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RESULTATS | DISCUSSIO: CAPITOL 1

PAPER DE LA FOSFORILACIO EN L’ACTIVITAT I DISTRIBUC 10
SUBCEL:LULAR DE LA GLICOGEN SINTASA HEPATICA

1.1 Introducci6

La GS, I'enzim limitant en la sintesi de glicogesta altament regulada per fosforilacié

en multiples residus, el que comporta la seva iveab.

Com s’ha comentat previament en la introducciGtivéat de la MGS esta controlada
per nou residus serina, en canvi el nombre deussdrina que controlarien I'activitat de
la LGS serien només séiig.1), si es comparen les sequencies de les duesnsedate

la GS, doncs la LGS no conté els llocs de fosfodlala i 1b degut a que I'extrem

carboxil és més llarg en la MGS (Hanashiro and R@892).

La importancia relativa dels llocs de fosforilacgédm la MGS en termes d’activitat
enzimatica, acumulacié de glicogen i distribucichel-lular, ha estat objectiu de
nombrosos estudis (Skurat, Wang et al. 1994; SlamatRoach 1995; Skurat and Roach
1996; Cid, Cifuentes et al. 2005; Wilson, SkuradleR005), no essent aixi per a la LGS.
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Fig.1 Comparacié esquematica dels centres de fakfoid de les isoformes muscular i hepatica de la
glicogen sintasa de mamiferLes linies verticals representen la localitzacidatea dels llocs de
fosforilacid, en les sequéncies de la GS muscl&BS%) i I'hepatica (LGS) indicades per una linia
horitzontal. Només set de les nou serines presenia seqiiencia de la MGS son presents en le&seti

de la LGS. L'alineament especific per a les seqésnde 1aGS de muscul de conill (Oryctolagus
cuniculus), la GS hepatica de rata (Rattus Novergjicratoli (Mus musculus) i humana (Homo sapiens)
mostra que aquestes set serines es troben conssneadaquestes espécies; entre paréntesi es nadstra

numero d’accés del NCBI. La sequéncia de la LG8ésscurta i no conté els llocs de fosforilacié Ndi

Els residus de serina de la MGS poden ésser ftzin vitro per maltiples quinases
(Fig.2). El lloc 2 és fosforilat per la PKA (Huang andelks 1977; Proud, Rylatt et al.
1977; Embi, Parker et al. 1981; Cohen and Hardf#l),%ot i que també es proposen la
AMPK (Carling and Hardie 1989) i la PhK (Roach, @eR-Roach et al. 1978; Embi,
Rylatt et al. 1979). El lloc 2a és fosforilat par CK-I, que necessita d’'una fosforilacié
prévia ja que reconeix motius del tipus S(P)-X-XBE®. fet, la mutacié de la serina del
lloc 2 per alanina provoca la pérdua de la fosdoid tant del mateix lloc 2 com el del 2a,
reforcant aquesta hipotesi (Skurat, Wang et al4)L98Is llocs 3a i 3b sembla que son
principalment fosforilats per la GSK-3, tot i qué&lttes quinases també els podrien
fosforilar (Skurat and Roach 1995; Skurat and RdE296; Wilson, Skurat et al. 2005).
La fosforilacié per part de la GSK3 d’aquests rasjdmplicaria una fosforilacio prévia

per part de la CK-Il en el lloc 5, aquest fosfatiss@ecessari per a que la GSK-3 es
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posicioni a la part C-terminal i comenci a fosfarilseqiencialment les altres quatre
serines adjacents, 4, 3c, 3b, i finalment 3a (Rjckotken et al. 1982; Roach 1986; Fiol,
Mahrenholz et al. 1987; Roach 1990; Zhang, DeFRodieh et al. 1993). La fosforilacio
dels llocs 1la i 1b, es produeix per I'accid de KARrincipalment, i es desconeix quina
pot ésser la funcié especifica d'aquests llocsroumeés estan presents en la MGS (Huang
and Krebs 1977; Proud, Rylatt et al. 1977; Embrk&aet al. 1981; Skurat, Wang et al.
1994). Els estudis sobre la importancia dels nousllde fosforilacidé comentats en
I'activitat de la MGS demostren que cap mutacindsol residu, substitucié d’un residu
de serina per alanina, produeix un increment sobstleen 'activitat enzimatica. Nomeés
les mutacions combinades en els llocs 2 i 3a 82grodueixen un increment significatiu
en l'activitat de la MGS en cel-lules COS (Skuvdgng et al. 1994).

PKA, cAMP-PK, PKC, Call-PK, ... PKA, PKC
CK- 1
| GSK-3 oK | DA Call-PK
|
MGS OEEEE O
793 3abcdb 1atb
66 o 00000
22a Jabcdh

Fig.2 Comparacié esquematica de la sequéncia deideformes de GS muscular i hepatica i descripcié
de les quinases implicades en la fosforilaci6 deM&S. S'indiquen els llocs on la MGS es fosforila i les

quinases responsables.

Tanmateix, la LGS també pot ésser fosforilada eftiphgs llocs per efectes d’'agents
glucogenolitics com I'adrenalina, el glucagé ietsers de forbol (Arino, Mor et al. 1984;
Arino and Guinovart 1986), i pot ésser fosforilaithavitro per mdaltiples quinases,
incloent la PKA, la PhK, la PKC, la CK-II, la GSKi3a AMPK (Roach 1986; Roach
1990). De fet, perdo només es coneix una forma mudiama LGS en la que sis de les set

serines homologues a les presents en MGS harsabtgituides per alanines (llocs 2, 3a,
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3b, 3c, 4, 5) (Kadotani, Fujimura et al. 2007). Agumutant €s constitutivament actiu i la
seva sobreexpressié provoca un augment en I'aceiduda glicogen en cultius primaris

d’hepatocits de rata. No obstant, manca l'estudi abmtrol que exerceix cadascun

d’aquests residus en l'activitat de la LGS.

