

La GS hepatica és un enzim l'activitat del qual esta regulada per
fosforilacid en multiples residus de serina situats a prop dels extrems N- i C-
terminals (Fig. 3). In vivo, la GS hepatica pot ser fosforilada com a minim en
sis llocs, i aquesta fosforilacié en redueix I'activitat degut a una disminucié de
la Vimax (Roach 1990 i Roach et al 1991). A més a més, la GS presenta un
mecanisme de regulacié al-losterica per Glu 6-P. L'activitat de la glicogen
sintasa es mesura en abséncia i presencia de Glu 6-P. En preséncia de la Glu
6-P es mesuren totes les formes de GS presents mentre que en abséncia
només aquelles formes de I'enzim desfosforilades i per tant actives. Aquesta
relacié d’activitats és, doncs, funcido del nivell de fosforilacié de |'enzim.
Antigament, es considerava la forma activa de la GS com sintasaao Il ila
fosforilada i dependent de Glu 6-P. com a forma b o D (Villar-Palasi i
Guinovart 1997).

In vitro, la glicogen sintasa hepatica pot ser fosforilada per varies
proteines quinases incloent la proteina quinasa A (depenent de AMPc), la
fosforilasa quinasa, la proteina quinasa C (PKC), la Ca®*-calmodulina, la
caseina quinasa II (CK-II), la glicogen sintasa quinasa-3 (GSK-3) i la proteina
quinasa estimulada per AMP (PKA) (Roach 1986 i Roach 1990). Cadascuna
d’aquestes fosforilacions es produeix en residus de serina diferents que
poden portar a un increment progressiu de |'estat de fosforilacio de la

sintasa.

Els efectes d'aquesta fosforilacidé porten a:
1. Disminucio de la V max.

2. Una disminucié de I'afinitat per la Glu 6-P
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Figura 3.
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L'activacié de la sintasa requereix la seva desfosforilacié. Aquesta es du a
terme predominantment per accié de les proteines fosfatases de tipus 1 (PP-
1). Les mateixes fosfatases involucrades en la desfosforilacié de la glicogen
fosforilasa (GP). Aquestes fosfatases de tipus 1 (PP-1) estan formades per
una subunitat reguladora, especifica de teixit, i una altra catalitica, ubiqua
(Bollen et al 2001).

En el fetge s'expressen fins a tres formes diferents de subunitats
reguladores de fosfatases, que presenten un tamany inferior a la seva
homologa de muscul degut a la manca d'un domini d'interaccié amb el reticle
endoplasmatic (Newgard et al 2000). Cap d'aquestes isoformes de fetge s'ha
descrit que presenti regulacié per fosforilacié. Les subunitats reguladores de
la PP-1 promouen la desfosforilacio de substrats associats al glicogen de
varies maneres: uneixen la subunitat catalitica de la PP-1 al glicogen en el
qual, s'hi uneixen la GS, la GP i la fosforilasa quinasa (Printen et al 1997 i
Armstrong et al 1997). A més a més, una d'aquestes tres subunitats

reguladores, la PTG (protein targeting to glycogen) permet la interaccio de la

20



Introduccio

subunitat catalitica de la fosfatasa aixi com dels seus substrats (Fong et a/
2000). Segon, facilita l'accid especifica de la fosfatasa sobre els seus
substrats, i per ultim, les subunitats reguladores disminueixen I'afinitat de les
subunitats catalitiques de la fosfatasa cap a inhibidors citoplasmatics com
Iinhibidor-1 o el 2 (Brady et al 1997, Brady et al 1997). En el fetge les dues
subunitats reguladores més importants en la regulacio de la sintesi de
glicogen sén la G_ i la PTG (R5). La PTG facilita la inactivaciéo de la GP i
I'activacio de la GS i la seva interacci6 amb aquestes proteines permet una

eficient activacio de la sintesi de glicogen (Berman et al 1998).

La insulina juga un paper clau a I'hora de generar unes condicions optimes
per tal que es pugui produir la sintesi del glicogen hepatic. La insulina
modula I'acumulacié de glicogen i indueix l'activacié de la GS (Ciudad et al
1981): la unidé de la insulina a la subunitat o del seu receptor activa una
tirosina-quinasa associada a la subunitat g del mateix, la qual s'autofosforila i
fosforila I'IRS-1 (Insulin receptor substrate 1). Aquesta fosforilacio, en
tirosina, genera en IRS-1 uns dominis d'unié a d'altres proteines coneguts
amb el nom de SH2 (Saltiel i Kahn 2001). Aquesta fosforilacié activara una
cascada de senyals amb multiples conseqlieéncies per la cél-lula. Una de les
ultimes proteines d'aquesta cascada és la PI3-quinasa (Fosfatidil inositol 3-
quinasa), la qual és activada per accié de I'normona i converteix el PIP,
(fosfatidil inositol difosfat) en PIPs; (fosfatidil inositol trifosfat). Aquest ultim
s'uneix a la proteina quinasa B i la recluta cap a la membrana plasmatica on
fosforila i activa dues Ser/Thr quinases anomenades PDK-1 i PDK-2
(phosphoinositide-dependent kinase) (Fasshauer et al 2001, Cohen et al
1997). Les PDK, seguidament fosforilen i activen la proteina quinasa B
(PKB/AKT) i les isoformes atipiques de la proteina quinasa C: PKCz i PKCI
(Fasshauer et al 2001, Méndez et al 1996). Un dels substrats finals de la PKB
és la glicogen sintasa quinasa-3 la qual és inactivada per fosforilacié. El

resultat és una menor fosforilacié de la GS (Fasshauer et a/ 2001).

En I'hepatocit, la insulina estimula la utilitzaci6 de la glucosa i el seu

emmagatzematge cap a lipids o glicogen i, reprimeix la sintesi de glucosa i la
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seva alliberacié. Aquest efecte el fa a través d'una regulacié coordinada de
['activitat i els nivells dels enzims implicats en aquestes vies. La insulina
estimula I'expressié dels gens que codifiquen per enzims glucolitic o de la
sintesi d'acids grassos i, en canvi, reprimeix l'expressid d'aquells que
codifiquen per enzims gluconeogenics. Aquests efectes els realitza mitjancant
una serie de factors de transcripcid o cofactors que inclouen I'SREBP-1 (sterol
regulatory element-binding protein-1)(Brown i Goldstein 1999), el factor
nuclear hepatic 4 (HNF-4)(Stoffel i Duncan 1997), la familia forkhead
(Fox)(Nakae et al 2001) i el coactivador de PPAR-y (PGC-1)(Yoon et al 2001).
A més a més, I'hormona també regula I'activitat d'alguns enzims com la GS,
a través de canvis en l'estat de fosforilacid. La preséncia de la insulina és
important per a I'expressio de la GK i també de la subunitat reguladora G, de
la PP-1, de tal manera que explicaria per qué hi ha nivells baixos de glicogen
en animals deficients en insulina (Bollen et al 1998 i Doherty et al 1998).
Encara que es desconeix el mecanisme pel qual la insulina activa les PP-1
associades a glicogen, se sap que inhibidors de la PI3-quinasa bloquegen
aquest efecte, suggerint que aquestes quinases i podrien estar involucrades
(Saltiel i Kahn 2001).

En hepatocits aillats, la glucosa o algun metabodlit derivat també és capac
d'induir canvis en la distribucid intracel-lular de la GS de fetge o muscul,
deixant de banda el seu efecte sobre |'estat d’activacid. Aixi, en resposta a la
glucosa, la GS transloca des d’una fraccid soluble a la fraccid que sedimenta
a baixa forca centrifuga. (Fernandez-Novell et al 1992, Fernandez-Novell et
al 1994 i Fernandez-Novell et al 1996). Més recentment s’ha demostrat que
la incubacié d’hepatocits de rata aillats amb glucosa causa I'acumulacié de la
GS a la periferia de la cel-lula, on sembla que es produeix un increment en la
marca de col-localitzacié amb els filaments d’actina (Fernandez-Novell, et al
1997). Aquest fenomen també s’ha observat en hepatocits en cultiu primari
(Garcia-Rocha et al 2001). Aquesta translocacio de la GS és reversible i
I'activacio covalent de I'enzim no és suficient per induir-la (Garcia-Rocha et al

2001). Inicialment, el glicogen se sintetitza a les proximitats de la membrana
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plasmatica i els diposits del polisacarid creixen des de la periferia cap a

I'interior de la cél-lula.

Aqguestes dades suggereixen que la sintesi de glicogen induida per glucosa
o algun derivat requereix de l'activacid, i alhora, de la translocaciéo o el
moviment subcel-lular de determinats enzims. Alguns autors s'atreveixen a
especular amb la possible formacié d'un complex d'iniciaci6 de glicogen
consistent en la GK, la glicogenina, i la GS (Bollen et al 1998) i d’altres
suggereixen que també s'hi podria trobar la PTG o alguna altre subunitat
reguladora de les fosfatases (PP-1) (Newgard et al 2000).

2.4. La Glicogen Fosforilasa hepatica.

La GP hepatica és un enzim l'activitat del qual és regulable per
modificacions covalents (fosforilacié i desfosforilacid). En particular, la forma
b inactiva és convertida en la forma a per fosforilacié per la fosforilasa
quinasa del residu Ser’ (Browner i Fletterick 1992). L’enzim modificat es
coneix com a GP-a. La conformacid activa és estimulada in vitro per la unio
de AMP i inhibida per la unié de ATP o glucosa 6-fosfat tot i que, in vivo, per
la isoforma hepatica, sembla que aquest canvi de conformacié no és possible
sense la presencia de la fosforilasa quinasa i per tant aquests efectors juguen
un paper secundari (Clark i Haynes 1988). L'activitat relativa de I'enzim GP
no modificat és suficient per generar la glucosa 1-fosfat necessaria per a la
glucolisi i produir suficient ATP per mantenir els nivells d’activitat de la
cel-lula en repos. Aix0 és veritat tant per a les cél-lules del mascul com del

fetge.

En resposta a nivells baixos de glucosa a la sang, les cél-lules o del
pancreas segreguen glucago. Les cel-lules hepatiques sén la primera diana de
I'accié de I’hnormona peptidica. La resposta de les cel-lules a la unié del

glucagd als seus receptors és l'activacid de adenilat ciclasa que es troba
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associat al receptor. L'activacié de l'adenilat ciclasa condueix a l'increment
dels nivells de AMPc, el qual, en funcié de missatger secundari, s'uneix a la
proteina quinasa dependent de AMPc o PKA. Aquesta, aleshores, pot
fosforilar la fosforilasa quinasa. La fosforilacid de la fosforilasa quinasa activa
I’enzim, el qual al seu torn fosforila la forma b de la GP. Aquesta fosforilacio
augmenta la seva activitat de degradacié de glicogen. El resultat ultim és una
induccié de la degradacié del glicogen en resposta a la unié del glucagé amb

el seu receptor (Bollen et al 1998).

Aquesta mateixa seqiéncia d'esdeveniments és la que també succeeix en
les cél-lules musculars. Ara bé, en aquestes cel-lules I'activacié de la cascada
és resultat de la unié de l'adrenalina als receptors de la superficie de les
cel-lules musculars. L'adrenalina és alliberada per les glandules adrenals en
resposta a senyals neuronals que indiquen un requeriment elevat de glucosa

per part del muscul.

La regulacié de I'activitat fosforilasa quinasa esta afectada per mecanismes
que impliquen ions de calci. Aquests regulen la fosforilasa quinasa a través
d'una de les subunitats que formen aquest enzim. Aquesta subunitat de
I’enzim és la calmodulina a la qual, la unié del calci li provoca un canvi
conformacional que alhora estimula l'activitat catalitica de la fosforilasa

quinasa cap al seu substrat la GP-b.
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3. CONTROL DE LA SINTESI DEL GLICOGEN HEPATIC.

Estudis previs realitzats en el nostre laboratori han permes determinar que
la sobreexpressié de GK, pero no la de HK I, condueix a l'acumulacié de
glicogen en hepatocits encara que, també implica un augment important en
la produccié de lactat (Seoane et al 1996). Aixi doncs, lI'increment de la Glu
6-P procedent de I'accié de la GK és capac d’estimular en aquestes cél-lules
tant la deposicid de glicogen com la glucolisi. L'objectiu que s’ha plantejat en
aquesta tesi, era determinar com esta distribuit, en hepatocits, el control del
metabolisme del glicogen entre aquests dos enzims. A tal fi s’ha construit
I'adenovirus que codifica per la glicogen sintasa de fetge de rata (RLGS). S’ha
utilitzat aquest adenovirus recombinant que codifica per la GS hepatica de
rata i el que codifica per la GK per a sobreexpressar aquests dos enzims, en
hepatocits de rata en cultiu, de manera combinada o bé independent per a

cadascun dels enzims.

El coeficient de control és una mesura del flux d'una via quan hi ha una
variacido en els nivells o bé de proteina o bé d’activitat enzimatica i ens
mostra la importancia d'un enzim en en el control d'una determinada via
metabolica (Kacser i Burns 1979 i Fell 1992). La suma del coeficients de
control d’una via és la unitat (Kacser i Burns 1979). En el cas de les vies
sense ramificacions, tots els enzims tenen un coeficient de control positiu.
Aix0 implica, segons el teorema de la sumacié, que tots els enzims tindran
un coeficient de control menor que la unitat. En el cas de les vies
metaboliques ramificades, un enzim en un punt de ramificacidé que competeix
pel substrat o un inhibidor, tenen un coeficient de control negatiu (Cornish-
Bowden 1995).

L'analisi del control metabdlic mostra que la sintesi de glicogen presenta

una alta sensibilitat a I'activitat GK (Agius et al 1996). S’ha descrit que per la

sintesi de glicogen a partir de glucosa, la GK hepatica presenta un elevat
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coeficient de control, positiu i major que la unitat. A més a més aquest és
més elevat a baixes concentracions de glucosa. Aquest fenomen s’explica per
gue en aquestes condicions existeix una menor quantitat de GK lliure, o
altrament considerada activa (Agius et al 1996). La GKRP, en canvi té un
coeficient de control per a la sintesi de glicogen negatiu, compensant
d’aquesta manera l'elevat coeficient de control positiu de la GK ja que actua
com a inhibidor i limita la quantitat de GK disponible per fosforilar glucosa
(de la Iglesia et al 2000). La G6Pasa presenta un coeficient de control
negatiu sobre la sintesi de glicogen a partir de glucosa de manera que
contraresta el control exercit per la GK (Aiston et a/ 1999). La GP, també té
un coeficient de control negatiu i molt elevat sobre la sintesi de glicogen a
partir de glucosa tot i que és dependent d'altres enzims de la via com la GK.
Aqguest control s'ha postulat que s’exerceix a través de la regulacido de
I'activacid de la GS, tanmateix aquest mecanisme no és suficient per a
explicar I'elevat coeficient de control de la GP i s'especula que la regulacio de
la translocacidé de la GS per la GP també hi podria tenir un paper important
(Aiston et al 2001). Aixi és important quantificar el control que exerceix la GS
en la sintesi de glicogen, determinant el coeficient de control d'aquest enzim.
Aquest ens permetra comprendre les relacions que s’estableixen entre els

diferents enzims de la via d'una manera quantitativa (Cascante et a/ 2002).

La sobreexpressio en hepatocits de diferents enzims mitjancant adenovirus
ha permés aconseguir un ampli espectre d’expressi6 de les diferents
proteines; i ha esdevingut per tant una eina molt Util per aquests estudis
(Seoane et al 1997, Aiston et al 2001). De fet, la sobreexpressié de la GKRP
o la GP han estat utilitzades pel calcul del coeficient de control d’aquestes
proteines (de la Iglesia et al 2000, Aiston et al 2001). Les caracteristiques
biologiques que presenten els adenovirus els fan molt Utils com a vectors de
transferéncia génica als hepatocits en cultiu (Berkner, 1992 o Graham i
Prevec, 1995). L'eficiencia de transfeccié dels adenovirus és de més d’un
95% en les condicions de treball del laboratori, la qual cosa ens permet
assolir nivells de sobreexpressid adients per a realitzar els estudis d'impacte

metabolic de la proteina d’interes.
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Hem trobat que la sobreexpressié de la GS en hepatocits en cultiu de rata
té un impacte metabolic restringit a I'acumulacié de grans quantitats de
glicogen en presencia de glucosa. En canvi, la sobreexpressié de la GK
comporta un increment en els nivells de Glu 6-P, que es tradueix en un
notable increment en les vies de sintesi de glicogen i glucolisi. L'efecte sobre
la sintesi de glicogen es additiu quan es sobreexpressen alhora la GK i la GS,

aixo evidencia que existeix un mecanisme de control compartit.
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4. ACTIVACIO DE LA GLICOGEN SINTASA PER
GLUCOSA.

Durant molt de temps s'ha postulat que la glucosa estimulava la sintesi de
glicogen per un mecanisme sequencial. Segons aquest, la glucosa s'uneix
directament a la GP-a. Aquesta unid provoca la inhibicié de I'enzim i també fa
que aquest sigui més sensible a l'accié de la PP-1G, que, al fosforilar la GP
provoca la seva inactivacié. La GP-a s'ha considerat un potent inhibidor de la
PP-1G.. Quan hi ha una quantitat suficient de GP inactiva, la inhibicid de la
PP-1G, desapareix i com a resultat tenim una activacidé de la GS i de la sintesi
neta de glicogen (Stalmans et al 1974). Aquest és un mecanisme elegant
d'activacié pel qual el fetge es pot convertir d'un organ de produccié neta de

glucosa en un de captacié i d'emmagatzemament de glucosa.

Tanmateix, s'han descrit diverses observacions que posen en dubte aquest
mecanisme. Per una banda hi ha experiments que indiquen que la GS es pot
activar abans de la inhibicié de la GP (Nuttall et al 1972) i fins i tot sense
(Niewoehner et al 1984 i Ciudad et al 1979) una disminucié de l'activitat GP-
a. També s'ha vist que la fosforilacié de la glucosa és imprescindible per quée
tingui lloc 'activacié de la GS (Carabaza et al 1992). S'ha demostrat in vitro
que la Glu 6-P pot activar la GS fosforilada. In vivo, la unié de Glu 6-P a la
GS la converteix en un millor substrat per a la seva desfosforilacié per la
fosfatasa (PP-1G_ o PP1-PTG). S'ha descrit també que la induccid de la sintesi
de glicogen en fetge per glucosa implica una desfosforilacio de la GS
dependent de Glu 6-P (Ciudad et al 1986, Cadefau et al 1997). Aquest
conjunt de resultats mostren que aquest mecanisme seqliencial no pot
explicar, en conjunt, el procés d’activacié de la GS per glucosa i que han
d’existir altres mecanismes de control. En aquesta tesi s'ha intentat
aprofundir en el coneixement sobre el mecanisme pel qual la Glu 6-P regula
I'activaciéo de la GS i com aquest enzim controla la sintesi de glicogen en

hepatocits en cultiu. Per tal fi, ens cal entendre la funcié senyalitzadora de la
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molecula de Glu 6-P i la importancia que pugui tenir el seu origen per a

aquesta funcid.

S’ha descrit en hepatocits que la Glu 6-P procedent de la sobreexpressio
de la GK activa més la GS que no pas la Glu 6-P que prové de la
sobreexpressio de la HK I (Seoane et al 1996). Aquesta evidéncia indica que
la GS hepatica té algun tipus de preferencia per la Glu 6-P de la GK i s’ha
decidit estudiar amb profunditat aquest fenomen. A més a més, volem
estudiar si aquesta possible relacié entre la GK i la GS hepatica també es
manté amb la isoforma muscular de la GS. En aquest estudi s’han aprofitat
les caracteristiques de la linia cel-lular FTO-2B d’hepatoma de rata que
expressa la isoforma hepatica de la GS i no expressen la GK. Aquesta linia
cel-lular ens ha permes aprofundir la relacidé entre la GK i la HK I i la GS en el

control de la sintesi de glicogen

També es van voler estudiar les caracteristiques del procés de sintesi de
glicogen a partir de substrats gluconeogenics i com es regula la GS en
aquestes situacions. A tal fi, es van sobreexpressar diferents enzims, entre
ells la GS, mitjancant adenovirus recombinants per estudiar la seva
importancia en condicions gluconeogéniques. Aquest model era molt atractiu
ja que suposava una situacié en la qual no hi havia inhibicié per glucosa de la
GP i ens permetia aprofundir en el paper que juga la Glu 6-P en aquestes

condicions.

La dihidroxiacetona (DHA) és un precursor gluconeogenic molt eficient
(Azzout et al 1984, Burelle et al 2000). Tanmateix hi ha pocs estudis sobre la
seva capacitat d'estimular |'acumulaci6 de glicogen i els possibles
mecanismes a través dels quals activa la glicogen sintasa (van Dijk et al
2001). Aquest substrat s'incorpora a la gluconeogenesi a nivell de les trioses
fosfat. Aquestes es condensen i després d'una seérie de reaccions acaben

resultant en glucosa, glicogen o pentoses fosfat.
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5. ELS ADENOVIRUS COM A EINES DE
TRANSFERENCIA GENICA

Els adenovirus presenten caracteristiques especifiques que els fan molt
adequats com a vectors de transferencia génica. L'ampli coneixement de la
seva biologia, ha permes que el seu genoma hagi pogut ser adaptat per a
introduir-hi gens aliens i preparar particules viriques capaces d’infectar pero
no de replicar-se (Berkner 1992 i Graham et al 1995). La sobreexpressid
d’enzims claus del metabolisme de la glucosa mitjancant adenovirus
recombinants ha estat una tecnica ampliament utilitzada i constitueix una
eina molt potent per modular la capacitat de les cél-lules de captar i utilitzar

la glucosa. (Antoniozzi et al 1999)

Figura 4. Imatge d'un adenovirus per microscopia electronica.
Obtinguda per Linda Stannard, del Department of Medical Microbiology,
University of Cape Town, Center for Cell Imaging de la Yale University

School of Medicine.

Els serotips d’adenovirus més coneguts sén els de tipus 2 (Ad2) i els de

tipus 5 (Ad5). El seu genoma té un tamany aproximat de 36 kb i esta format
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per una doble cadena de DNA. Presenten una forma de capside icosaedrica
(Horwitz, 1990) (Fig. 4).

Després de la infeccid viral, i quan el viri6 ha entrat dins la cel-lula i ha
perdut la coberta proteica, el genoma viral és dirigit al nucli on adopta una
localitzacié episomal. En el cas dels virions salvatges, el seu cicle litic es pot
dividir en dues fases, la primerenca i la tardana, definides en funcié del
moment de la replicacié viral. Els gens que s’expressen en la fase primerenca
del cicle litic o Early s'anomenen E1, E2, E3 i E4. Després de la replicacio
virica s’activa el promotor tarda major (MLP) que és responsable de la

transcripcid en la fase tardana.

5.1 Regions més rellevants del genoma de

I'adenovirus

Les estrategies de disseny d’adenovirus es basen en |'eliminacid i posterior
substitucid de porcions del genoma que permet que els inserts de DNA
d’elevat tamany s’empaquetin. Aixi, es poden arribar a empaquetar inserts
de fins a 7 kb. En el nostre cas, aquesta capacitat estava limitada a
seqliencies de menys de 5 Kb de longitud. La regid E1 va ser eliminada. En el
seu lloc s’hi ha introduit un promotor de Citomegalovirus (CMV) i a
continuacié un Multiple Clonning Stie (MCS) on es pot inserir el cDNA que ens
interessi. Amb I|'eliminaci6 de la regi®é E1 aconseguim un espai per
empaquetar el DNA forani i alhora evitem que els adenovirus generats
tinguin capacitat proliferativa quan infecten, al mancar-los les proteines
codificades per la regid E1. La regié E1A és particularment important per que
expressa proteines requerides per |'expressid d’altres regions primerenques
(E1B, E2, E3 i E4).

La regid E1, per si mateixa, és capac¢ de codificar per proteines amb

capacitat de transformar cél-lules primaries i immortalitzar-les. Aguesta

mateixa regié es va utilitzar per transformar cél-lules embrionaries de ronyé
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huma, generant una linia cel-lular estable, imprescindible per a la construccié
d’adenovirus recombinants: les cel-lules 293 (Graham et al 1977). Aquestes
cel-lules sén les Uniques on els adenovirus recombinants poden proliferar ja
que els subministren en trans les proteines de la regié E1 que necessiten els

adenovirus.

5.2 Avantatges i inconvenients dels adenovirus com a

vectors de transferéncia genica.

Els adenovirus presenten capacitat per infectar un gran ventall de tipus
cel-lulars eucariotes, cosa que els fa una eina molt Gtil en el nostre cas. Hi ha
molts cultius primaris, com per exemple els hepatocits en cultiu, que
presenten resistencia a ser transduits amb DNAs forans mitjancant técniques
més convencionals, des de la tansfecci6 amb liposomes fins a la
coprecipitacié amb fosfat calcic. Un altre avantatge que cal esmentar és la
possibilitat d’obtenir titols molt elevats d’adenovirus (fins a 10'° pfu/ml), que
poden ser incrementats mitjancant métodes de separacié en gradients de
CsCl.

També, cal destacar el fet que els adenovirus tenen la capacitat d'infectar
cel-lules quiescents que no s’estan replicant en el moment de la infeccid
(Berkner 1988 i Horwitz 1990) a diferencia d’altres tipus de virus que
necessiten cél-lules en replicacid activa, per tal d’ésser eficients en la
infeccid. Les infeccions amb adenovirus, in vitro tenen una eficiencia de quasi
el 100%, tal i com es descriu en els multiples estudis en els quals s’han
utilitzat com a vectors de transferéncia. La demostracié que aquests virus no
sOn patogenics ha donat la suficient informacid sobre la seguretat dels

mateixos (Graham i Prevec, 1995).
L'inconvenient més gran que presenten els vectors adenovirics rau en la

complicacié del seu disseny i construccid. Actualment, nous sistemes en

faciliten la construcci6 (Souza i Armentano, 1999). Tot i aixi, totes les
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estrategies de qué disposem, impliquen la recombinacidé homologa de dos
plasmidis. Un primer, on s’hi troba la major part del genoma de I'adenovirus,
que presenta un tamany de 35 kb i un segon, més petit que conté zones
homologes al primer i el cassette d'expressido del nostre cDNA d’interes.
Aquest és un procés complex, lent i de baixa eficiéncia. Es per aquest motiu
que només s'inicia el procés de generacié d’un adenovirus recombinant
d’aquelles proteines que s’ha vist, en altres tipus cel-lulars de facil

transduccid, que tenen una funcid rellevant.

Per ultim, els adenovirus presenten un inconvenient potencial i és la
possibilitat de que vectors adenovirics deficients en la seva replicacié pateixin
processos de recombinacié amb adenovirus salvatges reconstituint-se la seva
capacitat de proliferar. Es per aixd que la manipulacié d’aquests adenovirus
s’ha de realitzar sempre en instal-lacions adequades a les seves necessitats

de seguretat.
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Resultats: Capitol 1
CONSTRUCCIO DELS ADENOVIRUS CODIFICANTS PER A
LA RLGS, I GFP/RLGS.

1.1 INTRODUCCIO:

Les caracteristiques biologiques que presenten els adenovirus els fan molt
Utils com a vectors de transferéncia genica en hepatocits en cultiu (Berkner,
1992 o Graham i Prevec, 1995). L'eficiencia de transfeccid dels adenovirus és
de més d’un 95% en les condicions de treball del laboratori, la qual cosa ens
permet assolir nivells de sobreexpressid adients per a realitzar els estudis

d'impacte metabolic de la proteina d’interés.