A més, les dos isoformes de GS canvien la sevahdistd subcel-lular en resposta a un
increment en la concentracio de glucosa, el qusésecanisme addicional de control de
I'enzim. Sembla que la fosforilacié no juga un paplevant en la translocacié de la
MGS des del nucli al citoplasma en resposta a gad¢berrer, Baque et al. 1997; Cid,
Cifuentes et al. 2005). Aquesta distribucio depérd @’un cluster d’arginines involucrat

en l'activacié al-losterica de lI'enzim (Cid, Cifuea et al. 2005). Tanmateix, el

mecanisme molecular que controla la distribuciécetlular de la LGS es desconegut.
La LGS presenta una diferent distribucié subcelrlde la MGS, es troba difusa en el
citoplasma en absencia de glucosa, i es concentral eortex cel-lular en preséncia
d’aquesta, essent aqui on s’inicia la sintesi eggn en cultius primaris d’hepatocits de
rata (Fernandez-Novell, Bellido et al. 1997; GaiRcha, Roca et al. 2001; Fernandez-
Novell, Lopez-Iglesias et al. 2002). Estudis pred#d nostre laboratori demostren que
I'activacio covalent de I'enzim no és capac de prare el canvis en la seva localitzacio,
doncs la incubacio de cultius primaris d’hepatoaitsh LiCl, un inhibidor de la GSK-3,

no condueix a I'acumulacié de la LGS a la perif@e&lular (Garcia-Rocha, Roca et al.
2001). De tota manera, manquen d'altres estudislugrant els altres residus de
fosforilacid, que en principi no son diana de langea GSK-3, per descartar que el

control de la localitzaci6 intracel-lular de I'emzno esta regulat per fosforilacio.

Aixi doncs, el primer capitol d’aquesta tesi estigean I'estudi de la importancia relativa
de cadascun dels set llocs de fosforilacio de 1& 68 la regulacio de la seva activitat i
per tant en la sintesi de glicogen. A part, tambstsdia com la mutacio d’aquests llocs
pot afectar a la localitzacié subcel-lular de liemzL'aproximacié experimental ha estat
la generacié d’adenovirus per tal de sobreexprdssadiferents proteines d’interés en
hepatocits en cultiu i linies cel-lulars hepatiquess caracteristiques biologiques que

presenten els adenovirus els fan molt Gtils comstersa de transferéncia géenica en
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hepatocits en cultiu i linies cel-lulars hepatiq@Bsrkner 1992; Graham and Prevec
1995). L'eficiencia de transfeccié és superior a9m9 en les nostres condicions de
treball, la qual cosa permet assolir uns nivellsalaeexpressio idonis per a la realitzacio
d’estudis d'impacte metabolic de la proteina dliése

1.2 Estudi del paper dels residus de fosforilacionel’'activitat glicogen

sintasa hepatica

Per tal d’identificar quins llocs de fosforilaciérsclau en la regulacié de I'activitat de
I'enzim es van generar set adenovirus que contdai€®&S de rata mutada en cadascun
dels set residus serina homolegs als presents sagizéncia de la MGS-ig.1). Les
serines van ésser substituides per alanines peatitapedir-ne la fosforilacié. Les
serines mutades varen ésser Ser 7 (lloc 2), Séllab02a), Ser 640 (lloc 3a), Ser 644
(lloc 3b), Ser 648 (lloc 3c), Ser 652 (lloc 4), $&6 (lloc 5), i els mutants corresponents
van ésser designats com a LGS 2, LGS 2a, LGS 38§, 3l6; LGS 3c, LGS 4i LGS 5
respectivament. A part, també es van generar 6oades que contenien la LGS amb
mutacions combinades de la Ser 7 (lloc 2) i laXeflloc 2a), mutant designat com a
LGS 2+2a, i mutacions combinades de la Ser 7 @pocuna mutacié en un residu de
I'extrem C-terminal Ser 640 (lloc 3a), o Ser 6#d4d 3b), o Ser 648 (lloc 3c), o Ser 652
(lloc 4), o Ser 656 (lloc 5), mutants designats @mGS 2+3a, LGS 2+3b, LGS 2+3c,
LGS 2+4, LGS 2+5 respectivament.

Els diferents adenovirus que codificaven pels ntataescrits es varen fer servir per a
infectar cultius primaris d’hepatocits de rata. &tptambé es varen usar els adenovirus
que codifiquen per |fgalactosidasa &. Coli (Bgal) i per la glicogen sintasa hepatica
salvatge awild-typede rata (LGS WT) (Gomis, Ferrer et al. 2000) cowgoatrol en els

diferents experiments realitzats.
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La presencia de glucosa en el medi de cultiu defatocits produeix I'activacié de la
LGS (Fernandez-Novell, Lopez-lglesias et al. 20@gut a que un dels parametres a
analitzar era si la defosforilacié és capag de grochnvis en I'activitat enzimatica, els
hepatocits que sobreexpressaven els diferents taudanla LGS, la LGS WT o la Bgal
varen ésser incubats amb medi sense glucosa desaiitimes 12 hores de I'experiment,

aixi doncs es prevenia la defosforilacio de laaret serines no modificades.

Primer, es va comprovar que estavem sobreexpresisafis similars de LGS. Per aixo
es va calcular I'activitat GS total, és a dir ligitht enzimatica mesurada en preséncia de
I'activador al-losteric Glc6P, dels homogenats gdtiecits que sobreexpressaven les
diferents LGS modificades en els residus de fdsidd i la LGS WT. L'activitat GS
calculada en preséncia de I'activador al-lostegien@t mesurar totes les formes de LGS,
per tant permet estimar la quantitat total de LG&@nt en un extracte. Els resultats
mostren que estavem sobreexpressant nivells ssndiates diferents formes de la LGS,
doncs no es trobaven diferencies significativesl’'activitat GS total dels diferents
extractesKig.3A). En canvi, els hepatocits que només conteni&si endogena, doncs
sobreexpressaven la Bgal, presentaven uns niveltsidtat GS total significativament
menors respecte als valors dels altres extractedaht, I'activitat GS total que provenia
de la LGS endogena en els extractes que sobreeapessla LGS WT o les LGS

mutades en els diferents llocs de fosforilacioegrgrincipi practicament negligible.

Per tal de mesurar els canvis en l'activacio dezie degut a la mutacio dels diferents
llocs de fosforilacio es va calcular la relacioreritactivitat GS mesurada en absencia i
en presencia de l'activador al-lostéric GIc6P nmadairen sobrenedants i pellet per
centrifugaci6 de les mostres dels hepatocits quleresspressaven els diferents
constructes a 13.00Qydurant 15 minuts. Els resultats mostren que lesaomuts dels
llocs 2a, 3c, 4 i 5 no produien cap canvi en ltedtactivacio de I'enzimKig.3B), les
mutacions en els llocs 3a i 3b produien un incrémarderat de la relacié d’activitats,
mentre que la mutacié del lloc 2 produia un gragnant d’aquesta relacié tant en el
sobrenedant com pellet. Com s’ha comentat anteeotnfactivitat GS total de la LGS

endogena era practicament negligible pel que n@esalitzar cap correccio en el calcul
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de la relacié d’activitats dels extractes que sepeessaven la LGS WT o les LGS

mutades en els diferents llocs de fosforilacid. mateix, no es va calcular la relacié

d’activitats dels hepatocits que sobreexpressawerBdal, degut a que els nivells

d’activitat GS total entre aquest i la dels hepi&ggogue sobreexpressaven els diferents

mutants de LGS i els que sobreexpressaven la LG@&\Erfen semblants.
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Fig.3 Efectes de la mutaci6 dels llocs de fosfocila en I'activitat de la LGS. A)Activitat GS total dels

homogenats d’hepatocits, incubats en abséencia wgogh durant 12 hores, que sobreexpressaven les LGS
modificades en un sol residu de fosforilacio, Sarfla (LGS 2; LGS 2a; LGS 3a; LGS 3b; LGS 3c; LGS
4; LGS 5), mutants de LGS en dos llocs de fostéildLGS 2+2a; LGS 2+3a; LGS 2+3b; LGS 2+3c;
LGS 2+4; LGS 2+5), la glicogen sintasa WT (LGS WTa Sgalactosidasa d’E. Coli (Bgal). L'activitat

esta expressada en mU per mg de proteina. Els yaépresenten la mitjana + S.E.M.. de quatre a sis

experiments independents. Els simbols indiquerédi€ies significatives amb *p < 0.05 o **p < 0.001

per comparacions amb els extractes d’hepatdcits speexpressaven LGS WB). Relacié d’activitats

GS en absencia i presencia de I'activador al-last&Ic6P en el sobrenedant (barres gris clar) olgel

(barres gris fosc) d’aquests extractes.
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A continuacid, es va estudiar si I'activacio induiger la mutacio del lloc 2 podia ésser
incrementada encara més mitjancant una mutaciociaddi en un segon lloc de
fosforilacié. Primer, al comprovar que l'activit®iS total era semblant en els extractes
d’hepatocits que sobreexpressaven aquest mutamibircats respecte als extractes
anteriorment analitzatd=ig.3A), es va fer el calcul de les relacions d’actigit&S en
presencia i en absencia de GIc6P dels extractepakbcits que sobreexpressaven les
LGS modificades en dos residus de fosforilacio, aque presentaven diferencies

significatives amb la dels hepatocits que sobressgaven la LGS F{g.3B).

1.3 Estudi del paper dels residus de fosforilacionda sintesi de glicogen

en la linia cel-lular d’hepatoma de rata FTO2B

Entre totes les linies cel-lulars d’hepatoma, é&dudes FTO2B so6n les que presenten un
fenotip més similar al dels hepatocits (Zvibel, risio et al. 1998). Particularment,
aquestes cel-lules expressen la LGS, tot i questajes troba altament fosforilada i per
tant inactiva. En canvi, no expressen el princgradim fosforilador de glucosa en fetge,
la GK, encara que si expressen I'HK-1. Aixi dormgsan aquestes cél-lules s'incuben amb
altes concentracions de glucosa no son capaceandgar glicogen, degut a que els
nivells de GIc6P produits per I'HK-I no sén sufitige per a activar la LGS endogena. En
canvi, si es sobreexpressa la GK es restaura épacttat de sintesi de glicogen (Valera
and Bosch 1994; Gomis, Cid et al. 2002). Per &optest tipus cel-lular resulta idoni per
establir si els diferents mutants dels llocs ddofilacié podrien restaurar la sintesi de

glicogen en presencia de glucosa.

Les cél-lules FTO2B van ésser doncs infectades eimbiferents adenovirus, i després
de 48 hores en les que es va deixar que les esl#xipressessin les diferents proteines
d’interés, es van incubar en medi que conteniaogl5mM durant sis hores mes.
Primer, es va confirmar que estavem sobreexpressaetls similars de I'enzim

mitjancant el calcul d’activitat GS total en elsnfmgenats cel-lularsFig. 4A). Els
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resultats mostraven que no hi havia cap diferesigiaificativa entre les cel-lules que
sobreexpressaven les LGS modificades en els lloes fasforilacio o les que
sobreexpressaven la LGS WT. Logicament si es tevbalves comparaven aquests valors

amb el dels hepatocits que sobreexpressaven la Bgal

Després es va calcular la relacido d’activitats bgéacia i en presencia de GIc6P dels
homogenats d’aquestes cel-lules FTO2B. Les ced-tyle sobreexpressaven la LGS 2, o
les que sobreexpressaven els mutants pel lloc 2 orés segona modificacidé en un altre
dels sis llocs de fosforilacié restants, presemtavelors de relacié d'activitats GS
practicament equivalents a una activacié compleig. @B). Tal i com passava en els
experiments realitzats en cultiu d’hepatocits d&a r@unt 1.2, no es trobava cap
diferéncia significativa entre els extractes delgis que sobreexpressaven el mutant del
lloc 2 i els de les cél-lules que sobreexpressalemutants per a aquest residu i un altre
lloc de fosforilacid. Cal remarcar que en aquest Eactivitat GS total dels extractes de
cel-lules que sobreexpressaven la Bgal represamaeatc a un cinque de l'activitat GS
total de les cél-lules que sobreexpressen elsdifemutants de LGS o la LGS WT, aixi
doncs el calcul de la relacié d’activitats GS esthestimatKig. 4A). Si assumim que
aquesta relacié d’activitats en el cas de I'enzidogien, és a dir del de les cel-lules que
sobreexpressaven la Bgal, és de 0,1 i que aquesrizosi es sobreexpressa la LGS WT
o les altres formes de LGS, la relacido d’'activit@®®S corregida per les cél-lules que

sobreexpressaven el mutant de LGS del lloc 2 apriaximadament de 0,6.

La relacio d’activitats GS es correlacionava ambdpacitat dels diferents mutants de la
LGS d’induir 'acumulacié de glicogen en aquestétlgles. De fet, les cel-lules que
sobreexpressaven la LGS WT o els mutants LGS 38, 8o LGS 3c no eren capaces
d’acumular glicogen, tal i com ocorria per les loéds control que sobreexpressaven la
Bgal (Fig. 4C). Tanmateix, les cel-lules que sobreexpressaven &nindel lloc 2, o els
mutants combinats de la LGS, eren capaces d’acumgrdas nivells de glicogen, de fet

no es trobava cap diferéncia significativa entsedifierents extractes d’aquestes cél-lules.