En aquesta tesi, s’han construit dos adenovirus que codifiquen per la
glicogen sintasa de fetge de rata (RLGS), de 2,3 Kb, i la seva fusié amb la
proteina verda fluorescent (GFP/RLGS), de 3,0 Kb. En aquest capitol s’estudia
la funcionalitat de les proteines sobreexpressades i el seu comportament en

diferents situacions metaboliques.
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1.2 RESULTATS:
1.2.1 Obtencio i caracteritzacio de I'AdCMV-RLGS i I'’AdCMV-
GFP/RLGS.

L'obtencié de I'adenovirus recombinant que conté el cDNA de la RLGS sota
el control del promotor del citomegalovirus (CMV) es va realitzar segons
s’indica en l'apartat corresponent dels materials i métodes. Després de la seva
construccid, clonacioé i posterior amplificacié es va determinar si era capac de
dirigir I'expressid de la RLGS en les cel-lules infectades i si aquesta proteina
era funcional. Per fer aquesta verificacid, es varen infectar hepatocits de rata
en cultiu amb diferents dosis de I'adenovirus. Es va mesurar la concentracié
catalitica de la GS, en preséncia de Glu 6-P, en homogenats d’aquestes
cel-lules (Fig. 1A). També es mesura per Western blot la quantitat de proteina

present en cada cas després del tractament (Fig. 1B).

Les cél-lules no tractades i aquelles infectades amb I'’AdCMV-BGAL, que
codifica per I'enzim B-galactosidasa i que s’utilitza com a control de la infeccid,
van mostrar uns nivells d’activitat GS total (mesurada en preséncia de Glu 6-
P) de 3,0 + 0,3 mU/10° cél-lules. Per contra, aquells hepatocits infectats amb
AdCMV-RLGS a una multiplicitat d’infecci6 de 10 van arribar a nivells
d’activitat GS total de 18,5 + 1,4 mU/10° cél-lules, després de 18 hores de

tractament.

Els nivells de proteina immunoreactiva, tal i com es mostra, van
incrementar de manera paral-lela a I'activitat de la GS (Fig. 1, B). La utilitzacio
de grans dosis d’adenovirus o periodes d’infeccid6 més llargs van donar nivells

de GS encara més alts.
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Figura 1 Expressié de la RLGS en hepatocits tractats amb I’ AdCMV-
RLGS
Els hepatocits van ser tractats amb I'’AACMV-RLGS (m) a una multiplicitat d’infeccid

de 2,5 (i), 5 (ii), i 10 (iii), o amb una dosi Unica de I'’'AdCMV-Bgal a una multiplicitat

d’infeccié de 10 (N), o bé no tractats (o) com es descriu en el capitol de materials i
metodes. Després de 16 hores en DMEM, les ceél-lules es van incubar durant 2 hores
amb 25 mM glucosa. Les cel-lules van ser recuperades i es va mesurar |'activitat
total GS en els homogenats (A) o bé es van analitzar per Western blot els nivells de
proteina, utilitzant un anticos contra la RLGS (10 pg de proteina total per carril) (B).

Els resultats sén les mitjanes £ S.E.M. de sis experiments.
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L’adenovirus recombinant que conté el cDNA de la fusid o quimera proteica
GFP/RLGS sota el control del promotor del citomegalovirus (CMV), es va fer
seguint el mateix procediment que pel virus anterior. Després de la seva
construccidé, clonacié i posterior amplificacid es va verificar si era capac¢ de
dirigir I'expressié de la GFP/RLGS en les cél-lules infectades i, el més
important, si aquesta mantenia l'activitat GS i la seva regulacié. Per fer
aquesta verificacid, es varen infectar hepatocits de rata en cultiu amb
I’'adenovirus. Es va mesurar la concentracio catalitica de la glicogen sintasa, en
presencia i absencia de Glu 6-P, en homogenats d’aquestes cel-lules. Alhora es

va mesurar per Western blot la quantitat de proteina (Fig. 2).

Com en el cas anterior, els hepatocits tractats amb I'AdCMV-GFP/RLGS a
una multiplicitat d’infeccié de 10 van arribar a nivells d’activitat GS total de
18,20 £ 2,43 mU/10° cél-lules, després de 18 hores de tractament i, el més
important, aquesta quimera era activada per Glu 6-P com l’enzim salvatge
(Fig. 2B). Endemés, es va mesurar la capacitat d’activacié de la quimera,
expressada en hepatocits, per glucosa i es va observar que la GFP/RLGS era
funcional (Fig. 2C). Per Western blot, utilitzant I'anticos contra la GS (L1), es
varen obtenir 2 bandes en homogenats d’hepatocits tractats amb I'’AdCMV-
GFP/RLGS (Fig. 2Aa). Una banda alta, de 112 kDa, que corresponia al pes
molecular teoric de la GFP/RLGS, i que també reaccionava amb |'anticos contra
la GFP (Fig. 2Ab) i no es trobava en els hepatocits control. I, una segona

banda de 85 kDa, que corresponia a la proteina salvatge (Fig. 2Aa).
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Figura 2 Expressio de la GFP/RLGS en hepatocits tractats
amb I’ AACMV-GFP/RLGS

Els hepatocits van ser tractats amb I'AdCMV-RLGS a una multiplicitat d’infeccio
(m.o.i) de 5 o de 10, o amb una dosi Unica de I'AdCMV-Bgal a una multiplicitat
d’infeccio de 10 com es descriu en el capitol de materials i métodes. Després de
16 hores en DMEM sense glucosa, les cél-lules es van incubar durant 2 hores amb
25mM glucosa. Les cél-lules van ser recuperades i es va analitzar per Western blot
els nivells de proteina (10 pg de proteina per carril), utilitzant un anticos contra la
LGS (Aa), contra la GFP (Ab) o contra l'actina (Ac) o bé, es va mesurar en els
homogenats l'activitat total GS (I'’AdCMV-Bgal, barres amples i I'’AdCMV-RLGS,
barres negres) i la GS activa (barres estretes) (B). La figura (C) ens mostra els
nivells de GS activa que s’obtenen en hepatocits control (barres blanques) i aquells
tractats amb I'AdCMV-RLGS amb una m.o.i. de 10 (barres negres) incubats a

diferents dosis de glucosa. El resultats son les mitjanes + S.E.M. de 3 experiments.

Aa (anticos anti-LGS) AdCMV -BGAL  AdCMV -GFP/RLGS

m.o.i 5 m.o.i 10
GFP/RLGS — - 112 kDa
RLGS — —-— 85 kDa
Ab (anticos anti-GFP)
GFP/RLGS — - 112 kDa
Ac (anticos anti-Actina)
ACTINA — — - s5k0a
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1.2.2. Localitzacio Subcel-lular de la RLGS i la GFP/RLGS

Es va fer un estudi on s'observava |'efecte que produien diferents condicions
metaboliques sobre la localitzacié subcel-lular de la GS en hepatocits en cultiu
tal i com ja s'havia descrit pel laboratori (Garcia-Rocha et al 2001). Per tal fi
es va fer servir un anticos especific conta la isoforma hepatica de la GS. Aixi,
es va poder observar que quan els hepatocits en cultiu es trobaven en
absencia de glucosa, la GS es trobava localitzada al citosol de la cel-lula de
manera difusa (Fig. 3). Per contra, quan incubavem hepatocits en presencia
de glucosa 25 mM durant 2 hores vam observar que la GS s’acumulava a la
periféria de la céel-lula, lloc en el qual hi ha la sintesi de glicogen (Garcia-Rocha
et al 2001).

Amb aquest mateix anticdos L1 es va fer una detecci6 per
immunofluorescéncia de la proteina en hepatocits tractats amb I’AdCMV-RLGS.
Es van comparar diferents situacions metaboliques, corresponents a situacions
de 0 mM i 25 mM glucosa. En aquest cas es va voler comprovar si la GS
sobreexpressada es comportava, pel que fa a la seva localitzacié subcel-lular,
igual que la GS endodgena. Es va estudiar si la proteina sobreexpressada
mantenia la capacitat de resposta a un canvi en els nivells de glucosa del medi
tal i com haviem vist per la GS endogena (Fig. 4). Es va observar que la
proteina exogena (Ceél-lules que presenten una elevada immunofluorescéncia
(Fig. 4, A)), també responia al mateix patro i translocava des d’una localitzacio
citosolica cap a la periféeria cel-lular formant grumolls. Un comportament
idéntic al que es produia en aquells hepatocits que no sobreexpressaven la GS
i que corresponia als que presentaven una baixa immunofluorescéncia (Fig. 4,
B).

També es va estudiar si la localitzacié del complex GFP/RLGS es comportava
com |'enzim salvatge. Gracies a l'autofluorescencia que li donava la GFP al
conjunt, va ser possible la deteccié per fluorescéncia de la proteina exogena
en hepatocits tractats amb I’AdCMV-GFP/RLGS. Es van comparar diferents
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situacions metaboliques, en abséncia o preséncia de 25 mM glucosa, i es va
observar que la sintasa fusionada a GFP també translocava en preséncia de

glucosa com s’havia descrit per a la proteina salvatge (Fig. 5).

Figura 3 Immunocitoquimica de la RLGS en hepatocits.

Els hepatocits en cultiu van ser tractats com es descriu al capitol de materials i
metodes. Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, les cél-lules van ser
incubades durant 2 hores amb 0 mM, 5 mM, 10 mM o 25 mM de glucosa. Les
ceél-lules van ser fixades amb paraformaldehid al 4% tal i com es descriu als
materials i métodes i després es va fer una immunocitoquimica utilitzant un
anticos contra la RLGS. Finalment es van visualitzar amb un microscopi de
fluorescéncia confocal.

Barra d’escala =10 um
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Figura4 Immunocitoquimica de la RLGS en hepatocits
tractats amb I’ AACMV-RLGS.

Els hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-RLGS com es descriu en el capitol de
materials i métodes. Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, les cél-lules es
van incubar durant 2 hores amb 0 mM o 25 mM de glucosa. Les cél-lules van ser
fixades amb paraformaldehid al 4% tal i com es descriu en els materials i métodes i
després es va fer una immunocitoquimica utilitzant un anticos contra la RLGS.
Finalment es van visualitzar amb un microscopi de fluorescéncia confocal. Observeu
que la intensitat del senyal als hepatocits infectats amb AACMV-RLGS (A) és més

alta que en els no infectats (B).

Glucosa
oOmM

Glucosa
25 mM
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Figura 5 Localitzacié de la GFP/RLGS en hepatocits tractats
amb I’ ACMV-GFP/RLGS.

Els hepatocits van ser tractats amb I’"AdCMV-GFP/RLGS com es descriu al capitol de
materials i métodes. Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, les cél-lules van
ser incubades durant 2 hores amb OmM o 25mM de glucosa. Les cel-lules van ser
fixades amb paraformaldehid al 4% segons es descriu en els materials i metodes i
després es va fer una localitzacié subcel-lular utilitzant I'autofluorescéncia de la
GFP. Finalment es van visualitzar amb un microscopi de fluorescéncia confocal.

Barra d'escala = 10 um

Glucosa Glucosa
0 mM 25 mM
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1.3 DISCUSSIO

La infeccidé d’hepatocits en cultiu amb I’"AdCMV-RLGS indueix un augment de
I'activitat GS present en les ceél-lules de manera depenent a la dosi de virus
utilitzada. Aquest increment d’activitat correspon a un increment en els nivells
d'aquest enzim. En el cas d’utilitzar ’AdCMV-GFP/RLGS ens trobem amb una
situacié similar. L'increment de la dosis de virus utilitzada per infectar un
cultiu d’hepatocits fa que aquests tinguin un increment en els nivells de la
proteina i un augment de l'activitat codificada pel virus. En aquest ultim cas, la
fusio de la GS a la proteina verda fluorescent (GFP) no implica una pérdua

d’activitat per part de I'enzim.

Els resultats indiquen que la GS hepatica sobreexpressada en hepatocits en
cultiu mitjancant adenovirus recombinants manté la capacitat de translocar en
resposta a glucosa. En el cas de la sobreexpressido de la proteina de fusio
GFP/RLGS, la seva distribucid respon al mateix patrd descrit per la proteina
endogena. La proteina quimerica en preséncia de glucosa es desplaga des
d’'una distribucié citosolica uniforme cap a la periferia cel-lular formant

agregats.

Aixi aquests dos adenovirus constitueixen eines molt Utils. El primer, per
I'estudi de lI'impacte metabolic de la GS sobre el metabolisme del glicogen,
tant en hepatocits en cultiu com en d‘altres tipus cel-lulars. En canvi
I’'adenovirus que codifica per a la proteina de fusi6 GFP/RLGS sera de gran
utilitat per a l'estudi de la translocacié de la GS i la relaci6 amb la seva
activitat. Permetra fer estudis de localitzacio de la proteina en diferents

sistemes cel-lulars i diferents condicions metaboliques.
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CONTROL COMPARTIT DE LA SINTESI DE GLICOGEN
ENTRE LA GLICOGEN SINTASA I LA GLUCOQUINASA

2.1 INTRODUCCIO:

Estudis previs realitzats en el nostre laboratori havien permes determinar
que la sobreexpressié de GK, pero no la de HK I, conduia a I'acumulacié de
glicogen en hepatocits encara que, també implicava un augment important en
la produccié de lactat (Seoane et al 1996). Aixi doncs, l'increment de la Glu 6-
P procedent de I'accié de la GK era capac d’estimular en aquestes céel-lules tant
I'acumulacié de glicogen com la glucolisi. Un primer objectiu que ens varem
plantejar, era determinar com estava distribuit, en hepatocits, el control del

metabolisme del glicogen entre la GK i la GS.

A tal fi es van utilitzar els adenovirus recombinants que codifiquen per la GS
hepatica de rata i la GK per a sobreexpressar aquests dos enzims, en
hepatocits de rata en cultiu, de manera combinada o bé independent per a

cadascun d’ells.

Hem trobat que la sobreexpressio de la GS en hepatocits en cultiu de rata
té un impacte metabolic restringit a I'acumulacid de grans quantitats de
glicogen en preséncia de glucosa. La sobreexpressi6 GK comporta un
increment en els nivells de Glu 6-P, que es tradueix en un notable increment
en les vies de sintesi de glicogen i glucolisi. L'efecte sobre la sintesi de
glicogen es additiu quan es sobreexpressa alhora la GK i la GS, evidéncia que

suggereix |'existéncia d'un mecanisme de control compartit.

53



Resultats: Capitol 2

2.2 RESULTATS:

2.2.1 Activitat GS, activitat fosforiladora de glucosa i GP en

hepatocits que sobreexpressen la RLGS.

En els experiments descrits en aquest capitol es va utilitzar una multiplicitat
d’infeccié de 10 per lI'adenovirus AACMV-RLGS. Aquesta dosis virica portava a
uns nivells d’activitat GS total (mesurada en presencia de 6,6 mM Glu 6-P)

d’unes 18 mU/10° cél-lules, tal i com s’ha descrit en el capitol anterior.

A vegades, la sobreexpressido d’'una determinada proteina pot comportar
com a resultat, l'alteracié dels nivells d’expressié d’algun enzim relacionat. Per
exemple, la sobreexpressié de la GP de muscul de conill mitjancant adenovirus
comporta un increment en els nivells totals de GS (Baqué et al 1996), en
fibres musculars. De forma similar, ratolins transgenics que sobreexpressen la
isoforma muscular de la GS mostren nivells incrementats de GP en les fibres
musculars (Azpizu et al 2000 i Manchester et al 1996). Sembla doncs que
existeixen mecanismes encaminats a mantenir un equilibri entre els nivells de
GS i GP.

Per aix0 vam estudiar si la sobreexpressiéo de GS hepatica en hepatocits
en cultiu afectava I'expressié de la proteina GP. L'analisi densitometrica del
Western blot, utilitzant un anticos contra la GP hepatica, va revelar que els
nivells de la proteina GP es mantenien constants, independentment dels nivells
de GS.

També vam mesurar la capacitat fosforiladora de glucosa dels hepatocits
que sobreexpressaven la GS. Les activitats GK i HK mesurades eren constants,
independentment de la sobreexpressido de la GS hepatica (Taula 1). D’altra
banda, els hepatocits tractats amb |'adenovirus AACMV-GK a una multiplicitat
d'infeccié de 4 mostraven un increment de 3 vegades el valor d’activitat GK

dels hepatocits control perd no s’alteraven els nivells d’'HK (Taula 1).
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Figura 1 Western blot de GP.
Els hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-RLGS a una multiplicitat d’infeccié de 5,

i 10, o amb una dosi Unica de I’'AdCMV-Bgal a una multiplicitat d'infeccié de 10 tal i

com es descriu en el capitol de materials i métodes. Després de 16 hores en DMEM

sense glucosa, les cél-lules es van incubar durant 2 hores amb glucosa a 25 mM.

Les cel-lules van ser recuperades i en els homogenats es van analitzar per Western

blot els nivells de proteina, utilitzant un anticos contra la RLGP i un anticos comercial

contra actina.

AdCMV-BGAL
RLGP -
ACTINA -

AdCMV-RLGS
m.o.i 5 m.o.i 10
| — S
— e
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Taulal L'activitat GK i HK en hepatocits que

sobreexpressen la RLGS, GK i la combinaciéo RLGS/GK.

Els hepatocits van ser tractats amb I'’AdCMV-RLGS, amb [|'AdCMV-GK, amb
I’AdCMV-RLGS més I'’AdCMV-GK o bé es van deixar sense tractar. Després de 16
hores en DMEM sense glucosa, els hepatocits van ser incubats durant 2 hores a 25
mM glucosa. Les cel-lules van ser descongelades i es va mesurar |'activitat de la GK
i la HK segons esta descrit als materials i métodes. L’activitat s’expressa en mU/10°
ceél-lules. Les dades representen les mitjanes + la S.E.M. de vuit experiments
independents per I’AdCMV-RLGS i hepatocits no tractats. Les dades representen les
mitjanes * la S.E.M. de sis experiments independents per I'AdCMV-GK i la
combinacié AdCMV-RLGS/GK.

GK HK
(mU/10° cél-lules) (mU/108 cél-lules)
No tractats 12.0 £ 1.8 4.5 + 0.6
AdCMV-GK 38.6 =+ 5.3 3.6 £ 0.3
AdCMV-RLGS 13.5+ 1.6 5.0 £ 0.7
AdCMV-RLGS/GK 41.9 £ 5.7 3.4 £ 0.2
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2.2.2 Activitat GS en hepatocits que sobreexpressen la RLGS,
la GK o ambdues (RLGS/GK).

L’activitat total de I'enzim GS, en hepatocits de rata en cultiu, era 3,0+0,3
mU/10° de cél-lules. Quan es sobreexpressava la GK en hepatdcits aquesta
activitat total no es veia alterada. Ara bé, quan els hepatocits es tractaren
amb I'AdCMV-RLGS els nivells d’activitat total de GS s’incrementaven de

I'ordre de 6 vegades, arribant a nivells de 18,5+1,4 mU/10° de cél-lules.

En aquests experiments no podiem utilitzar la tradicional relacié d’activitats,
en preséncia o abséncia de Glu 6-P, per mesurar els canvis en la capacitat de
la cél-lula per sintetitzar glicogen, ja que els nivells de GS total eren diferents
en els hepatocits infectats amb I’AdCMV-RLGS dels altres que no havien estat
infectats. Es per aix0, que varem utilitzar la concentracié de GS activa

(activitat mesurada en absencia de Glu 6-P).

La incubacié amb glucosa dels hepatocits de rata en cultiu comportava
I'activacié de la GS endogena. La GS sobreexpressada també s’activava en
resposta a la glucosa, de manera que es van incrementar els nivells d’activitat
mesurada en abséncia de Glu 6-P aixi que s‘augmentava la concentracié de
glucosa en el medi. Els nivells de GS activa que s’assolien eren
aproximadament 4 vegades més alts en les cel-lules tractades amb I'’AdCMV-
RLGS respecte les cel-lules control no tractades (Fig. 2). En els hepatocits que
sobreexpressaven la GK, els nivells de sintasa activa incrementaven de |'ordre
de 3 vegades, tal i com s’havia descrit anteriorment (Seoane et al 1996).
Quan s'utilitzaven els dos adenovirus alhora, s’aconseguien nivells de GS
activa de |'ordre de 9 vegades superiors als que s’observaven en hepatocits no

tractats.

57



Resultats: Capitol 2

Figura 2 Efectes de la glucosa sobre I'activacio de la GS

Els hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-RLGS (), amb I'AdCMV-GK (O), amb
I’AdCMV-RLGS més I'’AdCMV-GK ([O) o bé es van deixar sense tractar (o) seguint el
protocol descrit en els materials i metodes. Després de 16 hores en DMEM sense
glucosa, els hepatocits van ser incubats durant 2 hores amb glucosa a diferents
concentracions. Les cél-lules van ser recuperades i es va mesurar en els homogenats
I'activitat GS. La GS activa es va mesurar en abséncia de Glu 6-P. Les dades
representen les mitjanes * la S.E.M. de vuit experiments independents per ’AdCMV-
RLGS i hepatocits no tractats. Les dades representen les mitjanes = la S.E.M. de sis
experiments independents per I'AdCMV-GK i la combinaci6 AdCMV-RLGS/GK. Les
lletres indiguen la significancia estadistica als segients nivells: a, p< 0,01, b, p<
0,001 Per comparacions entre hepatocits tractats amb I’AdCMV-RLGS i el grup control
no tractat. La lletra ¢, p< 0,001 Per comparacions entre els hepatocits tractats amb
I’AdCMV-GK i hepatocits no tractats. La lletra d, p< 0,001 i e, p< 0,001 per
comparacions entre hepatocits tractats amb la combinacié AACMV-GS/GK i hepatocits
control o bé tractats amb I’AdCMV-GK.
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2.2.3 Acumulacié de glicogen en resposta a glucosa en
hepatocits que sobreexpressen la RLGS, la GK o ambdues

(RLGS/GK).

En absencia de glucosa els hepatocits acumulaven nivells molt baixos de
glicogen, estiguessin o no tractats amb I'AdCMV-RLGS. Quan s‘incubaven les
cel-lules dues hores en presencia de dosis creixents de glucosa, els hepatocits
incrementaven els nivells de glicogen acumulat de forma dependent de la
concentracié de glucosa en el medi d’incubacié. Aquest comportament es
produia tant si els hepatocits sobreexpressaven la GS, com si es tractava
d’hepatocits control. Perd, quan els hepatocits sobreexpressaven la GS, els
nivells de glicogen que acumulaven eren aproximadament de 4 vegades els
dels hepatocits no tractats. A la dosi de 25 mM glucosa els hepatocits que
sobreexpressaven la GS hepatica arribaven a acumular nivells de glicogen

propers a 200 ug de glicogen/10° de cél-lules (Fig. 3).

Com ja ha estat descrit anteriorment el tractament dels hepatocits en cultiu
amb I'AdCMV-GK també portava a un augment en I'acumulacié de glicogen. En
aquest cas, un augment d’unes 2,5 a 3 vegades en els nivells d’expressié de
I'enzim portava a un increment en els nivells de glicogen acumulats de l'ordre
de 3 vegades. S’arribava a nivells de 170 pg de glicogen/10° de cél-lules,

després de dues hores d’incubacié a 25 mM glucosa (Fig. 3).

Quan es van coexpressar els dos enzims alhora, es va observar un efecte
additiu pel que fa a la acumulacié de glicogen que conduia, quan s’incubava
amb concentracions de glucosa de 10 o 25 mM, a un increment de fins a sis
vegades respecte els hepatocits control. Després de dues hores d’incubacié
amb una concentracié de glucosa de 25 mM, els nivell de glicogen que assolien
aquests hepatocits tractats amb tots dos adenovirus arribava a 300 pg de

glicogen/10° de cél-lules (Fig. 3), dada comparable als nivells de glicogen que
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es trobaven en el fetge de les rates alimentades ad libitum (Berman et al
1998).

Figura 3 Efectes en I'acumulacié del glicogen de Ia

sobreexpressio de la GS, GK o d’ambdues (GK/GS)

Els hepatocits van ser tractats amb I'AdCMV-RLGS (), amb I'AdCMV-GK (), amb
I’AdCMV-RLGS més I'’AdCMV-GK ([0) o bé es van deixar sense tractar (o) seguint el
protocol descrit en els materials i méetodes. Després de 16 hores en DMEM sense
glucosa, els hepatodcits van ser incubats durant 2 hores amb glucosa a diferents
concentracions. Les cél-lules van ser descongelades i s’hi va mesurar el contingut de
glicogen. Les dades representen les mitjanes + la S.E.M. de vuit experiments
independents per I'’AdCMV-RLGS i hepatocits no tractats. Les dades representen les
mitjanes £ la S.E.M. de sis experiments independents per I'AdCMV-GK i la
combinacié AdCMV-RLGS/GK. Les lletres indiquen la significancia estadistica als
segients nivells: a, p< 0,01, b, p< 0,001 per les comparacions entre les cél-lules
tractades amb I'AdCMV-RLGS i el grup control no tractat. La lletra ¢, p< 0,001 per
comparacions entre el grup tractat amb I'’AdCMV-GK i el grup control no tractat. Les
lletres d, p< 0,001 i e, p< 0,001 Per les comparacions entre les cél-lules tractades
amb la combinaci6 AdCMV-GS/GK i el grup control o bé el grup tractat amb
I’AdCMV-GK.
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2.2.4 Nivells de Glu 6-P i UDP-Glu en hepatocits que
sobreexpressen la RLGS, la GK o ambdues (RLGS/GK).

La Glu 6-P és el metabolit clau en la via de sintesi del glicogen. Per una
banda, esta en equilibri amb la glucosa 1-fosfat, el precursor de I'UDP-Glu.
Aqguest Ultim, és el substrat de la GS ja que actua com a donador del grup
glucosil en I'allargament de la molecula de glicogen. Per l'altra, la Glu 6-P és
un activador al-lostéric de la GS, i, el queé encara és més important, estimula
I'activacié covalent i permanent de la GS per desfosforilacid (Villar-Palasi i
Guinovart 1997).

Per comprovar si la sobreexpressio de la GS afectava els nivells dels
precursors de la sintesi de glicogen, varem mesurar els nivells de Glu 6-P i els
d’'UDP-Glu, tant en hepatocits de rata tractats amb I'’AACMV-RLGS com no
tractats, en presencia de glucosa. Els resultats mostraven que I'acumulacié de
grans quantitats de glicogen en hepatocits que sobreexpressen la GS de fetge
s'esdevenia sense alterar o afectar els nivells intracel-lulars d’aquests
metabolits. Els nivells de Glu 6-P incrementaven de manera dosi depenent
respecte la glucosa del medi (Fig. 4), mentre els nivells d'UDP-Glu no es veien
alterats a cap concentracié de glucosa (Fig. 5). Tanmateix, podiem dir que no
hi havia diferéncies significatives entre el comportament dels hepatocits no

tractats i aquells que sobreexpressaven la GS.

Per altra banda, la sobreexpressié de la GK, en hepatocits de rata en cultiu,
portava a un increment important dels nivells de Glu 6-P. En canvi, no
s'observava cap canvi significatiu en els nivells d'UDP-Glu. Quan es combinava
la sobreexpressio de la GK i la GS, en hepatocits en cultiu, ni els nivells de Glu
6-P ni els nivells d'UDP-Glu es veien significativament alterats respecte aquells

gue es van obtenir en hepatocits no tractats (Fig. 4 i Fig. 5).
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Figura 4 Efecte sobre els nivells de Glu 6-P de Ia
sobreexpressido en hepatocits de rata en cultiu de l'activitat

GS, GK i la seva combinacio (GS/GK).