63



Resultats i Discussio: Capitol 1

A Fig.4 Efectes de la
40 - i
= sobreexpressio  de
o 35 -
S 2 304 les LGS modificades
.‘L_."-‘_J_, 25 | .
s -0 en els residus de
k=1 4
w E 15 ] fosforilacié sobre
] 10 o .
BE Y1 I'activitat [
= 5 L
3 0. 'acumulacio de
> & 1 el o 2 . N
% &* c;:“"g A R L X LA glicogen en cél-lules
L hd b o° C-pc: <d o° \,e' \fc’
b b A ..
¥ FTO2B. A) Activitat
B GS total dels
08 homogenats de les
B 07 KEK HEE HEE #¥%  cel-lules FTO2B que
£ & 06 i
R HR® sobreexpressaven les
:‘5 = 0.5 e
B+ 04 LGS modificades en
= .
.o & 0.34 els residus de
S0 02 L
e~ o1l fosforilacié (Ser per
0+ - . o Ala) a un Unic lloc
{3 aP gt = e ..
Q'q? ‘3“‘ c:;,"-' o a4 v T > c;l" c,q’ i iA
RN v & & &8 RS de fosforilacio (LGS

2; LGS 2a; LGS 3a;
C LGS 3b; LGS 3c;

80.
704 Ed i T LGS 4; LGS 5),
c g 80 . e mutants en dos llocs
2§ 50 e *#%  de fosforilacio (LGS
2 = 40 )
Og 30. 2+2a; LGS 2+3a;
= 20, LGS 2+3b: LGS
104 |j |j
0 2+3c; LGS 2+4;
S e gy A P e > o
T S o “ 'y : ¥ v v LGS 245 I
K< R \E,"w \E’C;b \?%m \E’C’W & ), a

glicogen sintasa WT
(LGS WT) o lg8galactosidasa d’E. Coli (Bgal), incubades amb nmesdb glucosa 25mM durant 6 hores.
L'activitat esta expressada en mU per mg de pretefis valors representen la mitiana +S.E.M decc
a nou experiments independer®3.Relacié d’'activitats GS en abséncia i presénciaGlie6P d’aquests
extractes.El simbol indica diferéncia significativa amb ***g 0.005 per comparacié amb les cel-lules
gue expressen la LGS WCT) Contingut de glicogen en aquestes cél-lules, esgat enug per mg de
proteina. Els valors representen la mitiana + $He cinc a nou experiments independents. El simbol
indica diferéncia significativa amb ***p < 0.005ep comparacié amb les cel-lules que expressen 18 LG
WT.
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1.4 Analisi d’interacci6 entre els llocs de fosfolacio

A continuacié es va avaluar si la defosforilaciéuandeterminat residu de la LGS era

capac de produir canvis en el patré de fosforilaciaun altre residu.

Primer, es va determinar si les mutacions en ets Ite fosforilacié en la LGS que no
fossin el lloc 2 produien canvis en la fosforiladiél lloc 2. Per aixo es va realitzar un
analisi mitjancant Western blot dels homogenatepktiocits que sobreexpressaven les
LGS modificades en els residus de fosforilacié € duavien estat incubats amb medi
sense glucosa durant 12 hores, usant un anticosegoeeix la LGS només quan es
trobava fosforilada en el lloc 2 (PGS Ser7). Esuliats mostren que aquest anticos és
especific doncs no es detectava cap senyal enrda&t dels hepatocits que
sobreexpressaven la LGS mutada en el llo€i@. GA). Les mutacions en el lloc 2a o la
resta dels llocs de fosforilacié presents en elido@-terminal de I'enzim no produien
cap canvi en el patré de fosforilacié del lloc&,dom es pot concloure al mesurar ratio
entre la senyal dels extractes obtinguda amb tastPGS Ser7 i la senyal dels extractes
obtinguda amb I'anticos que reconeix totes les &wrige I'enzim. A més, la mutacié de la
serina del lloc 2a per alanina no provocava layexe la fosforilacié del lloc 2, per tant
no sembla que sigui requerida una fosforilacio lrew el lloc 2a per a que es produeixi

la fosforilacio del lloc 2.

Un analisi similar es va dur a terme per veuresinhutacions en els llocs de fosforilacio
que no fossin el lloc 3a induien canvis en la foksfoid d’aquest. Es va realitzar un
analisi mitjiancant Western blot dels extractes dhegatocits que sobreexpressaven els
diferents mutants de la LGS pero aquest cop esaaun anticos que reconeixia la LGS
nomeés quan estava fosforilada en el lloc 3a (PG648¢ El PGS Ser 640 és un anticos
especific doncs no es detectava cap senyal enrdaat dels hepatocits que
sobreexpressaven la LGS mutada en el llocF3g 6B). Sorprenentment, només els
hepatocits que sobreexpressaven la LGS mutadalk &b mostraven una disminucio

en la senyal de fosforilacié del lloc 3a, a difeiardels altres casos on la fosforilacié en
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el lloc 3a seguia elevada, tal i com es dedueiladresura del ratio entre la senyal dels
extractes obtinguda amb l'anticos PGS Ser640 etya dels extractes obtinguda amb
I'anticos que reconeix totes les formes de I'enz#ar tant, la defosforilacio del lloc 3b
parcialment prevenia la fosforilacié del lloc 3atael que els resultats suggerien que
possiblement es produeix una interaccio en terradeglorilacié entre aquest dos llocs.

Les mutacions als llocs 3a o 3b produien un enzitb ana mobilitat electroforética
incrementada en gels SDS-PAGQH((. 5A, 5B), tal i com esta descrit per a MGS (Skurat,
Wang et al. 1994). En canvi, les mutacions a laldaerminal, als llocs 2 o 2a, o la resta
dels llocs del C-terminal, és a dir als llocs 34 0 5, no varen produir cap efecte en
aquest parametre. Es dedueix doncs que aquestasiomstno afectaven a la fosforilacié
dels llocs 3a o 3b, donant més forca al resultanaerobar una disminucié en la
fosforilacié del lloc 3a mitjancant I'analisi peraatern blot en els extractes d’hepatocits
gue sobreexpressaven la LGS 3c, la LGS 4 i la LGS &ls mutants dels llocs 3a o0 3b
se’ls introduia una mutacio en el lloc 2 seguiesspntant una mobilitat electroforetica
incrementadaKig. 5C). Finalment, si als mutants dels llocs 2a, 3c, % s®’ls introduia
una segona mutacié en el lloc 2, els enzims nceptagen una mobilitat electroforética
incrementada, suggerint que aquestes mutaciorsnientcap efecte sobre la fosforilacié

en el llocs 3a o 3b.
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Fig.5 Analisi per Western blot de I'expressié de 5G patré de fosforilacié de LGS dels homogenatésde
hepatocits que sobreexpressaven les diferents LGSlifitades en els diferents llocs de fosforilaci)
Analisi dels homogenats d’hepatocits incubats endimgense glucosa durant 12 hores, que
sobreexpressaven les LGS mutades en els difedents de fosforilacio, la LGS WT, o la Bgal, amb
anticossos contra I'enzim total (LGS) o contra I3 fosforilada en la serina 7 o lloc 2 (PGS Sei7),
I'analisi densitometric relatiu a I'expressié de BGNT. B) Analisi dels homogenats d’hepatocits incubats
en medi sense glucosa durant 12 hores, que sobmessgven les LGS mutades en els diferents llocs de
fosforilacié o LGS WT, amb anticossos contra I'enttal (LGS) o contra la LGS fosforilada en laisar