Els hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-RLGS (m), amb I'AdCMV-GK (A), amb
I’AdCMV-RLGS més I'’AdCMV-GK (e) o bé es van deixar sense tractar (o) seguint el
protocol descrit en els materials i métodes. Després de 16 hores en DMEM sense
glucosa, els hepatocits van ser incubats durant 2 hores amb glucosa a diferents
concentracions. Les cél-lules van ser recuperades i es va mesurar la concentracio
intracel-lular de Glu 6-P. Les dades representen les mitjanes + la S.E.M. de vuit
experiments independents per I'’AdCMV-RLGS i hepatocits no tractats. Les dades
representen les mitjanes * la S.E.M. de sis experiments independents per I'’AdCMV-
GK i la combinacio ACMV-RLGS/GK. Les lletres indiquen la significancia estadistica
als seguents nivells: a, p< 0,01, b, p< 0,001 Per comparacions entre els hepatocits
tractats amb I’AdCMV-GK i els tractats amb la combinacié AdCMV-GK/GS o bé els

hepatocits no tractats.
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Figura 5 Efecte sobre els nivells de UDP-Glu de Ila
sobreexpressio en hepatocits de rata en cultiu de I'activitat GS,

GK i la seva combinacié GS/GK

Els hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-RLGS (), amb I'AdCMV-GK (), amb
I’AdCMV-RLGS més I'AdCMV-GK () o bé es van deixar sense tractar (o) seguint el
protocol descrit en els materials i métodes. Després de 16 hores en DMEM sense
glucosa, els hepatocits van ser incubats durant 2 hores amb glucosa a diferents
concentracions. Les cél-lules van ser recuperades i es va mesurar la concentracié
intracel-lular de UDP-Glu. Les dades representen les mitjanes £ la S.E.M. de vuit
experiments independents per I’AdCMV-RLGS i hepatocits no tractats. Les dades
representen la mitja £ la S.E.M. de sis experiments independents per ’'AdCMV-GK i
la combinacio AACMV-RLGS/GK.
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2.2.5 Produccio de Lactat en hepatocits que sobreexpressen la
RLGS, la GK o0 ambdues (RLGS/GK).

Per estudiar si la sobreexpressid afectava o no la via glucolitica es va
mesurar la produccié de lactat. La quantitat de lactat que s’alliberava al medi
augmentava amb la concentracié de glucosa, ara bé, aquests valors no eren
significativament diferents entre els hepatocits no tractats i aquells que

sobreexpressaven la GS (Fig. 6).

Per contra, la sobreexpressid de la GK provocava un augment significatiu en
el nivell de lactat alliberat al medi. Aquest augment era comparable al que es
produia quan es sobreexpressaven la GS i la GK de manera concomitant (Fig.
6).
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Figura 6 Efecte sobre la producci6 de lactat de Ia
sobreexpressio en hepatocits de rata en cultiu de l'activitat

GS, GK i la seva combinacio (GS/GK).

Els hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-RLGS (), amb I'’AdCMV-GK (), amb
I’'AdCMV-RLGS més I'AdCMV-GK () o bé es van deixar sense tractar (o) seguint el
protocol descrit en els materials i metodes. Després de 16 hores en DMEM sense
glucosa, els hepatocits van ser incubats durant 2 hores amb glucosa a diferents
concentracions. Les cel-lules van ser recuperades i la produccié de lactat es va
mesurada en el medi. Les dades representen les mitjanes * la S.E.M. de vuit
experiments independents per I'AdCMV-RLGS i hepatocits no tractats. Les dades
representen les mitjanes * la S.E.M. de sis experiments independents per I'AdCMV-
GK i la combinacio AACMV-RLGS/GK.
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2.3 DISCUSSIO

En aquest capitol s’ha estudiat el control de la biosintesi hepatica de
glicogen. Generalment s’accepta que la GS és |I'enzim limitant d’aquest procés.
Els resultats presentats en aquest capitol demostraven que tant la GK com la
GS estaven implicades en el control de la biosintesi de glicogen en els
hepatocits, de tal manera que la GK controlava |'estat d’activacio de la GS per

la via dels nivells de Glu 6-P.

La sobreexpressié només de la GS provocava un increment en els nivells de
la GS activa, induit per l'activitat GK endogena. Aquest fenomen es produia al
tenir més substrat disponible per a la desfosforilacido depenent de Glu 6-P de la
GS per part de les fosfatases. Quan se sobreexpressava la GK es produia un
augment en els nivells de Glu 6-P, aquests portaven a una major activacio de
la GS endogena. Quan sobreexpressavem tots dos enzims alhora, teniem una
combinacid dels dos efectes. Podem dir que |'efecte positiu de la Glu 6-P sobre
la acumulacié de glicogen no es devia a un efecte push per l'increment de la
concentracié de substrat, ja que els nivells de I'UDP-Glu no estaven
augmentats significativament en els hepatocits que sobreexpressen la GK. Un
increment en els nivells de Glu 6-P produits per la GK facilitava la
desfosforilacié de les molecules de GS i per tant, incrementava els nivells de
GS activa que, per la seva banda, estiraven el substrat cap a glicogen (efecte
Pull).

Els nostres resultats confirmaven que la concentracié de GS activa era el
factor clau en la sintesi del glicogen. Quan la glucosa era utilitzada com a
substrat, aquesta concentracio venia determinada pels nivells totals de GS i de
GK.

Una vegada conegut qualitativament el mecanisme de control de la sintesi

de glicogen en hepatocits ens varem plantejar estudiar-lo des d’un punt de

vista quantitatiu. Per aquest fi, varem calcular el coeficient de control de la GS
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en diferents condicions metaboliques. El coeficient de control és un valor que
ens indica la contribucié d'un enzim sobre el flux de la via quan es produeix
una variacid dels seus nivells de proteina o activitat. Aixi, el coeficient de
control de la GS el podriem comparar amb el valor que es coneixia per a la GK

i gue se sap que a baixa glucosa és positiu i superior a 1, és a dir determinant
en la via que participa.
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Resultats: Capitol 3
COEFICIENT DE CONTROL DE LA GS EN LA SINTESI DE
GLICOGEN EN HEPATOCITS

3.1 INTRODUCCIO

En aquest capitol es va quantificar el control que exerceix la GS en la sintesi
de glicogen, determinant el coeficient de control d'aquest enzim. Aquest
parametre és una mesura de la variacié del flux quan hi ha una variacié en els
nivells o bé de proteina o bé d’activitat enzimatica (Kacser i Burns 1973 i Fell
1992).

La sobreexpressié en hepatocits de diferents enzims mitjancant adenovirus
recombinants ha permeés aconseguir un ampli espectre d’expressido de les
diferents proteines, i per tant ha esdevingut una eina molt util pel calcul del
seu coeficient de control (de la Iglesia et al 2000, Aiston et al 2001). En
aquest capitol, es van utilitzar els adenovirus recombinants per a
sobreexpressar de manera controlada la isoforma hepatica de la GS en

hepatocits en cultiu.
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3.2 RESULTATS

3.2.1 Sobreexpressio de la GS en hepatocits en cultiu:

Canvis en la relacio d’activitats.

L’'objectiu d’aquest estudi era calcular el coeficient de control de la GS en la
sintesi de glicogen a partir de glucosa mitjancant la sobreexpressié de I'enzim.
A tal fi, es van utilitzar un ventall de dosis de I'adenovirus AACMV-RLGS per
assolir nivells de I'enzim d’interés d’entre 2 a 10 vegades els nivells endogens.
L’activitat de la GS es va mesurar en absencia (forma activa) o en preséncia
(activitat total) de Glu 6-P. La sobreexpressié de la GS condui a un increment
fraccional menor en els nivells de GS activa (mesurada en abséncia de Glu 6-
P) que no pas en lactivitat total quan els hepatocits s'incubaven a una
determinada dosi de glucosa. Com a resultat es va observar un marcat
descens en la relacié d’activitats entre la forma activa i la total (Fig. 1). Aixo
suggeria que l’'enzim sobreexpressat estava fosforilat en un grau superior que
en les cel-lules no tractades tot i que la concentracié catalitica de la forma

activa era més alta.

Figura 1 Evolucio de la relacié d’activitats GS a dosis creixents

de GS total en hepatocits.

Els hepatocits van ser tractats amb dosis creixents de I'’AdCMV-RLGS (no tractats,
5, 10, 20, 100 ul del mateix stock viral) seguint el protocol descrit en els materials
i metodes. Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, els hepatocits van ser
incubats durant 2 hores amb glucosa a diferents concentracions: 25 mM (1) i 7,5
mM (o). Les cél-lules van ser descongelades i s'hi va mesurar el contingut de GS en
presencia i abséncia de Glu 6-P. Les dades representen les mitjanes + la S.E.M. de

sis experiments independents
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3.2.2 Determinacio del coeficient de control de la GS.

La Fig. 2 mostra els efectes de l'increment en els nivells de GS sobre la
incorporacié de glucosa al glicogen en hepatocits (mesurat mitjancant la
incorporacid de glucosa radioactiva marcada uniformement amb '*C),
expressat en funcié dels nivells de GS total (Fig. 2B) o de l'activa (Fig. 2A). El
coeficient de control de la GS sobre la sintesi de glicogen es va determinar
calculant el pendent d'una representacié doble logaritmica dels valors de
sintesi de glicogen (flux metabolic (J)) enfront de la concentracid catalitica de
la GS total o de la forma activa (Fig. 2, Bb i Aa). Les cel-lules es van incubar
amb glucosa a baixa (7,5 mM) o a alta concentracié (25 mM) i també, amb
glucosa a 7,5 mM en presencia de sorbitol a una concentracié de 200 uM. En
aquesta ultima condicid, el sorbitol actuava estimulant la sortida de la GK del
nucli (Agius et al 1996). El coeficient de control de la GS, que representa el
canvi fraccional en el flux com a resultat d’un petit canvi fraccional en el nivell

d’activitat de I’enzim o en la seva concentracid, va

Figura 2 Sintesi de glicogen en funcié de la concentracio

catalitica de GS activa o total.

El tractament dels hepatocits fou el mateix que en la figura 1 d'aquest capitol. Es
van mesurar els nivells de sintesi de glicogen i I'activitat GS activa en absencia de
Glu 6-P (A) i l'activitat GS total en preséncia de Glu 6-P (B) tal i com es descriu en
els materials i métodes. La gafica Aa i Bb sén la representacié doble logaritmica
dels valors de la grafica A i B respectivament. Les dades representen les mitjanes +

S.E.M per de sis experiments independents.

74



Resultats: Capitol 3

Sintesi de Glicogen

Sintesi de Glicogen
(nmol/2 h mg prot)

350
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
0 T T T T
1 2 3 4 5 6
Glicogen Sintasa Activa
(mU/mg prot)
350
300 -
=
o 250 -
o
o i
£ 200
<
N 150 -
g
£ 100
50 | EDD/D/E
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Glicogen Sintasa Total
(mU/mg prot)

75




Resultats: Capitol 3

Aa
3,0
>
©
8 20-
8
Q
£
5 10
(v
(@)
o
|
0,0 ‘
0,0 0,5 1,0
LOG GS Activa
Bb
3,0
)
0
°
:g 2.0 1
g D,]j‘jym
X
=
r 10-
[«})
e}
(O]
(@)
- |
0,0 1 1 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
LOG GS Total

76




Resultats: Capitol 3

ser significativament diferent si es calculava a partir dels nivells de GS activa o
total (Taula 1). En qualsevol cas, el valor que es va obtenir era positiu i elevat.
Com es pot veure, el coeficient que es va obtenir era més alt quan
s’expressava en relacié a la forma activa que no pas quan es feia amb la GS
total tal i com s’esperava de la disminucié de la relacié d’activitats quan es
sobreexpressava la GS. En presencia de glucosa a altes concentracions o de
glucosa a baixes concentracions i sorbitol es va obtenir un coeficient de control
per la forma activa de la GS que era superior a la unitat (1,6 £ 0,5, 1,7 £
0,9). En canvi a baixes concentracions de glucosa el coeficient de control
seguia essent positiu pero era sensiblement inferior al de les altres condicions
(1,1 £ 0,3). Tot i que els nivells de sintesi de glicogen eren superiors en
presencia de sorbitol o alta glucosa, els coeficients de control de la GS total,
determinats com el pendent maxim de la grafica de dobles logaritmes, eren

similars en les tres condicions d’incubacié (Fig. 2 i Taula 1).

Taula 1 Coeficients de control de la GS en la sintesi de

glicogen a partir de glucosa.
Els coeficients de control han estat calculats com el pendent de les grafiques doble
logaritme de la sintesi de glicogen enfront els nivells de GS total o activa de la

Figura 2. Les dades representen les mitjanes £ S.E.M per de sis experiments.

Coeficient Control (C;)

n Total Activa
7,5mM Glucosa 5 *0,6 £0,2 1,1+0,3
7,5mM Glucosa+Sorbitol 5 *0,8+0,2 1,6+0,5
25mM Glucosa 5 *1,2+0,9 1,7+0,9

* p<0,05, coeficients calculats per la forma total enfront de I'activa
El numero d’experiments va ser n. Els valors representen la mitja + SEM.
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3.2.3 Distribucié de la GP en hepatocits que sobreexpressen

diferents nivells de GS.

S'havia descrit amb anterioritat que la GP tenia un coeficient de control
elevat i negatiu en el control de la sintesi de glucosa. Per aixd es va mesurar
I'activitat de la GP en diferents situacions metaboliques i nivells d'expressio de
la GS. Voliem veure quin efecte tenia sobre el seu estat de fosforilacio i la seva
distribucié la sobreexpressié de la GS. Una sobreexpressié de la GS total que
no duplicava els nivells enddogens s’associaven a un increment en els nivells de
GS activa del 25-30% i amb una disminucié (25%) de l'activitat GP-a
mesurada en sobrenedants d'un pellet de 13.000 xg durant 6 minuts. Nivells
més alts de sobreexpressié de GS total s’associaven a un progressiu increment
en els nivells de GS activa perd no amb un descens de la GP-a (Fig 1 i 2).
Aqguests resultats suggerien que la sobreexpressié de la GS provocava la
inactivacié de la GP i semblaven descartar la possible competicié entre els dos
enzims per la maquinaria de desfosforilacié. Tanmateix voliem aprofundir en
I'estudi de I'activitat GP fent Us dels anticossos disponibles al laboratori, contra

la GP i la seva forma fosforilada (activa).

Figura 2 Evolucio de la relacio d’activitats GP a dosis creixents

de GS total en hepatocits.

Els hepatocits van ser tractats amb dosis creixents de I’AdCMV-RLGS (no tractats, 5,
10, 20, 100 ul del mateix stock viral) seguint el protocol descrit en els materials i
metodes. Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, els hepatocits van ser
incubats durant 2 hores amb glucosa a diferents concentracions: 25 mM () i 7,5
mM (o). Les cél-lules van ser descongelades i s'hi va mesurar el contingut de GS en
preséncia de Glu 6-P i I'activitat GP en sobrenedants d’una centrifugacié de 13.000 x
g tal i com es descriu en els materials i métodes. Les dades representen les mitjanes

+ la S.E.M. de sis experiments independents
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Quan es va mesurar mitjancant la técnica del Western blot com es distribuia
la GP entre les dues fraccions de la centrifugacié a 13.000 xg durant 6 minuts,
es va observar que la GP en presencia de glucosa 25 mM translocava d'una
fraccid soluble a una insoluble (Fig. 3). A més a més, la GP-a o forma
fosforilada de la GP, I'activitat de la qual disminuia a la fraccid de sobrenedant,
augmentava mesurada per Western blot a la fraccio del pellet. Quan
sobreexpressavem la GS, en hepatocits, es va observar com augmentaven els
nivells de la forma fosforilada de la GP, o GP-a, en comparacid6 amb les
cel-lules control no tractades (Fig. 3). Aquests resultats indicaven una possible
competencia entre la GS i la GP pels llocs de desfosforilacié i una translocacio

de la GP per glucosa a una fraccid insoluble on es trobava el glicogen.
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Figura 3 Western blot de GP I GPa.
Els hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-RLGS amb una dosi Unica de 100 pl

com es descriu en el capitol de materials i métodes. Després de 16 hores en DMEM
sense glucosa, les cel-lules es van incubar durant 2 hores amb glucosa a 25 mM.
Les cel-lules van ser recuperades i en els homogenats es van analitzar per Western
blot els nivells de proteina, utilitzant un anticos contra la RLGP i un anticos contra la
GP-a (contra el residuu fosforilat en Ser!?), figura A. Es van carregar 10 ug en tots
els pous i es va utilitzar com a control intern un anticos comercial contra actina. La
grafica B mostra l'analisis densitomeétric de les bandes corresponents a GP-a en
condicions de glucosa 25 mM en cel-lules tractades amb el virus i no tractades de
tres experiments (Unitats arbitraries).

* p<0,05 respecte els nivells de GP-a de les cél-lules no infectades

Glucosa 0 mM Glucosa 25 mM
No tractats AdCMV-RLGS No tractats AdCMV-RLGS
M H S P M H S P M H S P M H S P
—— — — — — — ACTINA — — — — — —
No tractats AdCMV-RLGS No tractats AdCMV-RLGS
M H S P M H S P M H S P M H S P
T T GP-a —_—— T -———
— — — — — — ACTINA . — —

M (Marcador) H (Homogenat) S (Sobrenedant) P (Pellet)
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3.3 DISCUSSIO

Els nostres resultats van confirmar quantitativament el paper clau de la GS
en el control de la sintesi de glicogen hepatic. Es va determinar que la GS
tenia un elevat coeficient de control sobre la sintesi de glicogen tot i que
depenia de si el es mesurava en relacié a la forma activa o a total de I'enzim.
La GS activa (aquella responsable de la sintesi de glicogen) tenia un coeficient
de control positiu i superior a 1. Aix0 implicava segons la teoria del control
metabolic que la GS tenia un paper important en el control i la regulacié de la
sintesi de glicogen. Cosa que no havia d’estranyar en veure que el coeficient
de control de la GP també és molt elevat i negatiu en condicions de sintesi de
glicogen (Aiston et al 2001). Cal recordar que la suma de coeficients de
control d’una via metabolica segons la teoria del control metabolic és 1
(Kacser i Burns 1979).

El coeficient de control de la GS en la sintesi de glicogen a partir de glucosa
és elevat al igual que el de la GK (de la Iglesia et al 2000). Ara bé, aquests
dos enzims presenten un coeficient de control diferent a alta o a baixa glucosa
de tal manera que en unes circumstancies el control sobre la sintesi de
glicogen recau majoritariament en la GS i en d'altres sobre la GK. En
particular, el control exercit per la GK és a través de la regulacié dels nivells
totals de I’enzim a baixes concentracions de glucosa. El flux de la GK no esta
alterat per canvis en els metabolits que hi ha al seu darrera (Aiston et al
1999). Per aixo0, el control és exercit a través de la seva unié i retencié al nucli
(de la Iglesia et al 2000). En aquestes condicions de baixa glucosa, el control
sobre la sintesi de glicogen recau sobre la GK i I'exercit per la GS és menor. En
canvi, a alta glucosa o baixa glucosa amb sorbitol (estimulador de la sortida de
GK del nucli) el control sintesi de glicogen a partir de glucosa recau sobre la
GS la qual juga un paper molt important, en canvi, la GK passa a ser
secundaria al trobar-se majoritariament en forma lliure en el citosol. El fet que
s’obtingués un valor diferent a alta i baixa glucosa podia ser modulat per la

diferent localitzacid subcel-lular de la GS (capitol 1) o de la GK (de la Iglesia et
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al 1999) a les diferents condicions. La GP, per altra banda, presenta un elevat
coeficient de control sobre la sintesi de glicogen encara que en direccié
oposada al de la GK i la GS. El control exercit per la GP és via canvis en el seu
estat d’activacio (Aiston et al 2001).

La sobreexpressié de la GS conduia a un increment en la quantitat total
d’activitat GS. Aquest increment en la quantitat de GS total no implicava un
increment paral-lel en els nivells de GS activa. Tanmateix, en preséncia de
glucosa aquest monosacarid induia un increment en els nivells de GS activa tot
i que, no s'assolia la proporcié en les relacié d'activitats GS (-Glu 6-P/+ Glu 6-
P) que s'observava en els hepatocits control. Quan es mesuraven els nivells de
GP-a (fosforilada) per Western blot, també veiem que estaven incrementats
en hepatocits que sobreexpressaven la GS respecte dels controls. Aixo
semblava indicar que tots dos enzims competien per la mateixa maquinaria de
desfosforilacié. La sobreexpressido d'un d’ells podia causar la saturacié de la
mateixa i en conseqliencia l'activacié de l'altre enzim. La subuntiat reguladora
de fosfatases, PTG (protein targeting to glycogen), presenta un domini d’unid
al C-terminal per la GS i la GP, era per aix0 que es proposava que els dos
enzims necessitaven interaccionar amb aquesta proteina per a ser en un cas

activat i en l'altre desactivat per desfosforilacié.

A més a més, I'augment en la capacitat de I’'hepatocit d’acumular glicogen en
resposta a glucosa, per efecte de l'increment en l'activitat GS, anava
acompanyat d’una translocacié de la GP. Es va descriure que la GP hepatica
translocava d’una fraccido de sobrenedant de 13.000 xg al pellet en preséncia
de glucosa. A més a més es va observar que aquest enzim translocat es
trobava fosforilat i per tant en forma activa. Probablement I'enzim estava
disposat per degradar glicogen rapidament quan els nivells de glucosa

baixessin per sota d’'un determinat llindar.
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LA ISOFORMA HEPATICA DE LA GLICOGEN SINTASA
PERO NO LA MUSCULAR ES CAPAC DE DIFERENCIAR
ENTRE LA GLUCOSA 6-FOSFAT PRODUIDA PER LA
GLUCOQUINASA DE LA HEXOQUINASA.

4.1 INTRODUCCIO:

S’havia descrit que la Glu 6-P de la GK era capacg d’estimular millor I'activacio
de la GS que no pas quan aquest metabolit era sintetitzat per la HK I (Seoane
et al 1996). En aquest capitol es va intentar aprofundir en el coneixement de
la possible relacié existent entre les diferents activitats fosforiladores de
glucosa presents en hepatocits i la GS hepatica i muscular. Els hepatocits, que
havien estat fins a aguest moment el nostre model, no eren adequats per a fer
aquest estudi ja que tenien elevats nivells de GK i d'Hexokinasa I (HK I) i no

ens permetien diferenciar I'efecte d’'un enzim o de |'altre.

En aquest estudi es van aprofitar les caracteristiques de la linia cel-lular FTO-
2B d’hepatoma de rata per demostrar que la isoforma hepatica de la glicogen
sintasa (LGS), perd no la muscular (MGS), era capac de diferenciar entre la
Glu 6-P produida per la GK de la HK. En canvi la isoforma muscular era capag
d’activar-se i sintetitzar glicogen en resposta a glucosa, independentment de

quin tipus d’HK hi havia en les cél-lules.

La linia cel-lular FTO-2B d’hepatoma de rata presenta un fenotip hepatic molt
diferenciat (Zvibel et al 1998 i Killary et al 1984), aquestes cel-lules expressen
gens caracteristics del fetge, com és ara l'albimina i el receptor d'IGF II.
Tanmateix, les cel-lules FTO-2B no expressen GK, pero, per contra, expressen
nivells alts d’'HK I (Valera et al 1994). L'expressid mitjancant retrovirus de la

GK en aquesta linia cel-lular va restaurar la capacitat de les mateixes per
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sintetitzar glicogen. En aquest article es suggeria que lI'increment en els nivells
de Glu 6-P eren els responsables per l'increment en la deposicid de glicogen
(Valera et al 1994).
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4.2 RESULTATS:

4.2.1 Caracteritzacio de les cel-lules FTO-2B.

El fenotip de les cel-lules FTO-2B és el més similar als hepatocits d’entre
totes les linies cel-lulars d’hepatoma (Zvibel et al 1998). Aquestes cel-lules
expressaven nivells no detectables de GK tant si es mesurava l'activitat (Taula
1) com si es determinava la proteina (Fig. 1B, linia i) perd presentaven nivells
alts d’'HK I (fig. 1A, linia i i Taula 1). Aquestes dues observacions estaven
d’acord amb resultats previs (Killary et al 1984 i Valera et al 1994). Les
cel-lules FTO-2B, uUniques entre les linies cel-lulars de tumors hepatics,
expressaven la isoforma hepatica de la GS (Fig. 1C, linia i), inclos a nivells
més alts que els hepatocits en cultiu (Taula 1), i no expressaven quantitats
detectables de MGS (Fig. 1D, linia i).

Taula 1 Activitats HK I, GK i GS total i activa en les cél-lules
FTO-2B que sobreexpressen HK I, GK, LGS i MGS.

Les cel-lules es van tractar amb adenovirus que codificaven per les diferents
proteines indicades a la taula i posteriorment, incubades durant 24 hores amb
DMEM amb 10 mM glucosa. Després el medi es substituia per DMEM sense
glucosa i es continuava la incubacié de 12 a 14 hores. Seguidament, les cél-lules
van ser incubades durant dues hores amb medi que contenia glucosa a 25 mM i
es van recollir per mesurar |'activitat HK I, GK i GS total, tal i com es descriu als
materials i meétodes. Les dades representen les mitjanes + S.E.M per de sis
experiments. Les dades que es presenten d’hepatocits en cultiu sén per comparar

i estan extretes de la referéncia Gomis et a/ 2000.
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HK I

GK

(mU/mg prot) (mU/mg prot)

Total GS

(mU/mg prot)

Hepatocits en Cultiu
AdCMV-GFP
AdCMV-HK I
AdCMV-GK
AdCMV-LGS
AdCMV-LGS/HK I
AdCMV-LGS/GK
AdCMV-MGS
AdCMV-MGS/HK 1

AdCMV-MGS/GK

4,5 + 0,6
8,2+ 1,6
44,7 + 3,2
9,2+ 1,8
9,4 + 1,8
49,4 £ 5,7
7,2+ 0,9
8,2+ 1,6
55,6 + 0,9

6,3+0,9

12,0 + 18
0,3+ 0,1
0,8+ 0,2
12,2 + 2,2
1,0 £ 0,4
1,2 £0,3
13,6 £ 3,3
0,6 + 0,3
1,2 £0,2

9,6 £2,3

3,1+0,2
9,9+ 1,8
10,4 + 1,8
11,5+ 1,6
33,8 + 3,5
22,4 + 2,4
26,7 + 2,8
24,3 + 3,6
23,4 + 2,5

30,1 5,5
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4.2.2 Sobreexpressio de la HK I, la GK, la LGS i la MGS

mitjancant adenovirus.

La sobreexpressié de proteines mitjancant adenovirus recombinants és molt
eficient en cél-lules FTO-2B. Quan es va fer servir I’AACMV-GFP com a control
a una multiplicitat d’infeccié de 5, més del 95 % de les cél-lules tractades amb
I'adenovirus expressaven la GFP, detectada mitjancant microscopia de

fluorescencia.

La infeccid de les cel-lules FTO-2B amb I’"AdCMV-HK I va produir un increment
de 5 vegades en els nivells d’activitat i de contingut de la proteina HK I (Fig.
1A, linies i-ii i taula 1). Quan es va infectar amb I'’AdCMV-GK, |'activitat GK en
les cel-lules infectades arribava a nivells similars a aquells que es van trobar
en hepatocits en cultiu (Taula 1). També es va comprovar la seva expressid
per Western Blot (Fig. 1B, linia ii). Les cél-lules infectades amb I'AdCMV-LGS
van mostrar un increment de 3 vegades en l'activitat total GS (Taula 1).
Aquest increment era consistent amb l'increment en el contingut de proteina
analitzat per Western Blot (Fig. 1C, linies i-ii) amb un anticos especific contra
LGS de rata (L;). De manera analoga, la MGS es va sobreexpressar en les
cél-lules FTO-2B al infectar-les amb I’AdCMV-MGS assolint uns increments de 3
vegades en |'activitat total GS (Taula 1). La preséncia de la isoforma muscular
també es va detectar per Western Blot, utilitzant anticossos especifics contra
la MGS (Fig. 1D, linia ii). La multiplicitat d’infeccié (m.o.i.) utilitzada en tots
aquests casos va ser de 5, excepte per lI'adenovirus AACMV-HK I on es va
utilitzar una multiplicitat d’infeccid de 10 a fi d’‘obtenir uns nivells
intracel-lulars de Glu 6-P similars als que es van obtenir en la infecci6 amb
I’AdCMV-GK.

Les cél-lules FTO-2B també van ser coinfectades amb I’AdCMV-LGS més
L’AdCMV-HK I o I’AdCMV-GK, i coinfectades amb I'’AdCMV-MGS més I’AdCMV-
HK I o I'AdCMV-GK. En els experiments de doble infeccid, tant els nivells

d’activitat HK I, GK i activitat total GS com els de proteina (mesurats per
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Western Blot) van ser comparables a aquells obtinguts quan feiem servir els
virus d’'un en un (Taula 1). Un dels objectius era assolir per les
sobreexpressions de les diferents isoformes de GS uns nivells d’activitat total

(mesurats en preséncia de Glu 6-P) similars.
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Figura 1 Expressio de la HK I, GK, LGS i MGS en cél-lules FTO-

2B tractades amb adenovirus.

A) Les cel-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (i), AACMV-HK I (ii) AdCMV-
LGS/HK 1 (iii) o AACMV-MGS/HK 1 (iv). B) Les cél-lules van ser tractades amb
AdCMV-GFP (i), AdCMV-GK (ii), AdCMV-LGS/GK (iii) o AdCMV-MGS/GK I (iv). C) Les
cél-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (i), AACMV-LGS (ii), AdCMV-LGS/GK
(iii) o AACMV-LGS/HK I (iv). D) Les cel-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (i),
AdCMV-MGS (ii) AACMV-MGS/GK (iii) or AdCMV-MGS/HK 1 (iv), tal i com es descriu
en els materials i métodes. La multiplicitat d’infeccid (m.o.i) fou de 5 per a tots els
virus, excepte per ’'AdCMV-HK I que va ser usat a una m.o.i de 10. Després de la
infeccid, les cel-lules van ser incubades durant 24 hores amb DMEM que contenia
glucosa a 10 mM. Seguidament el medi es va canviar per DMEM sense glucosa i es
van incubar durant 12-14 hores més. Finalment, les cél-lules es van incubar 2 hores
amb DMEM amb 25 mM glucosa, i es van recollir. Els homogenats van ser analitzats
per Western blot, utilitzant anticossos contra HK I (A), GK (B), LGS (C) o MGS (D)

(es van carregar 10 pg de proteina per carril).

A) HK I i i i v
110 kDa mmp S5
B) GK
i T TR
55 kDa =) ! . .
C) LGS i i i v

85 kDammp i W S -

D) MGS

85 kDa mmp — - - ey
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4.2.3 Impacte metabolic de la sobreexpressio de la HK I o la
GK.

Tot i que tenien 3 vegades més activitat GS total que els hepatocits en cultiu
(Taula 1), les cel-lules FTO-2B sintetitzaven quantitats de glicogen negligibles
quan s‘incubaven amb glucosa a concentracions creixents (Fig. 2A). Els nivells
intracel-lulars de Glu 6-P pujaven bruscament quan les cél-lules eren
incubades amb glucosa a 5 mM i es mantenien constants a 2 nmols/ mg prot,
a concentracions més altes de glucosa (Fig. 2B). Tot i aix0, aquesta
acumulacié de Glu 6-P no induia ni l'activaci6 de la LGS (Fig. 2C) ni

I'acumulacié de glicogen.

La sobreexpressio de la HK I en les cel-lules FTO-2B portava a un marcat
increment dels nivells de Glu 6-P quan s’incubaven amb glucosa i a 25 mM
eren aproximadament 3 vegades més grans que en els controls infectats amb
I'adenovirus AACMV-GFP (Fig. 2B). La sobreexpressid de la HK I no provocava
cap increment significatiu en la capacitat de sintetitzar glicogen (Fig. 2A), ni la
quantitat de sintasa activa variava significativament respecte la que hi havia
en les cel-lules control (Fig. 2C). Per contra, la sobreexpressié de la GK tenia
uns efectes molt importants en la capacitat de les FTO-2B de sintetitzar
glicogen. Quan es va incubar amb glucosa a concentracions elevades, les
cel-lules infectades amb I’AdCMV-GK produien més del doble de glicogen que
els controls i les que sobreexpressaven la HK I (Fig. 2A). A diferéncia de les
cel-lules control, en les cél-lules que sobreexpressaven la GK, la GS endogena
era activada per la Glu 6-P de manera depenent de la concentracié (Fig. 2C).
Curiosament, el gran increment obtingut en els nivells de LGS activa, en el cas
de les cel-lules infectades amb I'’AdCMV-GK, s’obtenia a uns nivells de Glu 6-P
similars, o fins i tot inferiors, als que es van mesurar en cel-lules que
sobreexpressaven la HK I (Fig. 2B). Tal i com s’ha indicat en l'apartat anterior,

no es va observar activacid de la GS en I'Ultim cas.
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Figura 2A Efectes de la sobreexpresio de la HK I i la GK en la

acumulacio de glicogen en cél-lules FTO-2B.

A) Les céel-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (barres blanques), AACMV-HK I
(barres ratllades) o AACMV-GK (barres negres), tal i com s’ha descrit en els material
i metodes. Després de la infeccid, les cel-lules van ser incubades durant 24 hores
amb DMEM que contenia 10 mM glucosa. Seguidament el medi es va canviar per
DMEM sense glucosa i es van incubar durant 12-14 hores. Finalment, les cél-lules es
van incubar 2 hores amb DMEM amb un ventall de concentracions de glucosa.
Després van ser congelades i descongelades i es va mesurar el contingut de
glicogen. Les dades representen les mitjanes £ S.E.M per de sis a vuit experiments
independents. Les lletres indiquen significacié estadistica (p<0,05) per les
comparacions entre les cel-lules tractades amb AdCMV-GFP (a), AACMV-HK I (b).
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Figura 2B Efectes de la sobreexpressio de la HK I i la GK en
els nivells de Glc 6-P en cél-lules FTO-2B.

Les cél-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (quadrats blancs), AdCMV-HK I
(Triangles blancs) o AACMV-GK (triangles negres), i es van incubar tal i com es
descriu en la llegenda de la figura 2A. Les cél-lules es van recollir i es va mesurar la
concentracié de Glu 6-P intracel-lular. Les dades representen les mitjanes £ S.E.M

per de sis a vuit experiments independents.

Glucosa 6-Fosfat
(nmol / mg Prot)

0 5 10 15 20 25 30

Glucosa (mM)
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Figura 2C Correlaci6 entre l'activaci6o de la GS i Ia

concentracio intracel-lular de Glu 6-P en cel-lules FTO-2B.

Les cel-lules van ser tractades amb I'AdCMV-GFP (quadrats blancs), ACMV-HK I
(triangles blancs) o AACMV-GK (triangles negres), i es van incubar tal i com es
descriu en la llegenda de la figura 2a. Les cél-lules es van recollir i es va mesurar
I'activitat GS en els homogenats. La GS activa es mesura en abséncia de Glu 6-P
tal i com es descriu als materials i métodes. Les dades representen les mitjanes +

S.E.M per de sis a vuit experiments independents.
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4.2.4 Impacte metabolic de la sobreexpressio de la glicogen

sintasa de muscul i de fetge.

La sobreexpressio de la LGS tres vegades respecte els nivells control no va
incrementar |'acumulaci6 de glicogen, encara que les FTO-2B van ser
incubades a altes concentracions de glucosa (Fig. 3A). La LGS
sobreexpressada es va comportar com lI'enzim endogen, ja que no s’activava
en resposta a increments en la concentracié intracel-lular de Glu 6-P (Fig. 5A).
Per contra quan es va expressar la MGS es va trobar un marcat increment en
la sintesi de glicogen (Fig. 3B) en resposta a dosis creixents de glucosa. Els
nivells d’activitat total GS eren similars tant en la sobreexpressié de la LGS
com de la MGS (Taula 1). Encara que les sobreexpressions de LGS o MGS no
variaven la concentracié de Glu 6-P (Fig. 4 A, B), el contingut de GS activa era
molt més gran en les cel-lules que sobreexpressaven la isoforma muscular de
la GS i aquest contingut augmentava linealment amb lincrement de la

concentracié de Glu 6-P (Fig. 5B).

Figura 3 Efectes de la sobreexpressio de la LGS i la MGS en la

acumulacio de glicogen en cél-lules FTO-2B.

A) Les cel-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (barres blanques), AdCMV-LGS
(barres amb ratlles amples), AdCMV-LGS més AdCMV-HK I (barres amb ratlles estretes)
0 AdCMV-LGS més AdCMV-GK (barres negres). B) Les cél-lules van ser tractades amb
AdCMV-GFP (barres blanques), AACMV-MGS (barres amb ratlles amples), AdCMV-MGS
més AACMV-HK I (barres amb ratlles estretes) o AACMV-MGS més AdCMV-GK (barres
negres), tal i com s’ha descrit en els material i métodes. Després de la infeccid, les
cél-lules van ser incubades durant 24 hores amb DMEM amb glucosa 10mM.
Seguidament el medi es va substituir per DMEM sense glucosa i es van incubar durant
12-14 hores. Finalment, les cél-lules es van incubar 2 hores amb DMEM amb un ventall
de concentracions de glucosa. Després les cél-lules van ser congelades i descongelades i

es va mesurar el contingut de glicogen.
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Les dades representen les mitjanes = S.E.M per de sis a vuit experiments
independents. Les lletres indiquen significancia estadistica (p<0,05) per les
comparacions entre les cél-lules tractades amb AdCMV-GFP (a), AACMV-HK I (b),
AdCMV-LGS (c), AdCMV-LGS/HK I (d), o AACMV-MGS (e).
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Figura 4 Efectes de la sobreexpressio de la LGS i la MGS en
els nivells de Gic 6-P en cel-lules FTO-2B.

A) Les cel-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (quadrats blancs), AACMV-LGS
(quadrats negres), AACMV-LGS més AACMV-HK I (triangles negres) o AACMV-LGS
més AdCMV-GK (cercles negres). B) Les cel-lules van ser tractades amb AdCMV-
GFP (quadrats blancs), AACMV-MGS (triangles negres), AACMV-MGS més AdCMV-
HK I (cercles negres) o AACMV-MGS més AdCMV-GK (quadrats negres), i es van
incubar tal i com es descriu en la llegenda de la figura 2a. Les cel-lules es van
recollir i es va mesurar la concentracié de Glu 6-P intracel-lular. Les dades

representen les mitjanes £ S.E.M per de sis a vuit experiments independents.
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4.2.5 Impacte metabolic de la sobreexpressio de la LGS o la

MGS de manera concomitant amb la HK I o la GK.

En les cel-lules FTO-2B que sobreexpressaven la LGS més la GK, la sintesi de
glicogen estava fortament potenciada (Fig. 3A) en comparaci6 amb les
cel-lules control o aquelles que només sobreexpressaven la LGS. Per contra,
guan la LGS es va sobreexpressar concomitantment amb la HK I I'acumulacié
de glicogen en resposta a glucosa no es va produir (Fig. 3A). A més a més, la
LGS era activada de manera molt eficient per la Glu 6-P de manera dosi
dependent quan hi havia present la GK, mentre que quan la font de Glu 6-P
era la HK I sobreexpressada, aquesta activacié no era significativament

diferent respecte al control (Fig. 5B).

Quan es va coexpressar la MGS amb la GK o la HK I, la sintesi de glicogen
es veia molt potenciada respecte les cel-lules que només sobreexpressaven la
MGS. En ambdods casos, I'acumulacié de glicogen augmentava en resposta a
glucosa (Fig. 3B) i els nivells de GS activa (Fig. 5C) s‘incrementaven en funcié
de la concentracié de Glu 6-P, amb independéncia de quina activitat
hexoquinasa hi havia en les cel-lules. A diferencia del que succeia amb la LGS,
ambdues hexoquinases, HK I i GK, eren igual d’efectives en la mediacié de
I'activaciéo de la MGS en resposta a la glucosa. Les diferéncies que es van
observar en els nivells d'acumulacié de glicogen i de GS activa, obtinguts en el
cas de les cel-lules que sobreexpressaven MGS més HK I respecte les que
expressaven la MGS més la GK, es podien atribuir a I'activacié simultania de la

LGS enddgena que probablement es donava en I'Ultim cas.
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Figura5 Correlacio entre Il'activacio de la GS i Ia

concentracio intracel-lular de Glu 6-P en ceéel-lules FTO-2B.

B) Les cel-lules van ser tractades amb AdCMV-GFP (quadrats blancs), AACMV-LGS
(quadrats negres) o AdCMV-MGS (cercles negres). C) Les cel-lules van ser
tractades amb AdCMV-GFP (quadrats blancs), AdCMV-LGS més AdCMV-HK 1
(triangles negres) o ACMV-LGS més AdCMV-GK (cercles negres). D) Les cél-lules
van ser tractades amb AdCMV-GFP (quadrats blancs), AACMV-MGS més AdCMV-HK
I (cercles negres) o AdCMV-MGS més AdCMV-GK (quadrats negres), i es van
incubar tal i com es descriu en la llegenda de la figura 2. Les cél-lules es van
recollir i es va mesurar |'activitat GS en els homogenats. La GS activa es mesura en
abséncia de Glu 6-P tal i com es descriu als materials i metodes. Les dades

representen les mitjanes £ S.E.M per de sis a vuit experiments independents.
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4.3 DISCUSSIO

Utilitzant anticossos especifics, es va observar que les FTO-2B expressaven
alts nivells de LGS pero no presentaven nivells detectables de MGS. Aquestes
cel-lules no expressaven la GK, l'activitat principal fosforiladora de glucosa en
hepatocits. En canvi expressaven HK I, una activitat hexoquinasa ubiqua.
Aquestes caracteristiques, feien el sistema ideal per a estudiar la dependéncia

de l'activacio de la GS respecte de la font de Glu 6-P.

Tal com s'ha descrit préviament, les cél-lules FTO-2B no acumulen glicogen
quan s'incuben amb glucosa, pero la sobreexpressié de GK restaura aquesta
capacitat (Valera et al 1994). Aquests autors proposaren que el gran
increment en els nivells de Glu 6-P produits per I'expressié de GK eren els
unics responsables d'aquest fenomen. En el present capitol demostrem que la
font d'aquest metabolit també és clau. En el primer conjunt d'experiments
mostrats, la sobreexpressi6 de GK ens portava a l'activaci6 de la LGS
endogena present en les FTO-2B i a la consequtent acumulacié de glicogen. Per
contra, la sobreexpressié de la HK I, tot i que s’assolien els mateixos nivells de
Glu 6-P que en el cas anterior, aquests no tenien efecte en |'activacié de la GS

ni en el contingut de glicogen.

La observacié que la GS endogena s'activava en resposta a concentracions
creixents de glucosa quan hi havia present la GK perd no quan la font de Glu
6-P era la HK I, ens indicava la preséncia com a minim de dos poblacions de
Glu 6-P en la cél-lula. Una dels quals es proveia per accidé de la GK i era
accessible a la LGS, mentre que la poblacié de molécules de Glu 6-P produides
per la HK I es localitzaven en un compartiment cel-lular del qual estava

exclosa la LGS.
El segon grup d'experiments, en els quals es va sobreexpresar la LGS i la

MGS, van corroborar aquesta conclusid. La sobreexpressio de la LGS no tenia

cap efecte sobre els nivells de glicogen. La Glu 6-P produida per la HK I
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endogena de les cél-lules FTO-2B no estimulava la desfosforilacié i, per tant,
I'activacio de la LGS sobreexpresada. En canvi, la MGS ex0gena s’activava de
manera eficient en resposta a la glucosa i les cel-lules que sobreexpressaven
la MGS sintetitzaven grans quantitats de glicogen. Aquests resultats indicaven
que, a diferéncia de la LGS, la MGS tenia accés al compartiment de Glu 6-P

produida per la HK I.

El tercer grup d'experiments, va consistir en infeccions dobles de cadascuna
de les dues isoformes de la GS combinades amb cadascun dels dos enzims
fosforiladors de glucosa, va confirmar les conclusions descrites préviament i
ens va permetre afegir-ne una altra. La LGS només s'activava per glucosa
qguan hi havia present la GK, pero la Glu 6-P, produida tant per la GK com per
la HK I, era igual d'efectiva per induir I'activacié de la MGS. La sobreexpressio
simultania de la LGS i la HK I no tenia cap efecte en la acumulacié de glicogen,
mentre que la coexpressié de la LGS i la GK portaven a una acumulacié de
glicogen major que no pas en les céel-lules FTO-2B infectades només amb els
virus AdCMV-GS o AdCMV-GK. Per contra I'acumulacié de glicogen
augmentava en les cél-lules FTO-2B que sobreexpressaven la MGS, quan
I'activitat fosforiladora de glucosa de les cel-lules estava incrementada,

independentment de si la font de Glu 6-P era la GK o la HK 1.
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LA DIHIDROXIACETONA INDUEIX L’ACTIVACIO DE LA
GLICOGEN SINTASA I LA SEVA TRANSLOCACIO VIA
GLU 6-P EN HEPATOCITS EN CULTIU.

5.1 INTRODUCCIO

La dihidroxiacetona (DHA) és un precursor gluconeogénic molt eficient que
s'incorpora a la gluconeogenesis a nivell de les trioses fosfat (Azzout et al
1984, Burelle et al 2000). En aquest capitol es va voler estudiar les
caracteristiques del procés de sintesi de glicogen a partir de DHA i com es
regulava la GS. En aquests estudis es van sobreexpressar diferents enzims,
entre ells la GS, la GK i la G6Pasa, mitjancant adenovirus recombinants per
estudiar la seva importancia en condicions gluconeogéniques. També, es va

voler estudiar el paper de la Glu 6-P en aquestes condicions.

109



Resultats: Capitol 5

5.2 RESULTATS

5.2.1 Efecte de la DHA en I'acumulacio de glicogen.

La concentracid de Glu 6-P incrementava de manera dependent de la
concentracié fins a assolir, a lI'igual que el glicogen, un plateau a 10 mM DHA
(Fig. 1A). En aquestes condicions la concentracié intracel-lular de Glu 6-P
obtinguda en els hepatocits va ser igual a I'obtinguda amb glucosa 25 mM

(Fig. 4A) demostrant I'eficiencia de la DHA com a substrat gluconeogenic.

Per avaluar la capacitat de sintesi de glicogen en hepatocits incubats amb
DHA es va determinar el contingut de glicogen, i la concentracié de Glu 6-P en
cel-lules incubades amb dosis creixents de DHA. Es va observar que els
hepatocits en cultiu acumulaven quantitats creixents de glicogen al augmentar
la dosi de DHA, fins que aquesta arriba a 10 mM. El nivell de glicogen assolit
en aquestes condicions (16 pg /10° cél-lules) era inferior al que s'obté al

incubar els hepatdcits amb glucosa a 25 mM ( 23 ug / 10° cél-lules) (Fig. 4B).

Figura 1l Variacions dels nivells de Glu 6-P i contingut de

glicogen en hepatocits incubats amb dosis creixents de DHA.

Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, els hepatocits es van incubar durant 2
hores amb DMEM amb DHA 1, 5, 10 i 25 mM DHA. Les cél-lules van ser recollides i
es van mesurar els nivells de Glu 6-P intracel-lulars (A), i de glicogen (B) tal i com
es descriu en els materials i metodes. Les dades representen les mitjanes + S.E.M.

de quatre experiments.
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5.2.2 Efecte de la DHA sobre I'estat d’activacio de la GS.

Per tal d’estudiar les diferéncies observades en el contingut de glicogen en
hepatocits incubats amb DHA a 10 mM o bé amb glucosa a 25mM, es va
determinar l'activitat de la GS. Per una banda l'activitat total de la GS en els
hepatocits en cultiu tractats amb concentracions creixents de DHA no es va
alterar. Per l'altra, els nivells de GS activa van incrementar de manera
dependent de la concentracié de DHA, fins a assolir uns nivells d'activacié de
la GS similars a 10 i 25 mM DHA (Fig. 2), tal i com succeia per a la Glu 6-P i el
glicogen. Els nivells de GS activa assolits van mostrar una relacié directa amb

la concentracié de Glu 6-P (Fig. 6 de la conclusid).

Figura 2 Variacio en l'estat d’activacio de la GS en

hepatocits incubats amb diferents dosis de DHA.

Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, els hepatocits van ser incubats
durant 2 hores amb DMEM i DHA a 1, 5, 10 i 25 mM. Les cél-lules van ser recollides
i es va mesurar el nivell I'estat d’activacié de la GS mesurades en absencia de Glu
6-P tal i com es descriu en els materials i metodes. Les dades representen les

mitjanes £ S.E.M. de quatre experiments.
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5.2.3 Efecte de la DHA en la localitzacié subcel-lular de la GS

En hepatocits, la glucosa indueix la translocacio de la GS des d’una
distribucié citosolica cap a la periferia de la cel-lula (Garcia-Rocha et a/ 2001).
Amb |'objectiu de saber si aquest fenomen es produia amb DHA es van incubar
hepatocits en cultiu en presencia de DHA a 10 mM, glucosa a 10 mM, glucosa
a 25 mM o bé en DMEM durant 2 hores. La incubaci6 amb DHA va produir
I'acumulacié de lI'enzim a la periferia cel-lular, de la mateixa manera que
passava amb la glucosa. Pels hepatocits tractats amb un medi lliure de DHA o
glucosa, la GS seguia distribuida per tot el citoplasma (Fig. 3A). La incubacid
amb glucosa a 10 mM va ser suficient per produir un nivell de translocacio
similar al que s'aconsegueix amb una concentracié de 10 mM DHA, tot i que
els nivells de Glu 6-P en aquest Ultim cas eren més baixos. La tincié del
glicogen en els hepatocits incubats amb DHA a 10 mM va ser similar a la que

es va observar quan es van incubar amb glucosa 10 mM (Fig. 3B).

Figura 3 Canvis en la distribucioé subcel-lular de la GS induits
per la DHA.

Imatges de microscopia confocal d’hepatocits en cultiu. Aquests hepatocits han
estat incubats amb glucosa o DHA durant 2 hores a les concentracions que s’indica
en les figures. Al final de la incubacid les ceél-lules van ser processades per
analitzar-les per immunofluorescéncia amb I'anticos L1 contra la GS hepatica (A) o
amb un anticos contra la molécula de glicogen i, alhora, una tincié amb phalloidina
conjugada a texas red per marcar l'actina (B) tal i com s’indica en els materials i
metodes. Les cél-lules control van ser incubades en un medi DMEM lliure de
glucosa o DHA.

Barra d'escala = 10 um.
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5.2.4 Efecte de la sobreexpressio de la GS en hepatocits

incubats amb DHA o glucosa.

Per tal d’estudiar l'efecte de la sobreexpressido de la GS en hepatocits
incubats amb DHA, els nivells de GS total es van incrementar 3 vegades
mitjancant I'Us d’adenovirus. La capacitat d’acumular glicogen en condicions
gluconeogeniques incrementava en els hepatocits tractats amb I’AdCMV-RLGS
(Fig.4B). En abséncia de DHA, tant els hepatocits tractats com els no tractats
van acumular nivells molt baixos de glicogen. Després d’incubar els hepatocits
amb 10 mM DHA durant 2 hores, el contingut de glicogen a les cel-lules
tractades incrementava un 40 % respecte els hepatocits control (Fig. 4B).
Quan les cel-lules van ser incubades amb glucosa, 5 o0 25 mM, I'acumulacié de
glicogen va augmentar fins a un 100% comparat amb les cel-lules no

tractades, arribant a nivells de 80 ug/10° cél-lules, amb glucosa a 25 mM.

L'activitat GS total en hepatocits control era al voltant de 4,40 += 0,40
mU/10° cél-lules, i aquesta es va incrementar fins a tres vegades al fer el
tractament amb I'AdCMV-RLGS (Taula 1). La incubacié dels hepatocits amb
glucosa o DHA va activar la GS endogena. La GS sobreexpressada també es
va activar en resposta a un increment a la concentracié de glucosa o de DHA
(Fig. 4C). Els nivells de GS activa que es van assolir en els hepatocits que
sobreexpressaven la GS en presencia de DHA van ser el doble en comparacié

amb les cél-lules no tractades (3,0 mU/10° cél-lules).

La sobreexpressid de la GS no va provocar canvis significatius en els nivells
de Glu 6-P en comparacié amb els hepatocits no infectats, amb independéencia
del substrat amb el que es van incubar (Fig. 4A). L'increment de glicogen
acumulat en cél-lules que sobreexpressaven la GS i incubades amb DHA, va
anar acompanyat d‘una disminucid de glucosa alliberada al medi en

comparacié amb els hepatocits no tractats (Fig. 5).
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Figura 4 Efectes de la sobreexpressio de la GS, la GK i la
G6Pasa sobre la concentracio de Glu 6-P, el contingut de

glicogen, i els nivells de GS activa en hepatocits en cultiu.

Els hepatocits van ser tractats amb I’ AACMV-RLGS (barres amb ratlles amples),
I’AdCMV-GK (barres amb ratlles estretes), I’'AdCMV-G6Pasa (barres negras), o es
van deixar sense tractar (barres blanques) tal i com s’ha descrit en els materials
i metodes. Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, els hepatocits van ser
incubats durant 2 hores amb glucosa a 5 i 25 mM i amb DHA a 10 mM. Les
cel-lules van ser recollides i es va mesurar els nivells de Glu 6-P (A), el contingut
de glicogen (B), i els nivells de GS activa, mesurats en abséncia de Glu 6-P (C)
tal i com es descriu en els materials i métodes. Les dades representen la mitja +

S.E.M. de quatre experiments.

*p<0,05 vs. El respectiu control no tractat.

**p<0,01 vs. El respectiu control no tractat.
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Taula 1 Activitat fosforiladora de glucosa, glucosa 6-fosfatasa
i activitat total glicogen sintasa en hepatocits que

sobreexpressen la RLGS, la GK I la G6Pasa.

Els hepatocits de rata van ser tractats amb I'AdCMV-RLGS, AdCMV-GK o AdCMV-
G6Pasa, o no tractats. Es van incubar durant 16 hores amb DMEM sense glucosa.
Després, les cél-lules van ser incubades durant 2 hores a un medi amb glucosa a
25 mM i es van recuperar per mesurar |'activitat GK i HK, i l'activitat G6Pasa o GS
tal i com es descriu en els materials i métodes. Les activitats s’expressen en
mU/10°8 cél-lules i com a percentatge dels valors controls. Les dades representen

les mitjanes £ S.E.M. de quatre experiments independents.

a, p<0,05 hi ha diferencies significatives respecte els hepatocits no tractats.

GK HK G6Pase GS
+ 6,6mM Glu 6-P
(mU/108Cél-lules) (mU/10° Cél-lules) (mU/10° Cél-lules) (mU/10° Cél-lules)

No tractats 9,3+2,6 3,2%0,8 9,8%0,2 4,4+0,4
AdCMV-GK 27,7+4,8 2 4,3+0,7 10,1+0,4 4,2+0,5
AdCMV-RLGS 8,1+3,6 3,8+0,6 10,6+0,8 18,5+£1,92
AdCMV-G6Pase 9,7+1,8 4,1+1,2 25,2+1,00° 4,3+04
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5.2.5 Efecte de la sobreexpressio de la G6Pasa en hepatocits

incubats amb glucosa o DHA.