640 o lloc 3a (PGS Ser640), i 'analisi densitorm@telatiu a I'expressié de LGS WT) Analisi dels
homogenats d’hepatocits incubats en medi senseogdudurant 12 hores, que sobreexpressaven LGS
modificades en dos llocs de fosforilacié en la nxatenolécula, LGS WT o Bgal amb l'anticds contra

I'enzim total (LGS). En tots els casos s’han amalitlOxg de proteina per carril.
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1.5 Efectes de la mutaci6 dels llocs de fosforilacde la LGS en la seva

distribucid subcel-lular

Una de les questions que quedava per resoldra els lfocs de fosforilacié de la LGS
estan implicats en el control de la mobilitzacidel-lular de I'enzim en resposta a
glucosa des d’'una distribucié citosolica cap adaferia cel-lular. Com s’ha comentat
anteriorment, estudis previs del nostre laboratdemostren que el tractament
d’hepatocits primaris amb LICl a una concentracgd2®@mM resulta en I'activacié de
I'enzim pero no presenta cap efecte sobre la sistabdicidé subcel-lular (Garcia-Rocha,
Roca et al. 2001). EI LiCl és un inhibidor de lamasa GSK-3, pel que es suggereix que
la defosforilacié dels residus 3a, 3b, 3c i 4 ddkfninal no estan implicats en aquest
fenomen de translocaci6. Tot i aix0 no hi havia egjéencia directa de que els altres
llocs de fosforilacié de la LGS no estiguin imptean el control de la translocacio de

I'enzim o si aquest control es duu a terme perliia mecanisme.

Per a estudiar aquest objectiu es va analitzaramggnt immunofluorescencia, la
localitzacio de la LGS en els hepatocits que sotpressaven LGS modificades en els
llocs de fosforilacié incubats amb medi sense glacasant I'anticos que reconeix la GS
hepatica. La senyal captada pels hepatocits qeelreexpressaven la GS hepatica, és a
dir la dels hepatocits que sobreexpressaven la, Bgalva fer servir per adaptar la
intensitat del laser del microscopi confocal per da detectar només la proteina
sobreexpressada. Els hepatocits que sobreexprassamgim WT presentaven una
localitzacio citosolica de la proteina en absenl@aglucosaKig. 6), un comportament
identic al anteriorment descrit per a la LGS endag@sarcia-Rocha, Roca et al. 2001).
Al contrari, els hepatocits incubats amb un medi aldtiu sense glucosa i que
sobreexpressaven el mutant del lloc 2 presenta\aziin acumulat a la periféria
cel-lular, amb un patr6 semblant al que presemazim endogen en presencia del
monosacarid. Aquest resultat no es va observacggedels altres mutants d’un anic lloc
de fosforilacié que no fos el lloc 2. A més, smatacié al lloc 2 es combinava amb una
mutacio addicional, també es detectava I'enzim adaia la periféria cel-lulaiF{g. 7).
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Per tant, aquests resultats suggerien que la defasié del lloc 2 produia un enzim que

s’acumulava al cortex cel-lular.

LGS 2a

Fig.6 Analisi per immunofluorescéncia de la locatiacié subcel-lular de les LGS modificades en un
residu de fosforilacié sobreexpressades en cultitinfari hepatocits. Els hepatdcits en cultiu que
sobreexpressaven les LGS mutades en un lloc figiasio, la LGS WT o la Bgal, incubades durant 12
hores en abséncia de glucosa, van ésser fixats ardformaldehid al 4%, i es va procedir a fer una
immunofluorescéncia utilitzant un anticos contraU&S. Les imatges van ésser obtingudes usant un

microscopi confocal amb objectiu 63x (Plan Apo Bi2x1,4 oil). L’escala representa 20 pm.
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LGS 2+3a LGS 2+3b

LGS 2+3c LGS 2+4

Fig.7 Analisi per immunofluorescéncia de la locatiacié subcel-lular de les LGS modificades en dos
llocs de fosforilacié sobreexpressades en cultiinmari d’hepatocits.Els hepatocits que sobreexpressaven
les LGS modificades en dos llocs de fosforilacidlaamateixa molécula o la LGS mutada al lloc 2,
incubades durant 12 hores en abséncia de glucamaégser fixats amb paraformaldehid al 4%, i es va
procedir a fer una immunofluorescencia utilitzam anticdos contra la LGS. Les imatges van ésser
obtingudes usant un microscopi confocal amb ohjegsx (Plan Apo 63x Na 1,4 oil). L’escala represent

20 pm.
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El fet que la LGS modificada en el lloc de fosfacib 2 com les LGS modificades en dos
llocs de fosforilacio es trobessin acumulats enpédaiféria cel-lular en condicions
d’abséncia de glucosa, podia ésser degut a questagelezims podien estar sintetitzant
glicogen a partir de precursors gluconeogenics ipeo¥s del medi de cultiu. Es van
analitzar doncs aquests cultius mitjancant immuwaoéiscencia amb I'anticos contra la
molecula de glicogen. Els resultats mostraven dgibapatocits que sobreexpressaven el
mutant del lloc 2, o els mutants combinats anterést comentats, eren capacos
d’acumular glicogen en aquestes condicioRg).(8). Tanmateix, els hepatocits que
sobreexpressaven els mutants d'un lloc de fostidilde la LGS, que no era el lloc de
fosforilacié 2, no acumulaven glicogen si eren bats amb un medi de cultiu que no

contenia glucosag. 9).
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LGS WT

LGS 2+2a LGS 2+3a LGS 2+3b

LGS 2+3cC LES 244

Fig.8 Acumulacio de glicogen en hepatocits induipgar la sobreexpressio de les LGS modificades en els
diferents residus de fosforilacid_es cel-lules, incubades en abséncia de glucosantldr2 hores, i que

sobreexpressaven Bgal, LGS WT, la LGS mutada koce2 o LGS mutada en 2 llocs de fosforilacié van
ésser processades per analitzar-les mitjancant inofluorescéncia amb I'anticds contra la molécula de
glicogen. Les imatges van ésser obtingudes usantiarmscopi confocal amb objectiu 63x (Plan Apo 63x

Na 1,4 oil). L'escala representa 20 pum.
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Fig.9 Acumulacio de glicogen en
hepatocits  induida per la
sobreexpressio dels mutants d’'un
lloc de fosforilacié de la LGSLes
cél-lules, incubades en abséncia de

glucosa durant 12 hores, i que

sobreexpressaven la LGS mutada

en només un residu de serina, van
ésser processades per analitzar-les
mitjancant  immunofluorescéncia
amb I'anticos contra la molécula de
glicogen. Les imatges van ésser
obtingudes usant un microscopi
confocal amb objectiu 63x (Plan
Apo 63x Na 1,4 oil). L'escala

representa 20 um.
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1.6 Estudi de la dissociaci6 entre la translocacide LGS i la sintesi de
glicogen

Un dels punts que quedava per resoldre era siatsltrcacié de la LGS podia ésser
dissociada de la sintesi de glicogen. Per aixoaedeeidir treballar amb enzims que no
fossin capacos de sintetitzar glicogen.