La capacitat dels hepatocits en cultiu d’acumular glicogen quan se
sobreexpressa la G6Pasa és molt baixa (Fig. 4B). Quan els hepatocits infectats
amb I"AdCMV-G6Pasa van ser incubats amb DHA a 10 mM o glucosa a 5 mM,
el contingut de glicogen va disminuir un 80 o un 35 % respecte els hepatocits

no tractats.

La sobreexpressié de la G6Pasa en hepatocits tractats amb DHA a 10 mM va
produir un increment significatiu en la produccié de glucosa (Fig. 5). D’altra
banda, la sobreexpressié de G6Pasa també va produir una caiguda en els
nivells intracel-lulars de Glu 6-P, en totes les condicions mesurades (Fig. 4A).
El tractament dels hepatocits amb I’AdCMV-G6Pasa i la incubaci6 amb DHA va
fer que s’assolissin valors de 0,2 nmol Glu 6-P/10° cél-lules, essent tan sols un
25 % dels obtinguts en cel-lules no tractades. Aquesta disminucié va ser més
intensa del que s’observava quan les cél-lules s’incubaven amb glucosa.
Probablement, en aquest ultim cas, a 25 mM glucosa |'activitat fosforiladora de
glucosa augmentava (hi ha més GK lliure) i minimitzava l'efecte de la

sobreexpressio de la G6Pasa al crear un cicle futil glucosa i Glu 6-P.

Quan es van estudiar els efectes de la sobreexpressié de la G6Pasa sobre els
nivells de GS activa es va observar que només en els cas de les cél-lules
incubades amb DHA a 10 mM hi havia una disminucié en els nivells dels
mateixos. Els nivells de GS activa van ser, en aquest cas, un 55 % inferiors
que en els hepatocits control (0,66 vs 1,44 mU de GS activa/10° cél-lules,

respectivament)(Fig. 4C).
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Figura 5 Efectes de la sobreexpresio de la GS, GK i G6Pasa

sobre la producciéo de glucosa en hepatocits incubats amb
DHA.

Els hepatocits van ser tractats amb |’ AdCMV-RLGS (barres amb ratlles amples),
I’AdCMV-GK (barres amb ratlles estretes), I'AdCMV-G6Pasa (barres negras), o es
van deixar sense tractar (barres blanques) tal i com s’ha descrit en els materials i
metodes. Després de 16 hores en DMEM sense glucosa, els hepatocits van ser
incubats durant 2 hores amb DHA a 10 mM. El medi amb el que es van incubar les
cel-lules es va recollir i s’hi va mesurar la producci6 de glucosa. Les dades
representen les mitjanes £ S.E.M. de quatre experiments.

*p<0,05 vs. El respectiu control no tractat.

**p<0,01 vs. El respectiu control no tractat.
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5.2.6 Efecte de la sobreexpressio de la GK en hepatocits

incubats amb DHA o glucosa.

Quan els hepatocits van ser incubats en preséncia DHA a 10 mM, aquests
acumulaven Glu 6-P. Era interessant estudiar si la sobreexpressié de la GK
causava algun efecte sobre la sintesi de glicogen per gluconeogénesi. Els
resultats van mostrar com una sobreexpressié de tres vegades els nivells de
I'enzim (Taula 1) no produia cap variacio significativa en els valors de Glu 6-P
(0,86 vs. 0,80 nmol/10° cél-lules, en hepatocits tractats o no tractats amb
I’AdCMV-GK en presencia de DHA a 10 mM)(Fig. 4B), ni en el contingut de
glicogen (19,3 vs 17,5 ug/10° cél-lules, en hepatocits tractats o no tractats
amb I'AdCMV-GK en presencia de DHA a 10 mM)(Fig. 4B). Quan es va
analitzar I'activitat GS en hepatocits que sobreexpressaven GK, la GS activa va
augmentar significativament en presencia de glucosa de manera dosi
dependent, tal i com s’ha descrit préeviament (Gomis et al 2000 i capitol 2).
Tanmateix, quan els hepatocits tractats amb I’AdCMV-GK van ser incubats
amb DHA a 10 mM, els nivells de GS activa no van variar en comparacié amb
els controls (Fig. 4C). Tot i que la sobreexpressido de la GK no va alterar el
contingut de glicogen en hepatocits tractats amb DHA, si que es va reduir
I'alliberacié de glucosa al medi en un 20% en comparacié amb les cél-lules

control.
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5.3 DISCUSSIO

Els resultats van mostrar com la incubacié d’hepatocits amb DHA va induir un
increment en la concentracioé intracel-lular de Glu 6-P que era dependent de la
concentracié de DHA al medi. Els nivells de Glu 6-P van incrementar fins
arribar a un plateau a la concentracié de 10 mM DHA. El nivells de Glu 6-P en
cel-lules incubades amb DHA a 10 mM van ser molt similars als que s’arribava
amb incubacions amb 25 mM glucosa. L'acumulacié de Glu 6-P, que es produia
en dosis creixents de DHA, va induir un increment en els nivells de GS activa
de manera similar als que generava la Glu 6-P originada per fosforilacié directa
de la glucosa. L'acumulacié de Glu 6-P i I'increment de GS activa per DHA van
portar a una acumulacié de glicogen. Els resultats assenyalaven que la sintesi
de glicogen a partir de precursors gluconeogenics seguia un patrd similar al
gue es produia en presencia de la glucosa. Aixi doncs, els resultats també van
confirmar que la concentracié de GS activa era el factor determinant de la

sintesi de glicogen amb independéncia de la font de carboni utilitzada.

Emprant técniques d'immunofluoresceéncia i un anticos contra la GS hepatica i
contra la particula de glicogen, es va analitzar la localitzacié de I'enzim i del
polisacarid en funcié de I'estat metabolic de I'hepatocit. Es va demostrar que
el glicogen sintetitzat a partir de DHA s’acumulava a la periféeria de I’hepatocit.
També es va descriure que la DHA disparava la translocacié de la sintasa cap a
la periféeria cel-lular. Aixi podiem concloure que la sintesi de glicogen es

realitzava a la periféria amb independéncia del substrat utilitzat.

Quan es va sobreexpressar la GS en hepatocits en cultiu en preséncia de
DHA, s’observa un increment en l'acumulacié de glicogen comparat amb els
hepatocits control. La Glu 6-P produida per la DHA, activava la GS
sobreexpressada i feia que les cel-lules sintetitzessin més glicogen que els
hepatocits control. Aquest efecte positiu en la sintesi de glicogen exercit per

I'increment en la concentracié de GS activa van reforcar la idea que els nivells
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de GS activa eren determinants per a la sintesi de glicogen a partir de

precursors gluconeogeénics.

Voliem estudiar la dependéncia que existia entre la sintesi de glicogen i la
concentracidé intracel-lular de Glu 6-P. A tal fi, es va fer una grafica de
correlacié entre els valors d'aquests parametres en les diferents condicions
analitzades (Fig. 6). Queda clar que amb independéncia dels substrats
utilitzats, hi ha una correlacié entre el contingut de glicogen i els nivells de Glu
6-P en hepatocits. Ara bé el pendent de la recta depen del substrat utilitzat. El
pendent més alt correspon a I’'Us de glucosa com a substrat, tal i com es pot
veure en la Fig. 6. Aquests resultats mostren que la glucosa és un substrat

molt més eficient que la DHA per induir I'acumulacié de glicogen.

Una possible explicacié d'aquestes diferéncies recau en el fet que la
degradacié de glicogen sigui diferent en les dues condicions. De fet, la glucosa
actua com a potent inhibidor de la GP hepatica (Massillon et al 1995 i Groen et
al 1986). De tal manera, que el cicle futil que s’estableix entre la GS i la GP
durant el procés de sintesi de glicogen esta reduit. Aixd0 permet que la GS
activa sintetitzi molt més glicogen en preséncia de glucosa. Per a confirmar
aquesta hipotesis, varem estudiar els nivells de GP activa en hepatocits en
presencia de glucosa o DHA. Per aix0 varem utilitzar un anticos que reconeix
la forma fosforilada (Ser'*) de la glicogen fosforilasa de fetge. Els resultats
demostren que els nivells de GP activa eren més alts en els hepatocits en

cultiu incubats amb 10 mM DHA que en 5 o 25 mM Glucosa (Fig. 7).

Per altra banda, la sobreexpressid de la GK va produir un important
increment en el contingut de glicogen quan s’utilitzava la glucosa com a
substrat. En canvi, els resultats suggerien que en condicions
gluconeogeniques, un increment de l'activitat GK no conduia a un increment
de la sintesi de glicogen, sind que probablement es traduia en un increment en
el flux glucolitic i per tant en una disminucié en els nivells de glucosa alliberats

al medi.
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Figura 6 Relacio entre els nivells de Glu 6-P i el contingut de
glicogen.

Relacié entre els valors de Glu 6-P i glicogen de la Fig. 4 del capitol 5. Hepatocits
van ser tractats amb I'"AdCMV-RLGS (m), I'AdCMV-GK (a), I'AdCMV-G6Pase (a), o
sense tractar(e). La grafica A ens mostra els valors obtinguts quan es va incubar
els hepatocits amb DHA, el pendent de la corba de regressid6 és 30,0 unitats
arbitraries. La grafica B mostra els valors del hepatocits incubats amb glucosa, el

valor del pendent en aquest cas és 44,2 en unitats arbitraries. Els coeficients de

regressio es troben indicats en els grafics.
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Figura 7 Analisis per Western blot dels nivells de GP

hepatica totals i GP fosforilada.

La imatge superior mostra un experiment representatiu d’assaig dels nivells de
GP fosforilada en hepatocits en cultiu incubats durant dues hores amb DMEM
sense glucosa, o bé amb 5 mM glucosa, o bé 25 mM glucosa, o bé 10 mM DHA.
Els assajos per Western blot es van fer en homogenats d’hepatocits tal i com es
descriu en els materials i métodes. La imatge inferior mostra un Western blot

representatiu per la GP total (fosforilada o no).

P-Ser GP

GP

Glc (mM) - - 5 25
DHA (mM) - 10 - -
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La Glu 6-P produida per gluconeogénesi pot ser repartida entre la produccié
de glucosa o la sintesi de glicogen. Es va veure que quan es sobreexpressava
la G6Pasa en hepatocits, en preséncia de DHA, la sintesi de glicogen disminuia
a favor d’un increment de la produccié de glucosa. Aquesta disminucidé era una
conseqiencia de la disminucid en els nivells de GS activa. Els resultats
suggerien que la Glu 6-P procedent de la DHA era responsable, indirectament
a través de la regulacié de la GS activa, del nivell de sintesi de glicogen. Per
tant en aquest cas el pas determinant de la sintesi de glicogen requeia en la
GS.
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Discussio General:

La GS s’ha considerat I'enzim clau en la sintesi de glicogen (Leloir i Cardini
1957). En aquest estudi s’ha aprofundit en dos conceptes, d'una banda s'ha
estudiat de forma quantitativa el control de la sintesi de glicogen en hepatocits
i de I'altra el mecanisme d'activacié de la GS per glucosa. L'eina principal que
s'ha utilitzat en aquests estudis per sobreexpressar diferents proteines han

estat els adenovirus recombinants.

Generalment s’accepta que la GS és l'enzim limitant de la sintesi de
glicogen a partir de glucosa en hepatocits encara que, també s’ha demostrat
que la sobreexpressido de GK facilita I'acumulacié de glicogen en hepatocits
tant de rates sanes com de rates diabéetiques (O’'Doherty et al 1996 i Seoane
et al 1999). Els resultats presentats en aquesta tesi mostren que tant la GK
com la GS estan implicades en el control de la biosintesi de glicogen en
hepatocits, de tal manera que la GK controla I'estat d’activacié de la GS via els
nivells de Glu 6-P. El mecanisme de control es pot explicar de la seglent
manera: |'activacié covalent de la sintasa és produeix per la desfosforilacié de
I’enzim; aquesta desfosforilacid que esta catalitzada per fosfatases es troba
potenciada per la Glu 6-P. S'accepta que aquest metabolit s'uneix a la GS
provocant un canvi conformacional que l'activa i, alhora, el fa un millor
substrat per les fosfatases (Villar-Palasi i Guinovart 1997 i Guinovart et al
1997). Els resultats presentats en aquest estudi reforcen i completen tots
aquells resultats previs del nostre grup que suggerien l'efecte senyalitzador de
la Glu 6-P en l'activacid de la GS i conseqlient induccid6 de la sintesi de
glicogen. Concretament, confirmen que la glucosa ha de ser fosforilada per tal
d'induir I'activacio de la GS (Carabaza et al 1992) i que la sintesi de glicogen
estimulada per glucosa requereix de l'activacié de la GS induida per Glu 6-P
(Villar-Palasi i Guinovart 1997 i Cadefau et al 1997).

Podem concloure que I'acumulacié hepatica de glicogen a partir de glucosa

esta sotmesa a un sistema de control en el qual el controlador, GS, és alhora
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controlat per la GK. Aquest sistema és diferent de les cascades de fosforilacio,
en el qual I'enzim controla directament l'activitat del que el succeeix en la
serie. En el nostre sistema, el control de manera indirecta |’exerceixen els
nivells de Glu 6-P, que engeguen la desfosforilaci6 de la GS, i per tant
I'activen. Per aix0 considerem la Glu 6-P tant un precursor com una molécula

de senyalitzacidé que dirigeix la incorporacié de glucosa a glicogen.

Els nivells de Glu 6-P, en hepatocits, poden augmentar-se o disminuir-se
mitjancant la sobreexpressié de la GK o la G6Pasa, respectivament (O'Doherty
et al 1996 i Seoane et al 1997). S'ha observat que quan se sobreexpressa la
GK en hepatocits, tant la sintesi de glicogen com el flux glucolitic estan
altament estimulats. En canvi, quan se sobreexpressa la GS hi ha un
increment en el flux de sintesi de glicogen perdo no augmenta la glucolisi. La
GK no es troba inhibida pel seu producte Glu 6-P (Cardenas 1995), i per tant
el flux a través seu només depen de la concentracid de glucosa i no de la
demanda de Glu 6-P.

Els metabolits intermediaris entre la GK i la GS, com és ara la Glu 6-P i
I'UDP-GIc, no baixen significativament quan se sobreexpressa la GS. Una
possibilitat que explicaria per qué no hi ha una disminucié en els nivells de Glu
6-P seria que aquests estan tamponats per la G6Pasa (Aiston et al 1999).
Segons aquesta hipotesi, quan sobreexpressem la GS, l'increment del flux en
la sintesi de glicogen podria ser compensat per una disminucié del flux a

través de I'enzim G6Pasa.

L'increment del flux a través de la GK, quan se sobreexpressen la GK i la GS
alhora, podria ser que estigués acoblat, per efecte del chanelling o
canalitzacid, a un increment en el flux a través de la GS. D'aquesta manera es
podria explicar per qué la Glu 6-P no s'acumula en aquestes circumstancies.
L'existéncia d'un fenomen de canalitzacié o chanelling de la Glu 6-P ha estat
utilitzat anteriorment per explicar altres observacions. Canvis en el flux a

través de la GS en abséncia de canvis en els nivells de Glu 6-P han estat
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previament descrits en hepatocits incubats en preséncia de glutamina
(Lavoinne et al 1987).

A més a més, els nivells mesurables de Glu 6-P son els mateixos en
hepatocits que sobreexpressen la GS com en hepatocits que sobreexpressen la
GS i la GK alhora. Encara que en aquest ultim cas el contingut de glicogen i, el
més sorprenent, els nivells de GS activa s6n més alts. Aquest fet es podria
explicar si existis un fenomen de compartimentalitzacid, aixi la concentracié
local de Glu 6-P que percep la GS podria ser més alta en les cel-lules que
simultaniament sobreexpressen ambdds enzims. Hi ha evidencies a la
literatura especialitzada que també suggereixen una compartimentalitzacié de
I'UDP-Glu (Gustafson et al 1997).

La compartimentalitzacié i/o canalitzacié de la Glu 6-P és un fenomen que
s'ha discutit ampliament. La canalitzacié és un concepte relacionat amb el flux
a través de les vies mentre que la compartimentalitzacié implica diferents
reservoris. Molts estudis mostren com durant la incubaci6 amb glucosa o
substrats gluconeogénics marcats, la radioactivitat especifica de la Glu 6-P
incrementa en uns nivells diferents dels d'altres intermediaris de la glucolisi o
la sintesi de glicogen. Aquests resultats es poden interpretar com a
consequliencia de diferents reservoris de Glu 6-P o per canalitzacié o chanelling
de les vies (Agius et al 2002). Tanmateix no podem descartar que es
produeixin els dos fenomens al mateix temps: canalitzacié en el flux de la via

de sintesi de glicogen i compartimentalitzacié en I'activacio de la GS.

Els experiments de sobreexpressié de la GS ens han permes de reflexionar
sobre el segient punt: 1) els mecanismes de control fan que I'hepatocit
procuri mantenir constant la relaci6 d'activitats de la GS. 0O, 2)
alternativament, la cél-lula esta programada per mantenir constants els nivells
de GS activa. En les condicions habituals en que els nivells de GS totals no
varien en un mateix experiment les dues possibilitats sén equivalents. La
problematica apareix quan en un mateix experiment els nivells de GS total

varien. El resultat experimental ens permet observar una situacié intermédia
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on es produeix un progressiu descens en la relacidé d'activitats (forma activa vs
total) associat a la sobreexpressid de la GS en unes determinades condicions

metaboliques.

Si acceptem la primera hipotesi, els resultats obtinguts es podien explicar
per una limitacié de les quinases per fosforilar tota la GS i mantenir els nivells
de GS activa constants al tenir diferents concentracions de GS total.
Tanmateix no tenim evidencies que recolzin aquest punt. Si acceptem la
segona, un possible mecanisme per explicar aquesta disminucié en la relacid
d'activitats seria per saturacidé de la maquinaria que causa l'activacié per
desfosforilacié de la GS. Estudis recents de Newgard et al (2000) demostren
qgue la sobreexpressié de la PTG o la G, (subunitats reguladores de la proteina
fosfatasa PP-1) en hepatocits causa un gran increment tant en l'estat
d’activacié de la GS com en la sintesi de glicogen (Berman et al 1998, Gasa et
al 2000 i O’Doherty et al 2000). Aix0 indica que els nivells d’expressid
d’aquestes proteines associades a glicogen sén un factor limitant per a la
desfosforilacié de la GS. Per aix0 una explicacid pel descens en la relacié
d’activitats amb la sobreexpressié de la GS és la saturacié de l'activitat de les
proteines associades al glicogen (G_ i PTG) i no de l'activitat de la subunitat
catalitica de la fosfatasa (Newgard et a/ 2000). La PTG té un lloc d'unié a la
regié C-terminal a la GS, la GP i la fosforilasa quinasa (Printen et a/ 1997). La
unié d'aquests enzims és mutuament excloent. També, s’ha suggerit que la
unié d’aquests enzims a la PTG pot esta regulat hormonalment (Fong et al
2000).

El fet és que les nostres observacions experimentals indiquen que s'assoleix
un estat intermedi. Aquest, possiblement, representa el nou punt d'equilibri
adaptat a les noves condicions induides per la sobreexpressié de la GS. S'ha
observat que hi ha un increment en els nivells de GP-a quan s'augmenten molt
els nivells de GS. Aix0 suggereix que probablement la cél-lula estableix un nou
equilibri entre les formes actives dels enzims de sintesi i de degradacié del

glicogen.
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Una conclusié practica és que només es pot utilitzar la relacié d’activitats de
la GS com a indicatiu de canvis en la capacitat de la cél-lula de sintetitzar
glicogen quan els nivells de GS total sén constants. Quan s’incrementen els
nivells de GS total, com en les cél-lules infectades amb |'adenovirus AdCMV-
RLGS, una relacié d’activitats GS baixa pot correspondre a uns nivells alts de
forma activa de GS. Per aixd la comparacié entre relacions d’activitats entre
les cél-lules que contenen diferent quantitat d’activitat GS total pot portar-nos

a equivocs.

Un dels principals objectius que es va plantejar en aquesta tesi va ser
quantificar el control de la GS en la sintesi de glicogen determinant el
coeficient de control de I'enzim. Estudis previs han demostrat que tant la GK
com la GP tenen un coeficient de control molt alt, i de signe contrari, per a la
sintesi de glicogen en hepatocits (de la Iglesia et al 2000 i Aiston et al 2001).
Aix0 contrasta amb la G6Pasa la qual té un coeficient de control sobre la
sintesi de glicogen negatiu perd menor en comparacié amb els anteriors
(Aiston et al 1999). El calcul del coeficient de control de la GS ens permet
observar un comportament diferent a alta i a baixa glucosa (25 i 7,5 mM
glucosa). Independentment de la concentracidé de glucosa, el coeficient és
positiu i molt alt, tot i que, és més gran en aquelles situacions on hi ha elevats
nivells de GK lliure, és a dir, a concentracions de glucosa 25 mM o de glucosa
7,5 mM i sorbitol, un monosacarid que promou la sortida de la GK del nucli
(Mukthar et al 1999). El control exercit per la GK és també dependent de la
concentracid de glucosa i és més alt a baixes concentracions del sucre (4,1 a 5
mM glucosa vs 2,8 a 10 mM glucosa)(Agius et al 1996). Aquest en part esta
compensat pel coeficient de control de la GKRP (-1,2)(de la Iglesia et al 2000).
Aix0 es pot explicar com a conseqiéncia de la compartimentalitzacié
subcel-lular de la GK. L'enzim és segrestat al nucli quan hi ha baixa glucosa i
transloca al citoplasma en resposta a un increment en la dosi de glucosa o a

baixes concentracions de precursors de la fructosa 1-P.

En conjunt podem dir que en condicions de glucosa 25 mM o de glucosa 7,5

mM i sorbitol, el control de la sintesi de glicogen a partir de glucosa rau
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majoritariament en la GS i la GK té un paper més secundari. En canvi, a
concentracions de glucosa de 7,5 mM o inferiors, la GS presenta un coeficient
de control menor. En aquestes condicions metaboliques la GK es troba
altament regulada per la unié a la GKRP en el nucli, i aix0 fa que es produeixi
un canvi en el control de la sintesi de glicogen a partir de glucosa disminuint el
paper de la GS i augmentant el de la GK. La quantificacié del control exercit
per la GK i la GS ens permet concloure que aquesta parella d'enzims
comparteixen el control de la sintesi de glicogen repartint-se el rol principal en
funci6 de Il'estat metabolic de la cél-lula. Aixi, confereixen una elevada

sensibilitat al sistema en totes les possibles circumstancies.

En aquesta tesi també s'ha aprofundit en el mecanisme d'activacié de la
LGS per glucosa. Per aprofundir en I'estudi d'aquest mecanisme s’han utilitzat
les cel-lules FTO-2B aprofitant que no expressen la GK. Fins aquest moment,
s'acceptava que la glucosa quan era fosforilada per la GK estimulava Il'activacié
de la GS millor que si era fosforilada per la HK I. En aquestes cél-lules s'ha
demostrat de manera definitiva que la glucosa s'ha de fosforilar per a activar

la GS i que, a més a més, la GK és absolutament imprescindible per a tal fi.

La LGS endogena s'activa en resposta a concentracions creixents de glucosa
quan la GK hi ha estat expressada perd no quan la font de Glu 6-P és la HK I
endogena o HK I sobreexpressada. Aix0 suggereix la preséncia de com a
minim dues poblacions de Glu 6-P en la cél-lula. Una d'aquestes poblacions
prové de l'accié de la GK i és accessible a la LGS, mentre que la poblacié de
molécules de Glu 6-P produides per la HK I es localitzen en un compartiment

cel-lular del qual esta exclosa la LGS.

Sobre la base de la diferent efectivitat per induir I'activacié de la LGS per la
Glu 6-P produida per la GK o la HK I, s'ha especulat una possible canalitzacio
entre el sucre fosforilat procedent de la GK i la GS. Tanmateix, i a partir de les
dades presentades en aquesta tesi la hipotesi més plausible és la
compartimentalitzacié de la Glu 6-P. La GK allibera el seu producte en un

compartiment cel-lular, que és accessible a varis enzims que utilitzen la Glu 6-
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P, mentre que en el compartiment on es troba la Glu 6-P produida per la HK I
hi ha un accés més restringit. La sobreexpressié de GK també estimula una
altra de les rutes alternatives de la Glu 6-P, la glucolisi (Valera et al 1994). En
hepatocits en cultiu (Seoane et al 1996) i en cel-lules en cultiu de muscul
huma (Baqué et al 1998), la sobreexpressi6 de GK potencia ambdods
processos, la glucolisi i I'acumulacié de glicogen. Per contra, la LGS no és
capac de respondre a la Glu 6-P produida per la HK I i per aix0 no s'activa,

encara que les concentracions d’aquest metabolit estiguin molt incrementades.

Els resultats presentats en el capitol 4 demostren que la sobreexpressié de
la GK en les celllules FTO-2B estimula l'acumulacié de glicogen,
independentment de quina isoforma de GS hi hagi present. En aquestes s'ha
observat que la LGS, pero no la MGS, diferéncia entre la Glu 6-P produida per
la GK o per la HK I. La MGS és capacg de percebre el producte de la HK I i a
diferéncia de la LGS pot ser activada per aquest i sintetitzar glicogen.
Ambdues isoformes de GS depenen dels nivells de Glu 6-P per a la seva
activacié. Ara bé, la isoforma hepatica presenta especificitat per I'origen
d'aquest metabolit a diferencia de la isoforma muscular, cosa que reforca les

diferencies en els mecanismes de la sintesi del glicogen en el fetge i el muscul.

Els diferents enzims sobreexpressats en aquest estudi canvien la seva
localitzacid subcel-lular en resposta a glucosa. En absencia del monosacarid, la
glucoquinasa es localitza al nucli dels hepatocits i es mou cap al citosol quan
incrementen els nivells de glucosa (de la Iglesia et al 1999 i Mukhtar et al
1999). La MGS també es concentra al nucli a baixes concentracions de glucosa
i transloca al citosol, on adopta un patrd particulat, a altes concentracions de
glucosa (Ferrer et al 1997 i Cid et al 2000). Per contra, la LGS presenta una
distribucié citosolica en absencia de glucosa i es concentra a la periféria de
I'hnepatocit quan la concentracié d’hexoses incrementa (Garcia-Rocha et al
2001). Finalment, la HK I s’ha demostrat que s’uneix reversiblement a la
membrana mitocondrial externa a través d‘una seqiéncia N-terminal
hidrofobica (Polakis et al 1985). Aquesta associacié, que en part esta

controlada pels nivells intracel-lulars de Glu 6-P, juga un paper en la regulacio
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de l'activitat de la HK I in vivo. Baixos nivells de Glu 6-P afavoreixen
I'associacié amb els mitocondris i estimulen l'activitat HK I, mentre que alts
nivells del metabolit tenen I|'efecte oposat (Wilson, 1995). Aquests
mecanismes de localitzacid cel-lular poden intervenir també de manera

decisiva en el control de la sintesi del glicogen.

La HK I, que representa més d'un 75% de l'activitat hexoquinasa total
present en el muscul esqueletic (Wilson, 1998), i la MGS es troben
respectivament al principi i al final de la via de sintesi de glicogen en el
muscul. Per tant, la capacitat del primer d’actuar com a mitjancer en
I'activacidé induida per glucosa del segon té un sentit fisioldgic clar. L'alta
afinitat de la HK I per la glucosa implica que aquest monosacarid sigui
rapidament convertit en Glu 6-P quan entra a la cel-lula. Per aix0, la parella
HK I i MGS és sensible a baixes concentracions de glucosa presents en la
cel-lula muscular. Estudis fets en animals transgénics que sobreexpressen la
GS de muscul de conill demostren que, en fibres musculars, el control de la
sintesis de glicogen esta compartit entre el transport de glucosa (GLUT-4) i la
GS (Azpiazu et al 2000 i Manchester et al 1996). En aquests estudis, els
autors mostren com la sobreexpressid de la GS de muscul produeix un
increment en el contingut de glicogen en varis tipus de fibres musculars. Ara
bé, els nivells de UDP-Glu baixen considerablement com a resultat d’aquest
increment en l'activitat GS i del transport limitat de glucosa, impedint aixi
I'acumulacié de grans quantitats de glicogen. Aguestes observacions indiquen
que el control de la acumulacié de glicogen en el muscul no recau en la
capacitat fosforiladora de glucosa i en canvi si que ho fa en I'import de glucosa
estimulat per insulina via el GLUT-4 i en la MGS (Azpiazu et al 2000).

En canvi, la situacié en el fetge és bastant diferent. En els hepatocits en
cultiu el transport de glucosa a través de la membrana plasmatica el realitza el
GLUT-2, un transportador de gran capacitat (Thorens et a/ 1990 i Bell et al
1993). Degut a les propietats cinetiques d’aquest transportador, el GLUT-2
essencialment manté en equilibri la concentracié de glucosa entre els espais

intra- i extra- cel-lulars. Per aix0, en el fetge, el transport de glucosa no és
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una etapa determinant. Tot i que la GK representa la principal activitat
fosforiladora de glucosa de I’'hepatocit, la HK I també s'hi troba en quantitats
considerables (Cardenas et al 1998). Quan els nivells de glucosa en sang soén
baixos (per sota 5 mM) no hi ha flux a través de la GK. Aix0 és degut a la seva
alta Sos per glucosa (Cardenas et al 1998) i a l'accié de la seva proteina
reguladora, la qual encara disminueix més la afinitat aparent de la GK per
glucosa en I'hepatocit (Bontemps et al 1974 i de la Iglesia et a/ 2000). Per
aix0, en aquestes condicions de baixa glucosa només la HK I pot fosforilar-la i
per tant la Glu 6-P produida no es pot dirigir cap a la sintesi de glicogen, ja
que aquest metabolit no és capa¢ d'activar la LGS. Només quan la
concentracid de glucosa en sang augmenta per sobre un determinat llindar, la
GK transloca al citosol i comenca a produir Glu 6-P. Aquesta actua com a
senyal que dispara la sintesi hepatica de glicogen. En aquest cas el control de
la sintesi de glicogen no recau sobre el transport de glucosa sind en la GK i en
la LGS com s’ha descrit en aquesta tesi. Sembla que la incapacitat de la Glu 6-
P produida per la HK I per estimular |'activacié de la LGS és una de les vies
que té I'hepatocit per assegurar-se que la sintesi de glicogen hepatic només es
produeixi quan es necessita, és a dir, quan els nivells de glucosa en sang sén

alts.

La sintesi de glicogen a partir de precursors gluconeogenesics juga un paper
molt important en I'homeostasi de glucosa en periodes de deju i en la diabetis.
Sabem que els precursors de la gluconeogénesis provoquen un augment en el
contingut de glicogen (van Dijk et al 2001). Tanmateix es coneix poc el
mecanisme pel qual aquest es produeix i el paper que juga la GS en aquest
procés. En aquesta tesi, s'ha estudiat la regulacié de la sintesi de glicogen a
partir de DHA, i s'ha avaluat la capacitat d’aquest substrat per activar i

mobilitzar la maquinaria de sintesi del glicogen.

La DHA, com la glucosa, dispara un canvi en la localitzacié subcel-lular de la
GS, des d’una distribucié citosolica cap a la periferia de I'hepatocit, formant
agregats al cap de dues hores d’incubacid. El glicogen en preséncia de DHA

també es sintetitza a la periferia cel-lular. Un comportament molt similar al
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gue s’observa en preséncia de glucosa (Garcia-Rocha et al/ 2001). Aquests
resultats descarten la glucosa com element senyalitzador en aquest procés de
localitzacidé subcel-lular de la GS. A més a més, els resultats que hem obtingut
indiquen que la Glu 6-P procedent de gluconeogenesi no només fa translocar

la GS sin6 que també I'activa.

Resumint, en aquest estudi es mostra clarament que en hepatocits la Glu 6-
P produida per la HK I no pot ser dirigida cap al glicogen ja que no pot activar
la GS de fetge (Gomis et al 2002). Aquesta evidencia sembla indicar que la GK
és I'element que facilita que I'"hexosa fosforilada activi la LGS i serveixi per a la
sintesi de glicogen en hepatocits. A més, l'activacidé de la GS per part de la Glu
6-P de la gluconeogenesi, tal i com s’ha demostrat en els estudis presentats,
reforca la idea que la GK no és la Unica, ni imprescindible per a la funcionalitat

de la GS hepatica, sind que la HK I n'és I'excepcid.

Tots aquests resultats i aquells descrits a la bibliografia amb anterioritat,
ens permeten concloure: primer, que la sintesi de glicogen succeeix a la
periferia de I'hepatocit, i és funcid de l'activacié de la GS via Glu 6-P. En la
periferia cel-lular és on es probablement es donen les condicions optimes, com

I'accés a substrats, per a la sintesi de glicogen.

Segon, que la font utilitzada per sintetitzar la Glu 6-P es determinant per
activar la GS. En el cas que s'utilitza un precursor gluconeogenic per
sintetitzar glicogen, la G6Pasa juga un paper clau al decidir en quina direccid
(produccié de glucosa o sintesi de glicogen) s'utilitzara la Glu 6-P. En aquest
sentit, recentment s’ha descrit que in vivo la inhibicié de la Glu 6-P translocasa
porta a una utilitzaci6 de la Glu 6-P produida per gluconeogénesi cap a la
sintesi de glicogen (van Dijk et a/ 2001). A més a més, una deficiencia de GS
de fetge en humans porta a un hipoglicemia cetotica degut a la impossibilitat
de sintetitzar glucosa per gluconeogénesi (Rutledge et a/ 2001 i Orho et al
1998). Aquestes observacid suggereixen que la GS és essencial per a la

produccié de glucosa a partir de gluconeogénesi.
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Tercer, quan la Glu 6-P prové de la fosforilacié de glucosa per part de la GK,
la sintesi de glicogen incrementa en funcié dels nivells de glucosa. El glicogen
es produeix de manera més eficient gracies a la inactivacié de la GP per
glucosa i la conseqient disminucid6 de la degradaci6 del glicogen. El
funcionament tan acurat d’aquesta maquinaria esdevé essencial en el balang

entre la produccié hepatica de glucosa i la sintesi de glicogen.

Durant molts anys hi ha hagut molta controversia al voltant del mecanisme
pel qual la glucosa era capac d'activar la GS i estimular la sintesi de glicogen.
Alguns autors havien postulat, tal i com ja s'ha explicat, que la glucosa
provocava l'activacié de la GS per un mecanisme seqliencial (Stalmans et al/
1974). Aquest mecanisme proposava la unié directa de la glucosa a la GP-a
inhibint la seva activitat i fent-la mes susceptible de ser inactivada per
fosfatases. La GP-a es considerava un potent inhibidor de la fosfatasa, i per
tant es considera que la seva inactivacid resultava en una activacié de la GS.
En els ultims anys han aparegut resultats que es contradiuen amb aquest
mecanisme per altra banda tant elegant. Entre d'altres observacions s'ha
demostrat que la glucosa ha de ser fosforilada per induir l'activacié per
desfosforilacié de la GS (Carabaza et al 1992 i Cadefau et al 1997).

Per altra banda, s'ha suggerit recentment que l'elevat coeficient de control
de la GP sobre la sintesi de glicogen es conseqliencia de la regulacié de
I'activitat de la GS més que de la seva capacitat per degradar glicogen (Aiston
et al 2001), acceptant com a valids els arguments proposats en el mecanisme

seqliencial d'activacié de la GS per glucosa.

En canvi, els nostres resultats mostren que I'activacido de la LGS presenta
una molt bona correlacié amb els nivells de Glu 6-P, independentment de que
aquest metabolit provingui de I'accié de la GK o bé de gluconeogenesi (Fig. 1).
Ara bé, en el primer cas, la preséncia de glucosa fa que la GP-a sigui
inactivada, mentre que en el segon aquest enzim resta actiu, tal i com s'ha
descrit en el capitol 5. Tot i que, en ambdds casos els nivells de GS activa sén

els mateixos per una mateixa concentracio intracel-lular de Glu 6-P, el menor
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estat d’activacié de la GP s’explicaria per qué els nivells de glicogen son

superiors quan s'incuba amb glucosa.

Figura 1 Relacié entre els nivells de Glu 6-P i els nivells de

GS activa.

Relacié entre els valors de concentracié de Glu 6-P intracel-lulars i GS activa del
diferents experiments realitzats en aquesta tesi en les seglients condicions:
Hepatocits van ser tractats amb I’AdCMV-GK (a), I'’AdCMV-G6Pasa (m), 0 sense
tractar(e) durant dues hores, incubats durant 16 hores amb DMEM sense glucosa, i
posteriorment incubats amb DMEM amb diferents dosis de glucosa (figures negres)
o DHA (figures blanques) durant dues hores. Els coeficient de regressié es troba

indicat en el grafic.
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En resum, els resultats presentats en aquest treball clarament han
demostrat la importancia de la fosforilacid de la glucosa per la GK i com
aquest metabolit té un paper crucial com a molécula senyalitzadora en
I'activacio de la GS i la sintesi de glicogen a partir de glucosa. A més a més,
en situacions on la principal font de Glu 6-P és la gluconeogénesi, I'activacio

de la GS és independent de l'inactivacié de la GP-a.
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Conclusions:

1. La sobreexpressié de la GS en hepatocits provoca un increment en la
sintesi de glicogen perd no augmenta la glicolisi. A més a més, la concentracié
dels metabolits intermedis entre la GK i la GS, com és ara la Glu 6-P i 'UDP-

Glc, no baixen significativament quan es sobreexpressa la GS.

2. El control de la sintesi de glicogen en hepatocits esta compartit per la GK
i la GS a diferéencia del muscul on esta compartit pel transportador de glucosa
(GLUT-4) i la GS.

3. L'acumulacié de glicogen, en hepatocits, a partir de glucosa esta sotmesa
a un sistema de control en el qual el controlador, GS és, alhora, controlat per
la GK. Aquest control és indirecte i es excercit a través dels nivells de Glu 6-P,

els quals promouen la desfosforilacio de la GS, i per tant I'activen.

4. FEl coeficient de control de la GS en la sintesi de glicogen a partir de
glucosa en hepatocits és positiu i superior a la unitat i depen de la

concentracié glucosa a la qual s'han incubat les céel-lules.

5. La sobreexpressié de la GS implica un augment en els nivells de GP
fosforilada a una determinada dosi de glucosa. Aix0 suggereix que la cel-lula

busca un possible equilibri entre les formes actives d'ambdds enzims.
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6. Els resultats suggereixen la compartimentalitzacié de la Glu 6-P. En
cel-lules de FTO-2B, hi ha com a minim dues poblacions de Glu 6-P. La GK
serveix el seu producte en un compartiment cel-lular, aquest és accessible a la
LGS i la MGS, mentre que la poblacié de molecules de Glu 6-P produides per la

HK I es localitzen en un compartiment cel-lular del qual esta exclosa la LGS.

7. Aquesta diferent capacitat de resposta a la Glu 6-P de diferents fonts
entre la LGS i la MGS té, probablement, un sentit fisiologic. L'alta afinitat de la
HK I per la glucosa implica que aquest sucre sigui rapidament convertit en Glu
6-P quan entra a la cel-lula. Per aix0, la parella HK I i MGS és sensible a baixes
concentracions de glucosa presents en la cél-lula muscular. Aixo explicaria per
gué el control de la acumulacié de glicogen en el muscul no rau en la capacitat
fosforiladora de glucosa i en canvi si que ho fa en el import de glucosa
estimulat per insulina via el GLUT-4 i en la MGS. En canvi en fetge, la parella
GK i LGS es sensible a altes concentracions de glucosa mentre que es manté

inactiva a baixes concentracions.

8. La concentracié catalitica de GS activa i de GP activa sén el factor clau

per determinar els nivells de sintesi de glicogen.

9. La DHA dispara un canvi en la localitzacié subcel-lular de la GS des d’una

distribucié citosolica cap a la periféria de I’'hepatocit formant agregats al cap de
dues hores d’incubacié. A més a més, indueix I'activacié de la GS i promou la

sintesi de glicogen.
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MATERIALS I METODES

1.TECNIQUES ESTANDARD DE BIOLOGIA MOLECULAR
1.1. PCR

La reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al 1988) es va
utilitzar per a amplificar fragments de DNA a partir de plasmidis que ja
incloien el cDNA d’interés. En aquest treball experimental es va utilitzar
sempre la Pfu DNA polimerasa (Stratagene), ja que tot i ser menys

processiva que la tag, la seva taxa d’error era molt més baixa.
1.2. ELECTROFORESI DE DNA

Les molecules de DNA es van separar en funcié de la mida, aixd es va
fer mitjancant l'electroforesi en gels d’agarosa, seguint la metodologia
descrita per Sambrook et al (1989). Com a marcadors dels fragments de
DNA es va fer servir una digestido del fag A, amb els enzims de restriccid
EcoRI1 i HindIII (A/EcoRI-HindlIIl, Promega G1731). Aquest marcador de DNA
presenta mides d’entre 21000 i 125 pb. El tampé de carrega de les
mostres contenia glicerol i un colorant, el blau de bromofenol, tal i com
descriu Sambrook et al (1989). L'electroforesi es va fer a 60-80 V a
temperatura ambient. Després de separar els fragments el DNA va ser

visualitzat a I’'UV, gracies a la presencia de bromur d’etidi en el gel.

Gel d'electroforesi de DNA

Es disolia I'agarosa 0,8-1,5%(p/v) en la solucié de TAE (Tris, acéetic, EDTA)
1X escalfant la solucié amb un microones, es deixava refredar i s’hi afegia el
bromur d’etidi 0,5 pg/ml, s‘agitava i s'abocava la barreja al portagels de la

cubeta d’electroforesi.
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TAE 50X

Es pesaven 242 g de Tris Base (2 M) i 37,2g de Na,EDTA.2H,0 (100 mM) i
es disolien amb aigua. S’afegien 57,1 ml d’acid acetic glacial i finalment,
s'ajustava el pH a 8 i s’enrasava el volum a 1 litre. Finalment, s’autoclavava

abans d’utilitzar-lo.

Tampo d’electroforesi de DNA:

TAE (Tris, acétic, EDTA) 1X

Bromur d’etidi

Es preparava a una concentracio6 de 2mg/ml i es conservava en un
recipient opac, protegit per la llum. Cal molta precaucié (guants i campana
d’extraccid) en la seva manipulaci6 ja que es tracta d'una substancia

carcindogena.

Tampd de carrega de mostres de DNA (5X)

Es preparava amb glicerol 30% (v/v) i Blau de Bromofenol 0,25% (p/v).

Aguest tampd s’afegia en una proporcié de 1:5 (v/v) a les mostres de DNA.

1.3 CLONATGE

El clonatge d'un fragment de DNA en un altre implicava diverses etapes
destinades a preparar la lligaciéo de les molécules de DNA. Les reaccions de
digestio, i obtencid de fragments de DNA amb extrems roms i cohesius es
van dur a terme seguint la metodologia descrita per Sambrook et al (1989).

L'enzim que es va utilitzar per a les lligacions entre fragments de DNA
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d'interés (inserts) i plasmidis va ser la T4 DNA lligasa (Rapid DNA Ligation
kit, Roche) fent barreges de DNA d’entre 100-500 ng entre els dos
fragments. Les reaccions es van fer sempre en presencia d'un excés de
molecules d’insert en relacié a les de plasmidi (relacié 1:3 o bé 1:5 en funcié
del cas). Les lligacions es van dur a terme a temperatura ambient durant 1
hora en el cas de fragments cohesius, o bé unes 3 hores en cas de fragments

que presentaven extrems roms.

Sempre que, per |'estrategia de clonatge, va fer falta la conversié dels
extrems cohesius d’un fragment de DNA digerit en extrems roms, aquest va
ser incubat a 37°C durant 30 min en preséncia del fragment Klenow de la
DNA polimerasa I d'E. Coli.

Quan els fragments que s’havien de clonar provenien de PCR es va utilitzar
el kit comercial Sure Clone Rapid Ligation Kit (Pharmacia). Aquest permetia
lligar el vector pUC18 digerit amb Smal i desfosforilat amb els productes de

PCR amb extrems roms.

1.4 QUANTIFICACIO DE DNA

Per quantificar el DNA, es va tenir en compte que 1 unitat d’absorbancia a
260 nm, mesurada en cubeta de quars de 1000 ul, equivalia a una

concentracié de 44 mg/mil:

Concentracio de DNA [ug/ul]1=A260nmX44X1/Vmostra(pl)

La qualitat del DNA es va mesurar com la relacié entre I'absorbancia a 260
nm i 280 nm. Es a dir la relacié entre I'absorbancia de les molécules de DNA i
la de les proteines. Es va acceptar una qualitat suficient del DNA quan teniem

una relacio r>1.8.

Alternativament, es va efectuar la quantificaci6é del DNA lineal per
electroforesi d’'un determinat volum d’aquest DNA, juntament amb uns
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marcadors que incloien diferents fragments amb quantitats conegudes de
DNA. La concentracid6 problema es va determinar comparativament,

il-luminant a I'UV el gel.

1.5 TRANSFORMACIO DE CEL-LULES COMPETENTS

La transformacié és una técnica mitjancant la qual s’introdueix DNA

exogen, generalment un plasmidi d’interés, en cel-lules procariotes.

Hi ha diferents métodes per transformar cél-lules, tots ells basats en una
alteracid transitoria de la permeabilitat de la membrana de les cel-lules
competents, facilitant-ne I'entrada del DNA. Les transformacions s’han fet pel

metode del xoc termic (Sambrook et a/ 1989).

Per tal fi, es descongelava en gel una aliquota (50 pl) de cel-lules
competents. Es barrejaven les cel-lules i el DNA plasmidic en una proporcio
no major a 10:1 (v/v) i mantenir la barreja 30 min en gel. S’incubava 90
segons a 42°C. Es mantenia la barreja 2-3 min en gel. S’hi Afegien 300-600
ml de medi LB autoclavat i s‘incubava 1h, en agitacié, a 37°C. (durant aquest
interval les cél-lules transformades tenen temps de sintetitzar les proteines
de resisténcia codificades pel plasmidi i recuperar-se del xoc térmic).
S’escampaven un 200 ml de la suspensié de cél-lules transformades sobre
plaques de LB-Agar que incorporen l'antibidtic corresponent. S’incubaven a
379°C, durant 14-18 hores (cal vigilar el temps, temps massa llargs faciliten el
creixement de colonies satel-lit al voltant de les colonies de bacteries

resistents a causa de la destruccid de I'antibiotic en aquella zona).

Es van emprar cel-lules E.Coli DH5« (Life Technologies, INVITROGENE). Els
plasmidis utilitzats presentaven resistencia a ampicil-lina (pUC18, pACCMV,
pJM117) o a kanamicina (pEGFP).

El plasmidi pUC18 presentava les dianes de clonatge interrompent el gen

lac-z, de manera que permetia la seleccié per color de les colonies (Utilitzant

156



Materials i Méetodes

plaques de LB-agar amb IPTG i X-gal). Si s’havia introduit un insert en la
regio de clonatge el gen lac-z no es podia expressar i donar coloracié blanca
a les colonies positives. Les colonies que contenien el plasmidi sense l'insert
presentaven un color blavds. A vegades, el color blau no s’apreciava bé i
podia donar lloc a la confusié i identificaciéo de falsos positius. Per evitar-ho
es deixaven les plaques unes hores a 4°C potenciant el color blau de les

colonies negatives.

Medi Luria-Bertani (LB)

Els 3 components es dissolien en H,O mQ (Triptona 1%, Extracte de
Llevats 0,5% i NaCl 1% (P/V)). S’ajustava el pH a 7 amb NaOH i s’autoclava.
S’afegia I'ampicil-lina o kanamicina a una concentracié final de 100 ug/ml

abans d’inocular la corresponent colonia resistent que es volia créixer.

Ampicil-lina i kanamicina

Es preparava un estoc a 100mg/ml (1000 X) i es conservava aliquotada i

congelada a —20°C.

Plagues de LB-agar

Es pesaven la triptona (1%(p/v)), l'extracte de llevats (0,5%(p/v)) i el
NaCl (1%(p/v)) i s’hi afegia l'agar (1,5%(p/Vv)), es dissolien en H,O mQ i
s’autoclavava. Una vegada autoclavat, es deixava refredar la solucié fins a
500C i es preparaven les plaques en una campana; quan l'‘agar estava
solidificat, es mantenien una nit cap per avall en una estufa a 37°C, per
comprovar que no estaven contaminades. Després, es guardaven a 4°C fins

a ser utilitzades.

Plagues de LB-agar amb antibiotics
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Es preparaven com les anteriors. Ara bé, s’afegia I|'antibiotic a la
concentracido adequada quan la temperatura de la barreja a disminuit a 50°C
per no fer malbé I'antibiotic. En aquest treball s’han usat els antibiotics
ampicil-lina i kanamicina. Per a la seleccié per expressié del gen lac-Z o per

antibiotics, es feien servir les segiients concentracions

Ampicil-lina i kanamicina 100 pg/mi
IPTG 40 ng
X-gal 8 ng/ml
IPTG

Es preparava a una concentracio de 100 mM i es guardava aliquotat i

protegit de la [lum a -20°C.

X-gal

Es preparava a una concentracié de 50 mg/ml en DMF (dimetilfluorur) i es

guardava aliquotat i protegit de la llum a -20°C.

1.6 OBTENCIO DE DNA PLASMIDIC

S’han descrit diversos protocols per aillar plasmidis de cultius bacterians.
Aquests es basen en un primer pas de ruptura de la paret cel:-lular, seguit
d’'una etapa de purificaci6 del DNA per precipitacié o bé utilitzant alguna
téecnica cromatografica (mitjancant columnes o resines disponibles
comercialment). En aquest treball es van utilitzar dues vies d’obtencié de
DNA plasmidic, que es diferenciaven pel volum de cultiu: lisi alcalina per

cultius de menys de 2 ml o maxipreps en el cas de cultius grans (>200 ml).

a) Metode de lisi alcalina (miniprep)
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Protocol que es basa en una lisi inicial de les parets cel-lulars bacterianes
en medi basic, seguit d’'una precipitacié del DNA. El DNA que s’aillava és poc
pur, i és per aix0 que aquest metode només es va utilitzar per aillar DNA
plasmidic provinent de colonies bacterianes transformades amb productes de

lligacid.

Per a l'obtencié del DNA, es passava en un tub eppendorf 1 ml del cultiu
bacteria (que préviament havia estat creixent a 37°C en agitacié constant,
durant 8-15 hores). La resta del cultiu es guardava (1ml) a 4°C. Es
centrifugava el cultiu a 10.000 xg durant 30 segons, per sedimentar els
bacteris. I s’aspirava el sobrenedant. Es Resuspenia el precipitat de bacteris
en 100 ul de TE i es Deixava 5 min a temperatura ambient. S’afegien 200 pl
de solucio de lisi (SDS/NaOH) i s’invertia suaument 3 o 4 vegades i es
deixava 5 min a temperatura ambient. Després, s'afegien 150 pl de solucio
d’acetat potassic (KCOOHCH3). S’invertia suaument 3 o 4 vegades i es
deixava 5 min precipitant en gel. Es centrifugar a 10.000 xg, durant 5 min i
es passava el sobrenedant a un tub eppendorf net. S’hi afegien 900 pl
d’etanol i es deixava la barreja 5 min a temperatura ambient. Es tornava a
centrifugar 5 min a 10.000 xg i s’eliminava el sobrenedant. Es rentava el
precipitat amb 1 ml d’etanol (CHsCH,OH) al 70% (V/V), i es tornava a
centrifugar durant 5 min i per eliminar el sobrenedant. Deixavem assecar el
precipitat a l'aire i el resuspeniem en 20 ul de la solucié d'RNAasa A en TE ph
( (50 pg/ml). Finalment, s’‘incubava 30 min a 37°C, per a digerir I'RNA i fer
les analisis corresponents dels plasmidis obtinguts, mitjancant digestié o
PCR.

TE
Tris HCL pH 8 25 mM
EDTA pH 8 10 mM

Solucié de lisi
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NaOH 0,2 M
SDS 1%

Es preparava al moment de fer-la servir.

Soluci6 d'acetat potassic (CH3;COOK)

KAC (CHsCOOK) 3 M
Acid acetic glacial (CH;COOH) 5M

Una vegada realitzades les digestions o la PCR del DNA aillat per tal
d’identificar la colonia positiva, es feia servir la resta del cultiu que s’havia
guardat a 4°C per inocular uns 200 ml de medi LB fresc. El cultiu es deixava
créixer en agitacid constant a 37°C unes 16h, i seguidament es feia una

maxiprep per obtenir-ne el DNA a gran escala.
b) Maxiprep

Aquest protocol permet obtenir quantitats importants de plasmidi (100-500
ug). El plasmidi purificat és de gran puresa i pot ser utilitzat tant en reaccions
de restriccid, lligacid, etc... com per seqlenciar o transfectar. El métode
estava basat en una lisi alcalina del cultiu cel-lular amb una posterior
purificaci6 del DNA per cromatografia d‘intercanvi ionic en columna
mitjancant el kit QIAGEN Plasmid maxi prep (QIAGEN).

Abans de comencar |'aillament del DNA, calia guardar un petit volum del
cultiu bacteria (1 ml) amb el qual es preparava un estoc de bacteries. Per a
aquest fi, s’afegia a les cél-lules un volum de glicerol al 50% esteril per tal
que quedés a una concentracié final del 15%. Aquest estoc es podia mantenir
congelat a -80°C i servia per a créixer més cultiu bacteria sense necessitat

de transformar noves bacteries.

Els plasmidis finals es van dissoldre en Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH
8.
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1.7 SEQUENCIACIO DE DNA

Les construccions de DNA que s’han realitzat en aquest treball van ser
seqlienciades per verificar que en el procés de PCR no s’hi havia introduit cap
error. La seqlenciacid del DNA plasmidic dels vectors utilitzats en aquest
projecte va estat realitzada de manera automatitzada als Serveis Cientifico-

Técnics (SCT) de la Universitat de Barcelona.

El protocol utilitzat es basava en dur a terme una reaccié de PCR a partir
del DNA que es volia seqlienciar, en presencia de ddNTP marcats, cada un
d’ells, amb un indicador fluorescent de longitud d’ona diferent. Les reaccions
de PCR per seqienciar s’efectuaven a una temperatura d’hibridacié de 47°C i

es feia servir un kit (ABI-PRISM DNA sequencing kit, Amersham).

La reaccié de seqlienciacié es realitzava en presencia d’oli mineral, que
podia dificultar la recuperacié del volum sencer de la reaccié de seqlienciacio.
Per recuperar les cadenes sintetitzades era convenient pipetejar tot el
contingut del tub eppendorf (oli i medi aquds) i dipositar-lo sobre un tall de
parafilm. A continuacid, es feia relliscar inclinant el parafilm fins que I'oli se
separava de la barreja de seqienciacié. Un cop separada la fase aquosa de
I’oli, les cadenes sintetitzades eren precipitades, rentades i assecades segons

el protocol indicat pel proveidor del kit.