Aixi mateix, es va voler comprovar si la mutacidrttdoga del residu Glu 509 en la LGS
(Fig. 10) produia un enzim totalment inactiu, com passa pamGS (Cid, Gomis et al.

2000). Per aquest proposit, es van generar adesoqgue codificaven per una LGS
modificada en el residu glutamic 509, en la quelatamic ha estat canviat per una
alanina (LGS E509A). També es van generar adersogue codificaven per a una LGS
amb tres mutacions a alanina, una en el residargiat509 i les altres dues en els llocs
de fosforilacié 2 i 3b (LGS 2+3b E509A). Un cop gaats els adenovirus, es va procedir

a infectar cultius primaris d’hepatocits per estndiquest punt.

MGS Ratfus Novergicus (NP_001103085) PSYY|E[PWGYTPA
MGS Mus Musculus (NP_0020%4) PSYY|E[PWGYTPA
MGS Homo sapiens (NP_109603) PSYY|E[PWGYTPA
LGS Rattus Novergicus (NP_037221) PSYY|E[PWGYTPA
LGS Mus Musculus (NP_663547) PSYY|E[PWGYTPA
LGS Homo sapiens (NP_068776) PSYY|E[PWGYTPA

Fig.10 Alineament multiple de les seqiiéncies aminfiiques de les glicogen sintases musculars i
hepatiques seleccionadeg&l residu Glu invariant es mostra en negreta guscd i enquadrat en les
diferents sequéncies de GS muscular (MGS) o hpE#i(LGS). De fet es mostra un alineament especifi
per a les sequéncies d’'aminoacids dé5ld de muscul o hepatica de rata (Rattus NoverpidassS de
muscul o hepatica de ratoli (Mus musculus) GI& de muscul o hepatica humanes (Homo sapiensg ent

paréntesi es mostra el numero d’accés del NCBI.
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L’analisi mitjancant Western Blot dels homogendlsepatocits incubats amb medi sense
glucosa o amb glucosa 25mM durant 6 hores, va deanapie en tots els casos s’estava
sobreexpressant nivells similars de proteina, sioesparava la senyal de I'extracte dels
hepatocits que sobreexpressaven la LGS E509A codelia que sobreexpressaven la
LGS 2+3b E509A, respecte als seus respectiusatenés a dir, la senyal dels extractes
dels hepatocits que sobreexpressaven la LGS WTL&IA 2+3b(Fig. 11).

Glucosa

25m -+ -+ -+ - +

B ED e g anam a® | LGS
P ——— R

Bgal LGS LGS LGS LGS
WT E509A 2+3b 2+3b

E509A

Fig.11 Analisi per Western blot dels mutants etutants cataliticament inactius de la glicogen &sa
hepatica, amb o sense defosforilacio, en hepatoritsibats en abséncia o preséncia de glucosa 25mM
en el medi de cultiuAnalisi per Western blot dels extractes dels homatged’hepatocits incubats en medi
sense 0 amb glucosa 25mM durant sis hores, queesppressaven la Bgal, la LGS WT, el mutant
cataliticament inactiu de la LGS en el residu GBOE (Glu per Ala; anomenat LGS E509A), el mutant d
LGS en dos llocs de fosforilacio (LGS 2+3b) i eltamt cataliticament inactiu i amb mutacions ers do
llocs de fosforilacid (descrit com LGS 2+3b E5094{itzant I'anticos que reconeix la LGS (1@ de

proteina per carril).

Si analitzavem ['activitat GS total, activitat GS ereséncia de GIc6P, tant dels
hepatocits que sobreexpressaven la LGS E509A ct® $a2+3b E509A, veiem que els
nivells d’activitat GS total eren identics als de&patocits control que sobreexpressaven
la Bgal Fig. 12A), és a dir, només detectavem l'activitat de la L&f®logena. Els
resultats indicaven doncs que el glutamic 509 fopad del mecanisme catalitic de la
LGS de rata, i que la seva mutacio també produaixenzim cataliticament inactiu.

Consequientment, no es van trobar canvis en I'a@oiube glicogen en els hepatocits
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que sobreexpressaven la LGS E509A o la LGS 2+3b9k5fespecte els que
sobreexpressaven la Bgal, només es detectavearslis deguts a I'absencia o presencia
de glucosa 25mM en el medi de cultiu durant leo@ finals de I'experimenf(g.
12B).

A
- 80
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Bgal LGS E500A LGS 2+3b
E509A
B
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- E 60
ﬁ: o 501
S E a0
< 2 301
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101 - - -
0
Bgal LGS E509A LGS 2+3b
E509A

Fig.12 Activitat GS i sintesi de glicogen en hepeité que sobreexpressaven els mutants cataliticamen
inactius de la glicogen sintasa hepatica, amb o semmodificacié en els residus serina 2 i 3b, en
hepatdcits incubats en abséncia o preséncia de gdac A) Activitat GS Total dels homogenats
d’hepatocits incubats durant 6 hores amb un medsselucosa (barres grises) o amb glucosa 25mM
(barres negres), que sobreexpressaven la LGS maaddh residu Glu E509 (Glu per Ala; anomenat LGS
E509A), la LGS mutada en el residu Glu E509 i es @sidus serina (Glu per Ala i Ser per Ala; déscr
com LGS 2+3b E509A), o la proteina Bgal. Les dadgwesenten la mitjana + S.E.M. de 3 a 4
experiments independen®) Determinacié de I'acumulacié de glicogen d'aquelképatocits incubats

durant 6 hores amb un medi de cultiu sense glu@fosaes grises) o amb 25mM glucosa (barres negres).
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Per a estudiar si era possible dissociar el fenaednanslocacié de I'enzim de la sintesi
de glicogen, varem analitzar els hepatocits incubatb un medi sense glucosa durant les
altimes sis hores de I'experiment, que sobreexpressla LGS E509A o la LGS 2+3b
E509A, mitjangant immunofluorescéncia amb l'anticdentra la LGS. L’analisi va
revelar que el mutant del residu Glu 509 mantemieabacitat de resposta a un canvi en
els nivells de glucosa del medhig.13), doncs en abseéencia de glucosa es trobava difos en
el citoplasma cel-lular, i en presencia del morasdes trobava en la periferia cel-lular
unit al glicogen produit per la GS hepatica endage@uriosament, el mutant
cataliticament inactiu i mutat en dos llocs de dadcié també presentava la mateixa
distribucio cel-lular, és a dir, difds en el citagina en absencia de glucosa i concentrat en
el cortex cel-lular en preséncia del monosacauigigerint que es trobava unit al glicogen

produit per la LGS endogena.
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Fig.13 Estudi de la mutacio