Posteriorment, aquestes cadenes eren analitzades per electroforesi en un
sistema acoblat a un fluorimetre. Aquesta ultima part és la que es duia a
terme al servei de seqlenciacié dels SCT amb el seqlienciador ABI-PRISM

377 automatic DNA sequencer (Perkin ElImer Applied Biosystems).

2. CONSTRUCCIO DELS PLASMIDIS QUE CODIFIQUEN PER A
LA RLGS I PER A LA GFP-RLGS

161



Materials i Métodes

Es van construir els plasmidis que codifiquen per a proteines salvatges o
bé unides a un marcador fluorescent com la GFP. En els casos de fusionar un
marcador de fluorescéncia, es va fer a l'extrem N-terminal de la proteina

d’interes.

2.1 RLGS I FUSIO AMB GFP

La seqlencia codificant sencera de la GS de fetge de rata va ser
amplificada per RT-PCR a partir de mRNA de fetge de rata utilitzant el
Superscript One-Step RT-PCR System (Gibco BRL) i oligos degenerats. Tot
seguit, es va amplificar usant la Pfu DNA polimerasa i els oligonucleotids (5'-
ATTTCATATgCTCAggggCCgCTCCTTgTCTgTgACg-3') i (5'-
gACTCTAgATATgCATCAgggATggACTTgggC -3’) els quals introduien les dianes
de restriccié Ndel i Xbal (subratllades), respectivament. El fragment obtingut
va ser clonat en el plasmidi pUC18 linealitzat amb Smal, amb extrems roms i

desfosforilat (smal/BAP), usant el SureClone ligation kit (Pharmacia Biotech).

Des d’aquest vector es va clonar el cDNA de la RLGS en el vector
d’expressid en cel-lules eucariotes pE-GFP de tal manera que els cDNA de les
dues proteines compartien el mateix marc de lectura. La construccio
resultant va ser el plasmidi pEGFP/RLGS. Aquest vector dirigia I'expressié en
cel-lules eucariotes de la RLGS fusionada a la proteina verda fluorescent
(GFP) en el seu extrem N-terminal. D’aquesta manera podiem seguir la seva

localitzacié subcel-lular en temps real.

2.2 PREPARACIO DE PLASMIDS PER GENERAR ADENOVIRUS
RECOMBINANTS

2.2.1 pACCMVpLpA-RLGS

El cDNA de la RLGS es va amplificar per PCR a partir d’'un plasmidi pGEM-T
que incorporava aquest cDNA (pGEM-T/RLGS). Com a encebadors de la
reaccio es van utilitzar dos oligonucleotids que incorporaven: a 5’- del cDNA,

162



Materials i Méetodes

una seqliencia KOZACK (Kozack 1987a,b) de posicionament de ribosomes i

una diana Kpn I, i a 3’- del cDNA una diana Xba I.

El primer Sense va ser el seglient:

5’-TTAgggTACCgCCACCATgCTCAggggCCgCTCCTTgTCTgTgAC-3’

5’- gACTCTAgATATgCATCAgggATggACTTgggC -3’

El primer Antisense va ser el que segueix:

El producte de I'amplificacié per PCR era purificat. Posteriorment era tallat
amb HindIII. Amb I'ajut de la klenow polimerasa es van fer els extrems roms
i es tornava a tallar I'insert amb I’'enzim de restricci6 Kpn I. Aquest producte

era el que es va utilitzar per clonar-lo al pACC.

El pACCMVpLpA es va tallar amb Xba I, després es van fer roms els

extrems i es van tornar a tallar amb Kpnl.

Es va fer la lligacid6 dels dos productes per obtenir el plasmidi
pACCMVpLpA-RLGS amb el qual podiem iniciar el procés de generacié de

I'adenovirus recombinant.

2.2.2. pACCMVpLpA-GFP/RLGS

Es va partir del plasmidi pEGFP/RLGS on teniem el DNA codificant per les
dues proteines fusionades en pauta de lectura. Es va tallar aquest vector
amb Eco47 III. Un enzim de restriccid que ens alliberava l'insert de DNA que
contenia el gen de la GFP/RLGS. Aquest fragment el es va tallar
posteriorment amb I'enzim de restriccié Kpn I de tal manera que teniem un

fragment amb un extrem rom i I'altre cohesiu.

El plasmidi pACCMVpIpA, necessari per generar l'adenovirus, es va tallar
amb |'enzim Eco RI de tal manera que el linialitzavem. Tot seguit
reconstituiem els seus extrems per accié de la polimerasa Klenow. Finalment,

es va tornar a tallar amb I'enzim Kpn I que tallava un dels dos extrems.
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Quan es van combinar tots dos fragments de DNA i hi afegiem DNA lligasa,
Iinsert s’unia al plasmidi i quedava orientat correctament amb la part que

codificava per I'amino-terminal darrera del promotor de CMV.

3. PREPARACIO D’ADENOVIRUS RECOMBINANTS

Es disposava al laboratori de diferents adenovirus recombinants que
contenen el cDNA de la glucoquinasa de fetge de rata, AdCMV-GK,
I'hexoquinasa I de fetge de rata, ACMV-HK, la glucosa 6-fosfatasa de fetge
de rata, AdCMV-G6Pasa, la p-galactosidasa, AdCMV-BGAIl, la green
fluorescent protein (GFP), AdCMV-GFP, i la glicogen sintasa de muscul,
AdCMV-MGS. D’altra banda, es van construir els adenovirus recombinants
gue contenen el cDNA de la glicogen sintasa de fetge de rata, AACMV-RLGS, i
la glicogen sintasa de fetge de rata fusionada a la GFP, AACMV-GFP/RLGS.

3.1 CONSTRUCCIO DE L’‘ADENOVIRUS ADCMV-RLGS, AdCMV-
GFP/RLGS

L'estrategia de construccid dels diferents adenovirus esta esquematitzada a
la Fig 3 i és una variacié del métode descrit per Becker et al (1994). Es
disposava del vector pACCMVplpA que derivava d’'un plasmidi pAC al que s’hi
havia afegit el promotor constitutiu del citomegalovirus (CMV), el lloc de
policlonatge (polylinker) del pUC 19 i un fragment del genoma del virus SV40
que contenia l'intré de I'antigen T i el senyal de poliadenilacié (Gluzman et a/
1982). El vector pAC conté el genoma de I'adenovirus 5 des de 0 fins a 1,3
mu (unitats de mapa) i des de 9,1 fins a 17 mu i també un fragment del
plasmidi pXF3. El fragment entre les posicions 1,3 i 9,1 mu que manquen en
el plasmidi corresponen al gen AdE1A. Posteriorment, es va incloure entre el
promotor CMV i el senyal de poliadenilacido el cDNA de la proteina que ens
interessava (RLGS, GFP/RLGS).
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També es disposava del plasmidi pJM17 (McGrory et al 1988) de 40kb, que
contenia el genoma complet de I'adenovirus 5 interromput per la insercio del
plasmidi bacteria pBRX a la posicid 1,3 mu. D’aquesta manera, el plasmidi
pJM17 excedeix la longitud maxima de DNA que es capac¢ d’empaquetar

I'adenovirus (38 kb), i per tant, no pot formar particules viriques infectives.

El pas seglient consistia en cotransfectar els dos plasmidis, el pACCMVpLpA
amb el cDNA d’interés i el pJM17, en cel-lules 293 mitjancant la técnica de
transfeccié amb fosfat calcic (4.1). El que s’esperava era un fenomen de
recombinacid6 homologa gracies a les seqiéncies idéntiques presents en
ambdos plasmidis. Per que aix0 es produis calia que els dos plasmidis
s'internalitzessin en la mateixa cél-lula 293. El producte de la recombinacio
homologa resultant era un genoma viric recombinant que incloia el cDNA de
la nostra proteina d’interes i que podia ser encapsidat tot i mancar-li el gen
AdE1A necessari per tancar el cicle litic de I'adenovirus. Aquest gen AdE1A el
proporcionaven les cél-lules 293 que el tenien integrat en el seu genoma i el
podien subministrar en trans, facilitant la formacié de les particules viriques
recombinants. Aquestes particules viriques tenien capacitat d’infeccié pero
eren deficients pel que fa a la replicacio. Només es podien amplificar en

cél-lules 293.

Es va purificar un clon de I'extracte viric de la primera recombinacié per a
tenir una poblaci6 homogénia de virus. Aquest procés es feia sobre una
monocapa de cel-lules 293 que s’infectaven i es fixaven amb una matriu
d'agar. Es deixava créixer les cél-lules durant uns 10 dies i quan apareixien
les primeres plaques de lisi es seleccionaven amb I'ajut d’una pipeta pasteur.

Aquest clon, es va amplifica posteriorment.
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Figura 1. Estratégia de clonacié de I'’AdCMV-RLGS. L’estrategia
seguida per a la generacié d’aquest virus ha estat la mateixa en el cas
dels altres que s’han desenvolupat en aquesta tesi doctoral.
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3.2 AMPLIFICACIO DELS ADENOVIRUS

Per treballar amb un nou adenovirus calia preparar-ne un stock de solucié
infectiva per a realitzar els experiments desitjats. Per aixo cali amplificar els

virus. El metode que es va utilitzar és el descrit per Becker et al (1994).

L'amplificacié dels adenovirus consistia en infectar cel-lules 293 en grans
quantitats. Es preparaven les cel-lules en plagues de 100 o 150 mm,
depenent de la quantitat de solucidé virica desitjada. Les plaques havien
d’estar a una confluéncia del 80-90%. S’infectaven amb una petita quantitat
de soluciod virica en un volum de 3 o0 5 ml de medi en funcié del tamany de
cada placa. Es remenaven les plaques amb suavitat perqué la infeccié fos
homogénia a tota la monocapa. Després de 2-3 hores s’afegien 10 o 15 ml
de medi depenent de si la placa era de 100 o 150 mm de diametre. Passats
de 5 a 7 dies, es comencava a observar la lisis cel-lular. Quan aquesta
arribava al 60 % de les cel-lules es recollia el medi amb restes cel-lulars i es
congelava. Per deixar lliures les particules viriques es seguien 4 cicles de
congelacié i descongelacié. Aquest procés es feia amb I'ajut d’'un bany de neu
carbonica en etanol i un bany a 37 °C. Acabat el procés es centrifugava
I'extracte a 500 rpm durant 5 minuts per eliminar les restes cel-lulars i
s’aliquotava el sobrenedant. Aquesta solucié de medi amb particules viriques

es podia congelar a - 20°C o a -80°C.

3.3 TITULACIO DELS ADENOVIRUS

La quantificacié dels estocs virals obtinguts per amplificacié es va realitzar
pel métode del blau de tripa. Es van fer diferents dilucions de I'estoc
d’adenovirus amb medi de cultiu (10°,10°%,10% i 10°). S’afegien 200 ml de
cada dilucié en 12 pous d’'un multi-well de 96 i es deixaven a l'incubador a
37°C. Al cap d’'uns 5-7 dies es va fer una estimacié de la mort cel-lular amb
I’'ajut del colorant blau de tripa. La dosi de virus corresponia a aquella dilucié

on s’observava mortalitat en més de la meitat dels pous.
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4. TRANSDUCCIO DE CEL-LULES EUCARIOTES

4.1. CO-PRECIPITACIO DEL DNA AMB FOSFAT CALCIC

Aguest metode de transfecci6 amb fosfat calcic va ser usat per primera
vegada per Graham i Van der Eb (1973) i es basa en la barreja del DNA en
un tampoé fosfats amb CaCl,. En aquesta barreja es formen complexes de
DNA i fosfat calcic que precipiten sobre la monocapa cel-lular, adherint-se a

la membrana cel-lular i entrant al citoplasma per endocitosi.

Es un procés de baixa reproduibilitat a causa de la variabilitat en el tamany
i forma dels complexes DNA-fosfat calcic. Aquest procés es va utilitzar per a
la co-transfecci6 de cel-lules 293 en la construccié6 d‘adenovirus

recombinants.

4.2. TRANSFECCIO MITJANGCANT LIPOSOMES O DENDRIMERS
ACTIVATS

Per aplicar aquesta tecnica les cel-lules havien d’estar a una confluéncia
del 60-80% en plagues de 35 mm. Preferentment, havien d’haver estat
plaquejades el dia anterior ja que com més vell és el cultiu, pitjor és
I’eficiencia de transfeccié. En el cas dels hepatocits, la transfeccié es va dur a
terme unes 3-4 h després del seu aillament, un cop s’havien adherit a la

placa de cultiu.

Es va usar un Kit comercial de transfeccié: Clonfectin (Clontech, USA). La
Clonfectina és un liposoma cationic, que interacciona amb els grups fosfat
carregats negativament del DNA. Es creu que aquest complex és introduit a
dins de la cél-lula per endocitosi. Aquest métode es va utilitzar en hepatocits
tot i que amb baixa eficiencia. Aquesta que és funcié del plasmidi que es

transfecta.
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Al cap de 4h de transfeccid, es rentaven els hepatocits amb PBS i eren
incubats en DMEM a una concentracié de glucosa i hormones adequades a
I'experiment, que s’havia de fer I'’endema de la transfeccié (per evitar la

desdiferenciacio).

4.3. INFECCIO DE CEL-LULES EN CULTIU AMB ADENOVIRUS
RECOMBINANTS

Abans de comencar la infeccid, es preparaven les solucions amb virus a
partir dels estocs d’adenovirus en medi DMEM (OmM o 5mM glucosa i 0 0 2%
FBS, segons |'experiment) per tal d’aconseguir una multiplicitat d‘infeccié o
m.o.i. (multiplicity of infection) adequada. La m.o.i. es defineix com el
numero d’unitats formadores de plaques (p.f.u., plague forming units) que hi
ha per cél-lula. M.o.i. superiors a 5 asseguren un 95% d’eficiéncia d’infeccio
en hepatocits i en FTO-2B. Era per aix0 que en els estudis metabolics en
hepatocits es va fer servir una m.o.i. superior a 5. Una excepcié va ser el
calcul dels coeficients de control, on es necessiten nivells de sobreexpressio

de la proteina, des de molt baixos a més elevats.

El procés d’infeccid de cél-lules amb adenovirus comencava amb un rentat
de les mateixes amb PBS. Seguidament, es tractaven les cel-lules durant 2h
amb 1 ml (plaques de 60 mm de diametre), 0,5 ml (plaques de 35 mm de
diametre i multi-wells de 12 pous) o 200 ul (multi-wells de 24 pous) de
solucié amb virus. Passat el temps d’incubacié es retirava el medi, es rentava
amb PBS i s’hi afegia medi fresc amb diferents caracteristiques en funcié de
I'experiment. Abans de qualsevol experiment es van deixar transcorrer entre
14 i 16 hores per a |'expressid de la proteina recombinant en hepatocits (no
deixar temps massa llargs ja que els hepatocits comencen a desdiferenciar-
se), i unes 36 hores en el cas de linies cel-lulars estables per aconseguir una

major expressio.
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5. ANIMALS

Per a la obtencid d’hepatocits en cultiu de rata es va utilitzar rates mascles
wistar amb un pes de 180-250 g. Els animals eren alimentats amb una dieta
equilibrada de laboratori i amb aigua ab libitum. Es mantenien a una
temperatura constant, entre 22 i 249°C, i en un cicle de llum-foscor de 12

hores (8 del mati a 8 del vespre).

Per a realitzar 'obtencié d’hepatocits en cultiu, els animals es dejunaven
unes 18-24 hores abans. L'obtencié d’aquests hepatocits sempre es va

realitzar entre les 9 i les 11 hores del mati per evitar la variabilitat.

6. CULTIU PRIMARI D'HEPATOCITS DE RATA

La técnica emprada per aillar els hepatocits del teixit hepatic i separar-los
de la resta de céel-lules hepatiques va ser descrita per Berry i Friend (1969) i
va ser posteriorment modificada per altres autors (Seglen, 1973). Aquesta
tecnica es basava principalment en la perfusié recirculant del fetge amb una
solucid de col-lagenasa A (Boehringer Mannheim, Sigma, USA) per disgregar i

aillar les cél-lules hepatiques.

L'animal era anestesiat per injeccié intraperitoneal de pentobarbital (a
una dosi de 200 mg per kg de pes corporal); a continuacié es col-locava en
una safata i s‘immobilitzava. S’obre I'abdomen transversalment, previament
humitejat amb etanol al 66%, i es retiraven les visceres per tal de deixar a la
vista el fetge i sobretot la vena porta. La vena porta era encanulada amb un
tub semirigid de plastic de 12 mm de diametre., després d’haver-hi realitzat
un tall longitudinal d’'uns 5 mm (uns 2 cm abans de la seva entrada al fetge).
Per la canula s’introduia a un flux minim una solucid bicarbonatada de Krebs-
Ringer, que conté NaCL 118,5 mM, KCl 4,8 mM, NaHCO3z 25 mM, KH,PO, 1,2
mM, MgS04 1,2 mM, EGTA 0,5 mM i glucosa 5 mM. Inicialment s’atemperava
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a 373C i es gassejava amb carbogen (0O,/CO, 19:1) saturat d’aigua de

manera que el pH s’ajusta a 7,4.

Després d’introduir la canula a la vena porta, es seccionava la vena cava
inferior per la part baixa de la cavitat abdominal i es col-locava sobre una
malla de nild. Tot el perfusat de rentar es rebutjava i a continuacié es fa
passar a través de la canula una solucié que contenia col-lagenasa 50 mU/ml
i CaCl, 60mM. Els pas de la col-lagenasa es feia durar entre 12 i 16 minuts en
funcid de lot de I'enzim. Es submergia el fetge en una solucid6 de Krebs-
Ringer sense glucosa en preséncia de CaCl, 2,5 mM i albimina de sérum bovi
15 mg/ml i es procedia aleshores a extreure la membrana fibrosa que
envoltava el fetge amb I'ajut d’'unes pinces, per després agitar-lo suaument i
aixi alliberar les cél-lules. Es filtrava la suspensié cel-lular i es procedia a
realitzar dos cicles de rentats de les cél-lules amb I'esmentat tampé.
Finalment es resuspenien les cél-lules en DMEM suplementat amb 10 mM
glucosa, 10% FBS, insulina 100nM, dexametasona 100 nM i antibiotics

(estreptomicina 100U/ml i penicil-lina 0.1 mg/ml).

Un cop obtinguda la suspensié d’hepatocits, es procedia al comptat
cel-lular en una camara de Newbauer, aixi com al calcul de la viabilitat
segons el metode d’exclusié de blau tripa (Howard i Pesch, 1968). La
viabilitat solia oscil-lar entre el 80-90%. Tot seguit, es va fer una diluci6 de la
suspensio cel-lular en el mateix medi de cultiu fins a una concentracié de
0,58x10° cél-lules per ml. Els hepatdcits van ser sembrats en plaques
revestides de gelatina, la qual en facilitava |'adhesié i el procés de
diferenciacioé cel-lular. Es sembraven els hepatocits a una densitat cel-lular
final de 6x10° cél-lules per cm?. Les plaques es mantenien a l'incubador en
les condicions establertes (37°C, 90% d’humitat i 5% de CO?) durant un

periode de 3-4 hores.

En aquest temps les cél-lules viables s’unien a la placa i iniciaven el seu

procés de diferenciacid. A continuacié es rentava la monocapa cel-lular per
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tal d’eliminar les cel-lules mortes no adherides. Aleshores s’afegia el medi

convenient per a I'experiment o bé es procedia a la infeccié amb adenovirus.

7. CULTIU CEL-LULAR DE LINIES ESTABLES

7.1. CEL-LULES 293

Per la preparacio i I'amplificacié dels adenovirus recombinants es va
utilitzar la linia cel-lular 293 (ATCC CRL 1573). Aquestes cél-lules procedien
de ronyé d’embrié huma (Graham et al 1977) i havien estat transformades
de manera estable amb el gen AdE1A de I'adenovirus tipus 5 (gen necessari
per a la replicacid virica). Les cel-lules es van fer créixer i es mantenien en
un incubador a 37°C, al 5% de CO, i 95% d’humitat.

7.2. CEL-LULES FTO-2B

Linia cel-lular caracteritzada per no expressar el gen de la hexoquinasa IV o
glucoquinasa i tenir la isoforma hepatica de la glicogen sintasa. Es una linia
cel-lular d’hepatoma de rata. Les céel-lules es fan créixer i es mantenen en un
incubador a 37°C, al 5% de CO, i 95% d’humitat.

7.3. METODOLOGIA DE CULTIU DE LINIES CEL-LULARS

El medi emprat per al creixement d’aquestes cel-lules va ser DMEM amb
4.5 g/l (25 mM) de glucosa, amb el suplement d’un 10% de FBS i antibiotics
(penicil-lina 0.1 mg/ml i estreptomicina 100 U/ml). En aquest medi es van
créixer i es van subcultivar en plaques de cultiu de 150, 100 o 60 mm de
diametre segons les necessitats. Per al subcultiu es rentaven les plaques amb
PBS i es tractaven amb tripsina al 0,25% i EDTA 1mM (tripsina-EDTA 1X,
Biological Industries). Es recollien en suspensid i es centrifugaven a 100 x g
durant 5 min. S’eliminava el medi amb tripsina i el precipitat cel-lular es
ressuspenia amb el medi de cultiu i s’afegia a noves plaques de cultiu a una
densitat de 60.000 cél-lules/cm?.
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La congelacié de les cel-lules es realitzava després de la tripsinitzacio i
centrifugacié cel-lular (100 x g, 5 min), ressuspenent les cél-lules dissociades
en el seu propi medi amb un suplement d'un 10% DMSO com a agent
crioprotector, i aliquotant-les en criotubs d’1,8 ml de capacitat (Nunc). Es va
fer una congelacid progressiva (-1°C/min), utilitzant un contenidor de
cel-lules per a congelacido (Nalgene), el qual es col-locava a -80°C durant
unes 12 hores. Finalment els criotubs eren emmagatzemats en un tanc de

nitrogen liquid.
8. DETERMINACIO D'ACTIVITATS ENZIMATIQUES

Les activitats enzimatiques es van determinar a partir d’extractes

cel-lulars procedents de cel-lules en cultiu.
8.1. PREPARACIO D’EXTRACTES A PARTIR DE CEL-LULES EN CULTIU

Els extractes es preparaven a partir de plaques de cél-lules que es
guardaven congelades a -80°C. S’afegia a les plaques el tampod
d’homogenitzacié corresponent en funcid de l'activitat que es volia mesurar.
Les plaques es rascaven amb |'ajuda d’una espatula de plastic. El trencament
cel-lular es produia per descongelacié en el cas dels hepatocits i per sonicacio
en el cas de linies cel-lulars. Aquest procés es realitzava sobre un suport de
gel per mantenir la temperatura a 4°C. L'homogenat es centrifugava a
10.000 xg durant 15 min a 4°C i es recollia el sobrenedant i el sediment. Es
ressuspenia el sediment amb tampd d’homogenar i es procedia a la
determinaciéo de parametres del sobrenedant i/o del sediment que interessi.

En alguns casos, es determinava |'activitat de I'homogenat sense centrifugar.
8.2 DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT GLICOGEN SINTASA
Per a la determinacié de l'activitat glicogen sintasa, les cel-lules eren

homogenades amb 100 ul de tampd: 10 mM Tris/HCL a pH 7,0; 150 mM KF i
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15 mM EDTA suplementat en I'Ultim moment amb 600 mM sacarosa, 15 mM
2-mercaptoetanol i els inhibidors de proteases: leupeptina 10 pg/ml;
benzamidina 1mM i PMSF 1 mM.

La preséncia de I'ié fluorur en el tampd d’homogenar inhibeix I'activitat
proteina fosfatasa que pogués tenir |'extracte cel-lular. Mentres, I'EDTA
s’'afegeix com a segrestador dels ions magnesi, necessaris per l'activitat
proteina quinasa responsable de la fosforilacid de I’enzim. Aixi s’eviten canvis

en |'estat de fosforilacié de I’enzim durant la manipulacié de les mostres.

L'activitat glicogen sintasa es mesurava mitjancant un assaig
radiométric consistent en la mesura de la incorporacié d’'UDP-[**C]-glucosa a
glicogen, seguint la técnica descrita per Thomas et a/ (1968). Aquest métode
mesurava l|'activitat de I'enzim en abséncia i presencia del seu efector
al-losteric, la glucosa 6-fosfat. L’activitat mesurada en abséncia de glucosa
6-fosfat engloba les formes més desfosforilades de I'enzim, que son les més
actives; d’altra banda, I'activitat mesurada en preséncia de glucosa 6-fosfat

engloba les formes més fosforilades de I’enzim, que sén les més inactives.

Per determinar l'activitat glicogen sintasa en presencia de glucosa 6-
fosfat s’utilitzava una solucié formada per: UDP-['*C]-glucosa 1000 cpm/ul,
UDP-glucosa 6,7 mM, glicogen 10 mg/ml, KF 25 mM, EDTA 20 mM, glucosa
6-fosfat 6,6 mM i Tris 50 mM ajustat a pH 7,8 amb HCI. La radioactivitat
especifica de la solucié és 150.000 cpm/umol UDP-glucosa. Per determinar
I'activitat en absencia de glucosa 6-fosfat, s’utilitzava una solucié formada
per: UDP-['*C]-glucosa 2000 cpm/ul, UDP-glucosa 6,7 mM, glicogen 10
mg/ml, KF 25 mM, EDTA 20 mM, glucosa 6-fosfat 6,6 mM i Tris 50 mM
ajustat a pH 7,8 amb HCI. La radioactivitat especifica de la solucié fou de
300.000 cpm/umol UDP-glucosa.

El parametre indicatiu de I'estat d’activacié de la glicogen sintasa
s’obtenia fent servir la relacié d’activitats en abséncia i presencia de glucosa

6-fosfat (-Glu 6-P/+Glu 6-P).
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L'assaig radiometric

Es deixaven atemperar 40 pul de la soluci6 d’assaig en un bany
termostatitzat a 30°C durant 5 minuts. Tot seguit, s’hi afegien 20 ul de
mostra i la barreja es deixava incubar 30 minuts a 30 °C. Una vegada
passats aquests minuts, s’extreien 50 pul de la barreja de reaccié i es
dipositaven en un tros de paper 31-ET (Whatman, USA) de 2x2 cm que tot
seguit es submergia en etanol 66% fred (-20°C). Aquest canvi sobtat de
temperatura provocava la precipitacid i fixacié al paper del glicogen present
en la barreja. Es van fer rentats successius del paper, el primer de 10 minuts
i els altres 2 de 20 minuts, amb noves solucions d’etanol 66% a temperatura
ambient i poder aixi eliminar qualsevol metabolit fixat al paper 31-ET.
Després de I'Ultim rentat se submergiren els papers en acetona durant uns
segons per desplacar l'etanol 66% i poder assecar-los completament. Una
vegada secs, els papers s’introduien en vials que contenien liquid de
centelleig (Tolué amb PPO (2,5-dimetiloxazol, Merck, USA) al 5%), i la
radioactivitat es comptava amb un comptador de centelleig Rack BETA 1217
(LKB, UE).

Quan les cel-lules d’on es volia mesurar l'activitat glicogen sintasa
sobreexpressen |I'enzim glucosa 6-fosfatasa la barreja d’assaig es modificava.
El problema rau en l'efecte que elevats nivells d’activitat glucosa 6-fosfatasa
tenen sobre les condicions d’assaig. La incubacié durant un periode de 30
minuts, i l'alt nivell de glucosa 6-fosfatasa a |'extracte podia consumir la
glucosa 6-fosfat present a la barreja d’assaig, de manera que la glicogen
sintasa no es podia activar al-lostéricament per complet i per tant
s’infravalorava el nivell d’activitat glicogen sintasa total. El problema es
soluciona modificant la barreja de l'‘assaig en els experiments on es
sobreexpressa la glucosa 6-fosfatasa: UDP-[**C]-glucosa 1000 cpm/ul, UDP-
glucosa 6,7 mM, glicogen 10 mg/ml, KF 25 mM, EDTA 20 mM, glucosa 6-
fosfat 100 mM, florhidzina 1mM i Tris 50 mM ajustat a pH 7,8 amb HCI. La
radioactivitat especifica de la solucié és 150.000 cpm/umol UDP-glucosa. En
conclusié es suplementava el test tradicional amb florhidzina, un inhibidor de
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la glucosa 6-fosfatasa, i s'augmentava el nivell de glucosa 6-fosfat present al

test.

L'activitat glicogen sintasa s’expressava com a activitat especifica
(mU/mg proteina), previa determinacié de la quantitat de proteina total, o

com (mU/10° Cél-lules).
8.3. DETERMINACIO D'ACTIVITAT GLICOGEN FOSFORILASA
Per a la determinacié de l'activitat glicogen fosforilasa, els extractes
cel-lulars es preparaven en el mateix tampd i en les mateixes condicions que
s'indicaven a l|'apartat 8.2 per a la determinacié de l'activitat glicogen

sintasa.

Assaig espectrofotometric de glicogen fosforilasa activa.

Aquest assaig consisteix en aprofitar la capacitat de la glicogen fosforilasa
de degradar glicogen en presencia de fosfat inorganic. Aquesta reaccio
s’acobla al cicle conduit per la fosfoglucomutasa i la Glucosa 1,6-fosfatas que
manté la glucosa 1-fosfat de la degradacié del glicogen en equilibri amb la
glucosa 6-fosfat. Finalment aquesta uUltima és captada per la reaccidé acoblada
de l'enzim Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa que transforma la glucosa 6-
fosfat en 6-fosfogluconat reduint el cofactor NADP al mateix temps. L'aparicio
d’'NADPH es determina espectrofotomeétricament mesurant I'absorcié de la

barreja de reaccié a 340 nm.

Els homogenats en el tampd del apartat 8.2 eren centrifugats 6 min a
13000 x g, a 49C. Es recollien els sobrenedants i es mesurava l'activitat
glicogen fosforilasa activa mitjancant I'Us d‘un autoanalitzador tipus
Cobas.BIO (Roche). Aquest aparell mitjancant un brag robotitzat barrejava
30 upl de la mostra a mesurar amb 5 ul de H,O, més 145 ul d’'una barreja de
reaccido que estava formada per Imidazole 50 mM ajustat a pH 7,5, NaF 50

mM, MgCl, 2 mM, Cafeina 0,5 mM i glicogen 2mg/ml. Aquesta barreja també
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contenia 50 ul NADP, 50 pl de glucosa 1,6-bisfosfat i 1,6 pg/ml glucosa 6-
fosfat deshidrogenasa de leuconostoc mesenteroides (Boehringer Mannheim)
amb una activitat de 30 mU/ml i 0,5 ml/ml de fosfoglucogmutasa (Sigma,
USA). L’autoanalitzador feia una cinetica d’aparici6 d’'NADPH i determinava

I'activitat enzimatic expressada en mU/ml.

Les activitats glicogen fosforilasa activa s’expressava com activitat
especifica (mU/mg de prot) després de mesurar la proteina total (veure

apartat 11.1), o bé com muU/10° cél-lules.

8.4. DETERMINACIO D’ACTIVITATS GLUCOQUINASA I
HEXOQUINASA

Per mesurar l'activitat glucoquinasa (hexoquinasa IV) i hexoquinasa, els
extractes cel-lulars es van preparar en el mateix tampd i en les mateixes
condicions que s’indiquen a |'apartat 8.2 per a la determinacié de l'activitat

glicogen sintasa.

En linies generals es va seguir el protocol descrit per Kuwajima et al
(1986) per mesurar les diferents activitats. Aquest metode esta basat en la
mesura de l'aparicié de glucosa 6-fosfat com a producte de reaccié de la
glucoquinasa i I'hexoquinasa a partir de glucosa i ATP presents en la barreja
de reaccid. Mitjancant una segona reaccié acoblada es mesuren els nivells de
glucosa 6-fosfat. L'enzim glucosa 6-fosfat deshidrogenasa, transforma la
glucosa 6-fosfat i NAD* en 6-fosfogluconat i NADH. L’aparici6 d’'NDAH es
determina espectrofotometricament mesurant |'absorcié de la barreja de

reaccio a 340 nm.

El métode aprofita la gran diferéencia d’afinitat per la glucosa que hi ha
entre la glucoquinasa (hexoquinasa IV) i la resta d’hexoquinases de tal
manera que es poden diferenciar les dues activitats. Les hexoquinases, més
afins per la glucosa, es determinen incubant la mostra en preséncia de
glucosa 0,5 mM com a substrat de la reaccid. Es denomina activitat
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hexokinasa la capacitat fosforiladora de la glucosa de la cél-lula mesurada a
0,5 mM glucosa. Aquesta activitat engloba la de les hexoquinases I, II i III.
L'activitat glucoquinasa s’obté per substraccié de |'activitat hexoquinasa de
I'activitat que s’observa quan la mostra s’incuba amb una concentracié
saturant de glucosa (100 mM), en la qual es mesuren totes les hexoquinases,

incloent-hi la glucoquinasa.

Per fer aquestes mesures ens ajudavem d’un autoanalitzador tipus
Cobas.BIO (Roche). Aquest aparell mitjancant un bracg robotitzat barrejava 3
ul de la mostra a mesurar amb 47 ul de H,O0, més 250 pl d’'una barreja de
reaccid ajustada a pH 7,2 que estava formada per Tris/HCI 10 mM, ATP 6
mM, MgCl, 18 mM i glucosa 6-fosfat deshidrogenasa de /euconostoc
mesenteroides (Boehringer Mannheim) amb una activitat de 30 mU/ml, NAD*
1,2 mM i glucosa 100 mM o 0,5 mM com a substrat de reaccié.
L'autoanalitzador feia una cinetica d’aparicié d'NADH i determinava l'activitat

enzimatic expressada en mU/ml.

Les activitats hexoquinasa i glucoquinasa s’expressaven com activitats
especifiques (mU/mg de prot) després de mesurar la proteina total (veure

apartat 11.1), o bé com muU/10° cél-lules.

8.5. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT GLUCOSA 6-FOSFATASA

Per determinar |'activitat glucosa 6-fosfatasa es preparaven les mostres

en el mateix tampd que s’indica en |'apartat 8.2 per a la glicogen sintasa.

Mitjancant técniques espectrofotomeétriques que consisteixen en la
mesura de la produccié de glucosa a partir de glucosa 6-fosfat es determina
I'activitat glucosa 6-fosfatasa seguint la técnica descrita per Alegre et al
(1988). Aquesta mesura enzimatica es fa a través d’una reaccié acoblada que
mitjancant la glucosa deshidrogenasa transforma la glucosa produida i NAD*

en gluconat i NADH. De tal manera que es pot fer una cinetica d’aparicio
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d’'NADH mesurant |'absorbancia a 340 nm i d’aquesta manera obtenir

|'activitat de I'enzim.

L'assaig es realitzava a 30°C amb un autoanalitzador Cobas.BIO
(Roche). Consistia en agafar 5 ul de la mostra, barrejar-los amb 80 ul d’'una
barreja de reaccié ajustada a pH 6,5 que conté imidazol 100 mM, EDTA 2
mM, tampo fosfat 160 mM, NaCl 200 mM, glucosa desidrogenasa 6,9 U/ml,
mutarotasa 0,14 U/ml i NAD* 3,93 mM. Es feia una preincubacié de 10
minuts per consumir la glucosa present en la mostra i, posteriorment, s’'hi
afegia glucosa 6-fosfat a una concentracio final de 50 mM per tal d’iniciar la
reaccié. L'autoanalitzador realitzava diverses mesures d’absorbancia a 340
nm per determinar la cinetica de variaci6 de NADH i obtenir d’aquesta

manera el valor de l'activitat enzimatica.

La activitat glucosa 6-fosfatasa s’expressava com activitat especifica
(mU/mg de prot) després de mesurar la proteina total (veure apartat 11.1),

0 bé com muU/10° cél-lules.

9. DETERMINACIO DE METABOLITS

Els metabolits es determinaven a partir d’extractes cel-lulars d’hepatocits
en cultiu. La forma d’obtenir aquests extractes podia variar en funcié del

metabolit a estudiar.

9.1 DETERMINACIO DE GLICOGEN

Els extractes cel-lulars es preparaven a partir de plaques de cel-lules
que es guardaven congelades a -80°C. S’afegeix 100 ul/per placa (p60) de
KOH al 30 % per homogenar les cel-lules. Les plaques es rascaven amb |'ajut

d’una espatula de plastic. Tot aquest procés es desenvolupava sobre gel.

Els extractes alcalins es van incubar a 100°C durant 15 minuts i es va

quantificar la presencia de glicogen mitjancant la técnica descrita per Chan i
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Exton (1976). Els extractes es van aplicar sobre paper 31-ET
(Whatman)(2cm x 2,5cm) i submergits en etanol al 66 % préviament
refredat a -20°C. Aix0 afavoreix la precipitacié del glicogen de tal manera,
gue queda retingut al paper. Es van fer tres rentats dels papers, un de 10
minuts i dos de 20 minuts amb etanol 66% a temperatura ambient. Tot
seguit es van rentar els papers amb acetona per tal d’extreure’n l'aigua que
hi podia quedar i finalment es van assecar a l'aire o bé amb l'ajut d’un
microones. Els papers amb el glicogen, una vegada secs, s’introduien en tubs
als quals s’hi afegia 1ml d’una solucié d’amiloglucosidasa (Sigma, USA) 25
U/I preparada en una solucié tampé d’acetat de sodi 0,4 M a pH 4,8. Els tubs
s‘incuben a 37 °C amb agitacié durant 90 minuts. En aquest temps, la
amiloglucosidasa hidrolitzava el glicogen donant lloc a molécules de glucosa.
Es determinava la glucosa en la solucid de reaccié mitjancant la técnica de
I'hexoquinasa/glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (Bergmeyer, 1974),
disponible en forma d’assaig comercial (kit GlucoQuant, Boheringer

Mannheim, UE) i adaptat a I'autoanalitzador Cobas.Bio (Roche).

Els resultats s’expressaven com a pg de glicogen mg de proteina, prévia
determinacié de la quantitat de proteina total, (veure apartat 11.1), o bé
com mU/10° cél-lules. S'utilitza la seglient conversié entre glucosa i

glicogen: ug Glucosa x 0,9=ug Glicogen

9.2 DETERMINACIO DE GLUCOSA 6-FOSFAT

Els extractes cel-lulars es preparaven a partir de plagques de cel-lules
que es guardaven congelades a -80°C. S’afegia 100 ul/per placa (p60) de
HCIO4 al 10 % per homogenar les cel-lules. Les plaques es rascaven amb

I'ajut d’'una espatula de plastic. Tot aquest procés es desenvolupa sobre gel.

Els extractes es centrifugaven a 10.000 x g, 15 minuts a 4°C, i es
recollia el sobrenedant. El precipitat s'incubava a 100°C durant 15 minuts
amb 100 ul de KOH 30% i l'extracte resultant s'emprava per determinar la

guantitat de proteina (apartat 11.1). El sobrenedant s’ajustava a pH 7,0, per
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a la qual cosa s'utilitzava K,CO3z 5 M. S’afegia 10 pul de liquid indicador
universal (Merck) per visualitzar els canvis de pH. La mostra es centrifugava
a 10.000 x g durant 15 minuts a 4°C per tal d’eliminar el precipitat de KCIO4
produit en la neutralitzacié. El sobrenedant s’emprava per determinar els

nivells de glucosa 6-fosfat.

La glucosa 6-fosfat es determinava mitjancant un meétode descrit per
Lang i Michal (1974), el qual es basava en la formacid d’'NADH mesurable a
340 nm, a través de la reaccid enzimatica que consisteix en transformar la
glucosa 6-fosfat i NAD* en 6-fosfogluconat i NADH mitjancant la glucosa 6-

fosfat deshidrogenasa.

El métode es va adaptar a un autoanalitzador tipus Cobas.Bio (Roche).
El procediment agafava 80 ul de la mostra i els barreja amb 50 ul d’una
barreja d’assaig ajustada a pH 7,4 que contenia Tris/HClI 90 mM, MgCl, 25
mM i NAD* 1,2 mM. La solucié de reaccié es preincubava 5 minuts i llavors
s’afegeixen 4 ul d’una solucié comercial de glucosa 6-fosfat deshidrogenasa
aillada de Leuconostoc mesenteroides (Boehringer Mannheim) amb una
activitat de 30 U/ml. Seguidament I'aparell mesurava |'absorcié a 340 nm i

ens donava un valor de concentracié de glucosa 6-fosfat a la mostra.

Els resultats s’‘expressaven com a nmol de glucosa 6-fosfat per mg de
proteina, prévia determinacié de la quantitat de proteina total, (veure apartat

11.1), o bé com nmol glucosa 6-fosfat/10° cél-lules.

9.3. DETERMINACIO D’'UDP-GLUCOSA

Els extractes cel-lulars es preparaven a partir de plagques de ceél-lules
gue es guardaven congelades a -80°C. S’afegeix 100 ul/per placa (p60) de
HCIO4 al 10 % per homogenar les cel-lules. Les plaques es rascaven amb

I'ajut d’'una espatula de plastic. Tot aquest procés es desenvolupava sobre

gel.
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Els extractes es centrifugaven a 10.000 xg, 15 minuts a 4°C, i es
recollia el sobrenedant. El precipitat s‘incubava a 100°C durant 15 minuts
amb 100 ul de KOH 30% i I'extracte resultant s’utilitzava per determinar la
quantitat de proteina (apartat 11.1). El sobrenedant s’ajusta a pH 7,0, per a
la qual cosa s'utilitzava K,COs; 5 M. S’afegia 10 pl de liquid indicador
universal (Merck) per visualitzar els canvis de pH. La mostra es centrifugava
a 10.000 xg durant 15 minuts a 4°C per tal d’eliminar el precipitat de KCIO4
produit en la neutralitzacié. El sobrenedant s’emprava per determinar els

nivells de UDP-Glucosa.

La determinaci6 d'UDP-glucosa es realitzava fent servir el meétode
descrit per keppler i Decker (1974), el qual es basava en la formacié d’'NADH
mesurable a 340 nm a través de la reaccid enzimatica que consistia a
transformar I'UDP-glucosa i NAD* en UDP-gluconat i NADH mitjancant UDP-

glucosa deshidrogenasa.

El métode es va adaptar a un autoanalitzador tipus Cobas.Bio (Roche).
El procediment agafava 80 ul de la mostra i els barrejava amb 50 ul d’una
barreja d’assaig ajustada a pH 7,4 que contenia Tris/HClI 90 mM, MgCl, 25
mM i NAD* 1,2 mM. La solucidé de reaccié es preincubava 5 minuts i llavors
s'afegeixen 4 pul d'una solucid comercial d’UDP-glucosa deshidrogenasa

(Boehringer Mannheim) amb una activitat de 30 U/ml.

Els resultats s’expressaven com a nmol/mg proteina, la proteina es

determina segons l'apartat 11.1 o bé com a nmol / 10° cél-lules.

9.4. DETERMINACIO DE LA PRODUCCIO DE GLUCOSA I LACTAT

La determinaci6 de glucosa es feia com s’ha descrit en l'‘apartat de
determinacioé de glicogen. En aquest cas les mostres eren medis d’incubacio

recollits en el moment de finalitzar I'experiment i congelats. Per a la seva

mesura les mostres es descongelaven i es procedia a determinar la

182



Materials i Méetodes

concentracid del metabolit sense més tractament. La mesura de lactat es feia

a partir de mostres agafades seguint la mateix metodologia.

Es determinava la glucosa en el medi mitjancant la tecnica de
I'hexoquinasa/glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (Bergmeyer, 1974),
disponible en forma d’assaig comercial (kit GlucoQuant, Boheringer
Mannheim, UE) i adaptat a I'autoanalitzador Cobas.Bio (Roche). En el cas de
la determinacié de lactat s'usava la técnica de la lactat deshidrogenasa
(Gutmann i Wahlefeld, 1974) adaptada a I'autoanalitzador Cobas.Bio
(Roche).

Els resultats s’expressaven com a ug de glucosa o umol de lactat en el medi
per mg de proteina, prévia determinacié de la quantitat de proteina total,

(veure apartat 11.1), o bé com muU/10° cél-lules.

10. DETERMINACIO DE FLUXES METABOLICS

10.1. INCORPORACIO DE [U-*C]GLUCOSA A GLICOGEN

Es van incubar els hepatocits durant 2 hores en preséncia de |'efector amb
[U-**C]glucosa (2 uCi/ml). Seguidament, es van rentar les cél-lules amb NaCl
150 mM, i s’hi afegia NaOH 0.1 M. En aquest punt les mostres eren sonicades
(es podien guardar a -20 °C amb el NaOH, fins el seu processament). Els
extractes es desproteinitzen amb una solucié d’acid tricloroacetic (10%, p/v)
que contenia glicogen. Es feia precipitar el glicogen amb etanol fred sobre
paper 31-ET (Whatman) i posteriorment es mesurava la radioactivitat
incorporada al polisacarid ha estat determinada com es descriu en Agius et al
(1990).

Per a conéixer la radioactivitat especifica, es comptava una aliquota del
medi de cultiu (10-50 ul).
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Els resultats s’expressaven en nmols de glucosa metabolitzats/2h per mg

de proteina.

11. DETERMINACIO I SEPARACIO DE PROTEINES

11.1. VALORACIO DE LA CONCENTRACIO DE PROTEINES. METODE
DE BRADFORD.

Aguest metode esta basat en el canvi de color del blau brillant de Comassie
en resposta a diferents concentracions de proteina (Bradford, 1976). En una
solucié acida, el blau brillant de Comassie, quan es lliga a proteines, canvia el

maxim d’absorbancia de 465 nm a 595 nm.

El reactiu que es va utilitzar per l'assaig era una dilucid 1:5 del colorant
comercialitzat per Bio-Rad (Bio-Rad protein assay). Com a patrons
s’utilitzaven diferents dilucions de BSA (Albumina de sérum bovi, fraccié V,

Sigma, USA), a partir d’una solucié mare de 0,5 mg/ml.

Les mostres es diluien en H,0, i paral-lelament es preparava una seérie
patré a partir de BSA (0,5 mg/ml), a unes concentracions finals de 5,10,15 i
20 pg/ml. A 50 ul de les dilucions s’hi afegia 1 ml de reactiu de comassie.
Després d'una incubacioé a temperatura ambient de 5-10 minuts es mesurava
I'absorbancia a 595 nm. Els resultats s’expressaven en mg de proteina per

ml.

11.2. TECNICA DEL WESTERN BLOT

11.2.1 Electroforesi en condicions desnaturalitzants

L'electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS (SDS-PAGE) és un dels
metodes més practics i resolutius per separar barreges de proteines. La
tecnica fou descrita per Laemmli (1970) i posteriorment modificada per
Tobwin et al (1992), i consisteix en tractar I'extracte proteic amb un tampé
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de Laemmli que conté SDS (que dona carrega negativa a les proteines i en
manté constant la relacid carrega/massa) i fer cérrer les proteines en un
malla del polimer acrilamida-bisacrilamida per accié d’'un camp eléctric. La
teécnica es basa en la separacio de les proteines mitjancant dos tipus de gels,
de diferent pH i concentracié d’acrilamida, que s’apliquen consecutivament.
Un primer gel concentrador de porus grans (stacking) i un segon gel
separador de pous més petits (running). El primer gel facilita que totes les
proteines de les mostres s’acumulin en una banda discreta abans d’entrar al

gel separador.

Les electroforesis es va fer en gels de poliacrilamida de 10x8 cm i de 0.75
mm de gruix al 10% (p/v) d’acrilamida (sempre que no s’indiqui el contrari)
emprant [|‘aparell d’electroforesi miniprotean de (Bio-Rad). Un cop
homogeneitzades les mostres, es mesurava la concentracid proteica de les
mateixes per tal de carregar al gel la mateixa quantitat de proteina total.
S’afegia a la mostra tampo6 de carrega consistent en glicerol 20%(v/v), 2-
mercaptoetanol 4% (v/v), blau de bromofenol 60 ug/ml i Tris/HCI 125 mM a
pH 7,8, que ja teniem preparat préeviament, i s’escalfaven les mostres a
100°C durant 2 minuts. Després, s’aplicaven les mostres als pous mitjangant

I"ds d’'una xeringa de 10 ul (Hamilton).

Per separar les proteines s’aplicava una diferéncia de potencial de 200V i
I’electroforesi durava uns 45 minuts. El tampd d’electroforesi que sl’utilitzava
estava format per Tris/HCI 25 mM, glicina 0,192 M, SDS al 0,2% ajustat a pH
8,3.

11.2.2. Transferéncia

El procés de transferéncia implica el traspas i immobilitzacié de les
proteines presents en el gel d’acrilamida a una membrana sintética, en
aquest cas nitrocel-lulosa. D’aquesta manera es manté la resolucido de la
separacié proteica i permet tractaments posteriors. La técnica utilitzada va
ser descrita per Gershoni i Palade (1983) i s'utilitzava el sistema de
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transferéncia liquida de Bio-Rad. Es posaven en contacte en la membrana de
nitrocel-lulosa i el gel d’acrilamida, envoltats de paper Whatman 3MM evitant
la formacid6 de bombolles. Es col-locaven en el suport de la cubeta de
transferéncia de tal manera que el gel d’acrilamida quedava en contacte amb
la zona del pol negatiu. Es creava una diferencia de potencial que afavoria la
transferéncia de les proteines del gel a la membrana. El tampd de
transferéncia contenia Tris/HClI 20 mM a pH 7,0, glicina 150 mM i metanol al
20% (v/v). El procés es duia a terme a 100 V durant 30 minuts de tal

manera que la intensitat no superava mai els 300 mA.

11.3 TINCIO AMB VERMELL DE POINCEAU

Per comprovar que la transferencia de les proteines a la membrana s’havia
fet correctament es feia un marcatge de la membrana amb vermell de
Poinceau. Un colorant de proteines que podem eliminar facilment i seguir

amb el tractament posterior de les membranes.

El tractament de les membranes, es va fer submergint-les en vermell de
Poinceau 0,2% (v/v) en TCA 3% (p/v) i es rentaven, posteriorment, amb
aigua destil-lada fins a visualitzar les bandes corresponents a la proteina. Per
eliminar el colorant, es rentava la membrana amb PBS (Tampd sali amb
fosfats: fosfat de sodi 10 mM pH 7,4, i NaCl 140 mM) i Tween-20
0,05%(v/Vv).

11.4. IMMUNOBLOT

Aquesta era l'etapa final per visualitzar aquelles proteines que ens
interessaven de la membrana de nitrocel-lulosa procedent d’'un Western blot.
Concretament, mitjancant I'is d'anticossos especifics contra una proteina.

Aqguest procés consta de 4 etapes:

a) Blocatge de la membrana: En aquest pas s’intentava eliminar tots

els centres d’unid no especifics de I'anticds primari que després utilitzavem.
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Per fer-ho incubava la membrana amb una solucié de BSA (albumina de
serum bovi) al 3%(p/v) en PBS,Tween-20 0.25% (v/v) a pH 7,4. Aquesta

incubacié es perllongava per espai d’'una hora.

b) Incubacid amb I'anticos primari: Es va incubar la membrana amb
una solucié de BSA al 3%(p/v) en PBS, Tween-20 0.25% (v/v) a pH 7,4 que
contenia l'anticos especific per a la proteina d’interés a la dilucié de treball.
Després d’'una hora d’incubacié es rentava la membrana amb 4 volums de
PBS, Tween-20 0.25% (v/v) a pH 7,4 durant 10 minuts cadascun.

C) Incubacié amb I'anticds secundari: En aquesta etapa, es va utilitzar
un anticos secundari que conjugat a algun marcador ens reconeixia
especificament l'especie de I'anticos primari i, per tant, ens permetia
visualitzar on s’havia unit especificament. En aquest cas nosaltres féiem
servir anticossos secundaris conjugats a la peroxidasa de rave (Horseradish
peroxidase, HRP). La membrana es va incubar en una solucié6 de BSA 3% i
Tween-20 al 0,25% en PBS que contenia l'anticos secundari a la dilucié de
treball. Després de 30-45 minuts d'incubacié es rentava la membrana amb 4

volums de PBS, Tween-20 0.25% (v/v) a pH 7,4 durant 10 minuts cadascun.

d) La detecci6 amb un meétode fotometric: En aquesta etapa es
visualitzava mitjancant I'activitat HRP de I'anticos secundari la localitzacié de
les bandes o banda de la proteina d’interés. S’incubava la membrana durant
2 minuts amb una solucid reveladora (ECL, Amersham) i es posava a
contactar amb una pel-licula fotografica. Després d’un temps d’exposicié es
procedia a revelar el film per observar la preséncia de les bandes

corresponents a la proteina d’intereés.

12. IMMUNOFLUORESCENCIA

Les ceél-lules sobre els cubreobjectes, després de la incubacid pertinent,
eren rentades amb PBS, fixades en paraformaldheid en PBS al 4% durant 20

min, i rentades altre vegada en PBS.
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Aquests cubres eren incubats en NaBH4 (1mg/ml) durant 10 min, i després
incubats amb Trité X-100 en PBS al 0.2% (V/V). Després d’aquests
processos, els cubres, eren tractats amb BSA al 3% (p/V) en PBS i tritd X-

100 0.2% per bloquejar les unions no especifiques.

El pas seglent, era la incubacié dels cubres amb I'anticos primari durant 45
min a temperatura ambient. Es van rentar en PBS i després es van incubar
amb I'anticos secundari conjugat a algun fluorofor, o bé lisocianat de
fluoresceina (FITC) o bé el Texas red i/o l'isocianat de tetrametilrodamina

(TRITC) segons s’escaigués.

Finalment els cubres eren rentats amb PBS, aigua i etanol, eixugats a l'aire
i muntats en un portaobjectes de vidre amb medi de muntatge

(Immunofluore Mounting Medium, ICN).

Per tal d’examinar l‘autofluorescencia de cada tipus cel-lular i per
determinar I'especificitat dels anticossos primaris, es van dur a terme
controls mitjancant la incubacié de les cel-lules fixades només amb |'anticos

secundari.

13. MICROSCOPIA CONFOCAL

Les imatges de microscopia confocal fluorescent van ser obtingudes amb
un laser d’escaneig per microscopia confocal Leica TCS 4D (Leica
Lasertechnik, Heidelberg, Germany) adaptat a un microscopi invertit Leitz
DMIRBE amb un objectiu Plan-Apo 63 x (NA 1.4 oil) de Leitz. La font de llum
provenia d'un laser de kripté/argd de 75 mW. La fluorescéncia verda
(provinent de la GFP o dels anticossos secundaris conjugats a FITC) i la
fluorescencia vermella (provinent dels anticossos secundaris conjugats a
Texas red ) van ser obtingudes amb el laser a 488 i 568 nm, respectivament.

Les seccions optiques van ser d’aproximadament 0,5 um en tots els casos.
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Part dels resultats presentats en aquesta memoria han estat publicats:

- Gomis, R.R., Ferrer, J.C. i Guinovart, ].J. (2000) Shared control of hepatic
glycogen synthesis by glycogen synthase and glucokinase. Biochem J. 351.:
811-816.

- Gomis, R.R., Cid, E., Garcia-Rocha, M., Ferrer, J.C. i Guinovart, 1.J. (2002)
Liver glycogen synthase but not the muscle isoform differentiates between
glucose 6-phosphate produced by glucokinase or hexokinase. J. Biol. Chem.
277: 23246-52
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