Mo glucosa Glucosa 25mM

Bgal del residu glutamic 509
sobre la translocacio de
LGS hepatocits, per
sobreexpressié dels mutants
cataliticament inactius de la

glicogen sintasa hepatica,

amb o sense modificaci6

LGS
T dels residus serina 2 i 3b, en
hepatocits  incubats en
abséncia o preséncia de
glucosa 25mM en el medi
de cultiu. Els hepatocits que
sobreexpressaven la Bgal, la
LGS WT, la LGS 2+3b, el
mutant cataliticament

inactiu LGS EB509A, i el

mutant cataliticament
inactiu perdo modificat en 2
residus serina, LGS 2+3b
E509A, incubats durant 12

hores amb un medi sense

glucosa, van ésser tractats
sense glucosa (columna
esquerra) o amb glucosa

25mM (columna dreta) en el

LGS
2+3b
ESO9A

medi de cultiu durant 6
hores, finalment fixats amb
paraformaldehid al 4%, i es
va procedir a fer l'analisi
per immunofluorescencia

utilitzant un anticos contra

e e
LGS
2+3h

la LGS. Les imatges van
ésser obtingudes usant un microscopi confocal abjbctiu 63x (Plan Apo 63x Na 1,4 ail). L'escala

representa 20 um.
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1.7 Discussio

En aquest capitol mostrem que tot i que lactivid&t la GS esta controlada per
fosforilacid, aquesta regulacio presenta alguntsaticies entre ambdues isoformes de
I'enzim. En el cas de la MGS, cap mutant de less®ines, a alanines, que regularien la
seva activitat, produeix un increment substancrall’activitat de I'enzim quan son
sobreexpressats en cel-lules COS (Skurat, Wanhy £89@4). De fet, és necessaria una
mutacio addicional en la mateixa moléecula de LG5els llocs 3a o 3b per incrementar
'estat d’activacio de I'enzim de 0,03, obtingutl pautant del lloc 2, a 0,6 i 0,3
respectivament. En canvi, en aquest projecte essteana sola substitucid de la serina 2
per alanina en la isoforma hepatica ja produeixaugment significatiu de la relaciod
d’activitats GS, essent aquest valor 0,6 en hepatque sobreexpressen aquest mutant
incubats amb un medi de cultiu sense glucosa. UWr gamilar també el trobem en les
cel-lules d’hepatoma de rata FTO2B, que sobrees@nela LGS 2 incubades amb medi
gue contenia glucosa 25mM. Aguests dos valors eided’activitats GS sdén molt
semblants als que es descriuen en un treball preestudien un mutant de la LGS que
conté sis substitucions serina per alanina, efiagls 2, 3a, 3b, 3c, 4 i 5, sobreexpressat
en cultiu primari d’hepatocits (Kadotani, Fujimwetal. 2007). Aixi doncs, es pot deduir
gue el control de l'activitat de la LGS recau basient en la fosforilacié de la serina 7 o

lloc 2, a diferéncia de la MGS on aquest residexerciria per si sol aquest control.

Una conclusio important fruit d’aquest projecteggge la substitucio de cada un dels
residus del C-terminal, serina per alanina, prodo®lt poc efecte en I'estat d’activacio
de la LGS. Tal vegada la defosforilacié d’aquestidus permet una regulacié fina de
I'enzim en resposta a diferents estimuls. Tanmateia altra funcio en la que poden tenir
un paper rellevant, a part d’intervenir en l'actida de I'enzim, és el control de
I'estabilitat de la LGS. En aquesta direccié trobestudis del nostre laboratori que
demostren que el tractament de cultius d’hepataeits LiCl produeix un increment en
I'activitat GS total, sense modificar-ne els niselle mMRNA. Per tant, el LiCl incrementa

I'estabilitat de la LGS mitjancant un mecanisme doeolucraria per una part la
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defosforilacio de la LGS en aquests residus dedr@inal, i per una altra la inhibici6 del
proteosoma (Fernandez-Novell, Rodriguez-Gil e@07). Tot i aix0, no es descarta que
aquests residus puguin estar implicats en algumna faincié, que no fos el control de
I'activitat o de I'estabilitat de I'enzim, que emaaomandria desconeguda.

En aquest projecte també s’ha determinat que laciutel lloc 5 de LGS, serina per
alanina, no impedeix la fosforilacié dels altresidas presents en el C-terminal de
I'enzim. En la literatura es descriu que la fod&mib de la MGS en el C-terminal ocorre
d’'una manera jerarquica, en la que primer s’hacséofilar el lloc 5 per tal de que la
fosforilacié dels llocs 4, 3c, 3b i 3a es doni ente (Picton, Aitken et al. 1982; Roach
1986; Roach 1990; Zhang, DePaoli-Roach et al. 1993p jerarquia de fosforilacié fos
realitat per a la LGS, es suposava que degut autaawd en el lloc 5 aquesta es veuria
interrompuda. Per tant, la fosforilacié del lloc @ala LGS sembla independent de la
fosforilacio previa del lloc 5. A més, la fosfocia del lloc 3a també sembla independent
de la fosforilacio prévia dels llocs 4 o 3c. Aixbrets, un mecanisme alternatiu de
fosforilacié del lloc 3a que no depengués de lfofidacié prévia del lloc 5 operaria en la
LGS. Aquest resultat doncs és similar al descritp@S, on els llocs 3a i 3b poden ésser
fosforilats en cél-lules COS o Rat 1, encara quleebe reconeixement, el lloc 5, estigui
interromput per mutacio serina per alanina, i grb ésser degut a que d’altres quinases
com la PAS quinasa poden fosforilar el residu 3éaeviGS, el que també podria ocorre
pel residu 3b (Skurat, Wang et al. 1994; SkuratRodch 1995; Skurat and Roach 1996;
Wilson, Skurat et al. 2005). En canvi, el que & globserva és una influencia en termes
de fosforilacio entre els llocs 3b i el 3a en la3,&loncs la desfosforilacio del lloc 3b
parcialment impedeix la fosforilacio del lloc 3a.dBservem els resultats obtinguts sobre
la fosforilacié del N-terminal de la LGS, es deduegue la mutacié de la serina del lloc
2a per alanina no provoca la perdua de la fostodildel lloc 2. Per tant no sembla que
sigui necessaria una fosforilacié prévia en el Rager a que es produeixi la fosforilacio
del lloc 2, tot i que no es descarta que la folsfoid del lloc 2 sigui un prerequisit per a
que es fosforili el lloc 2a, tal i com ocorre enM&S (Flotow and Roach 1989; Skurat,
Wang et al. 1994).
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Un altre resultat a destacar és I'acumulacié dsogkn en hepatocits incubats amb medi
sense glucosa com en cel-lules FTO2B incubades raeth de cultiu amb 25 mM
glucosa que sobreexpressen el mutant del lloc & d€5S o les LGS modificades en
aquest lloc i un segon residu de fosforilaci6. teklules FTO2B es caracteritzen per
tenir tota la maquinaria necessaria per a singtiggicogen, perdo no expressen la GK
(Zvibel, Fiorino et al. 1998). Aix0 produeix queselivells de GIc6P no siguin suficients
per activar la LGS endogena, pel que aquestesllesl-ho son capaces d’acumular
glicogen en preséncia de glucosa en el medi daidMalera and Bosch 1994). La LGS
modificada en el lloc 2, o les LGS modificades @uest lloc i un segon residu de
fosforilacio, degut a la seva activacio constitatpoden sintetitzar glicogen a partir de la
glucosa del medi quan son sobreexpressades eéllketes FTO2B. En canvi, el cas dels
hepatocits és diferent doncs el medi de cultiuordenia glucosa. De fet, el medi DMEM
conté glutamina a una concentracié de 4 mM, i wreentracié final d’aminoacids de
10,7 mM, amb el que la seva conversio gluconeogémiglicogen explica perque aquests
hepatocits son capacos d’acumular glicogen toabhséncia de glucosa en el medi de
cultiu. Aguesta mateixa situacio s’ha descrit epabécits que sobreexpressen la PTG,
gue activa la LGS i estimula la sintesi de glicogarhepatocits incubats amb medi sense
glucosa (Berman, O'Doherty et al. 1998). D’altretudis apunten també a la idea que la
sintesi de glicogen es produeix preferentmentgeid indirecta quan hi ha activacio de
la LGS, com en el cas de la sobreexpressio d'urmambhute LGS de sis serines en cultiu
d’hepatocits (Kadotani, Fujimura et al. 2007), ilarsobreexpressié de la PTG en fetge

de rata mitjancant injeccio d’adenovirus per vemadal (O'Doherty, Jensen et al. 2000).

Finalment, en aquest projecte es demostra quérsiala defosforilacié del lloc 2 en la
LGS, o bé en aquest lloc i en un altre dels sigluesrestants, es produeixen formes
d’enzim que s’acumulen a la periféria cel-lularsdeépatocits, i que sén capaces de
sintetitzar glicogen tot i I'abséncia de glucosaeemedi de cultiu. Per tal d’avancar en el
coneixement del mecanisme que controla la distidbsigbcel-lular de la LGS en resposta
a glucosa, es va esbrinar si la sintesi de glitgge ésser dissociada de la translocacio,
mitjancant I'is d’una forma de LGS que contenia siasstitucions de serina a alanina en

els llocs de fosforilacio 2 i 3b, i una substitudi residu glutamic 509 a alanina, aquesta
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altima generant un enzim incapa¢ de sintetitzacogken. Com ja s’ha comentat
previament, la LGS 2+3b era capac de translocampaiiferia cel-lular dels hepatocits en
abséncia de glucosa perdo sorprenentment la LGS ZEZRIPA només es trobava
acumulada en el cortex cel-lular en preséncia asogh, €s a dir, quan la LGS endogena
sintetitzava glicogen. Aquest comportament potréskeeflex de la capacitat de la LGS
activa d’unir-se al glicogen, i no pas que la digfokacio del lloc 2 sigui una senyal per a
que es produeixi la translocacié de I'enzim. Pet,tal mutant del lloc 2 de la LGS, o els
mutants d’aquest lloc i un altre residu, podrielir-ga als llocs glicogenogeénics de la
periferia cel-lular i tot i 'abséncia de glucosatetitzar glicogen per la via indirecta en
el que es podrien unir més molecules de LGS, | eprwuiria a I'acumulacio de I'enzim
observada en el cortex cel-lular. Pero la forma &3 E509A, tot i que pot unir-se a al
glicogen que es sintetitzat per la LGS endogengreseéncia de glucosa, no és capac de
sintetitzar glicogen. Per tant, la LGS 2+3b E5094 podria generar nous llocs
glicogenogeénics on s’unirien més molécules de LiG®, es produiria la translocacié de
les molecules de LGS al cortex cel-lular dels heptst quan la glucosa no es troba
present en el medi de cultiu. Recolzant aquestteésuobem estudis previs del nostre
laboratori on es demostra que l'activacio de LG§am¢ant incubacio dels hepatocits
amb LiCl 20mM, encara que no involucra en prindgpidefosforilacio del lloc 2, no
produeix translocacio de la LGS (Garcia-Rocha, Retcal. 2001). Aquests resultats
apunten doncs a que l'activacié covalent de la ®Scondueix a la translocacié de

I'enzim si no es produeix sintesi de glicogen.

En conclusiod, els resultats d’aquest capitol mostee la serina 7 és el lloc de regulacié
més important per a l'activitat de la isoforma hemade la GS, a diferencia de la
isoforma muscular on aquesta serina no jugariapeger clau en I'activitat de I'enzim.
Tot i que la seva conversio a alanina en la LGSlyex un enzim amb alta activitat,
aquesta modificacidé no seria capagc, per si solgraduir I'acumulacié de les molécules
de LGS en la periferia cel-lular en resposta aagac el que suposa un mecanisme
addicional de control de I'enzim. Per tal de que pesdueixi la translocacio, és
indispensable que es generin nous llocs glicogencgeen la periferia cel-lular, on

s’unirien més molécules de LGS, essent aqui on coana la sintesi de glicogen. Aixi
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doncs, per a que es doni aquest canvi en la ipaeid intracel-lular de I'enzim en
resposta a glucosa és necessaria la defosforicienzim en el lloc 2, pero també és
necessari que I'enzim sigui capa¢ de sintetitzenogen per poder generar nous llocs
glicogenogeénics, on es poden unir més moleculéss®e
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