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Conclusions

CONCLUSIONS

1. La mutacid de la serina 7, o lloc de fosforilaci6 2, a alanina en la seqiiencia de la
LGS, produeix un increment substancial de D’activitat de 1’enzim, quan es
sobreexpressa en hepatocits tractats amb medi sense glucosa. La mutacio dels altres

sis residus de fosforilacié produeix un efecte molt menor en 1’activitat de I’enzim.

2. La mutacié de la serina 11, o lloc de fosforilacié 2a, a alanina no impedeix la
fosforilacid de la serina 7, o lloc de fosforilacio 2, de la LGS, quan es sobreexpressa
la LGS 2a en hepatocits tractats amb medi sense glucosa. Per tant, no és necessaria

una fosforilacid previa en el lloc 2a per a que es produeixi fosforilacio en el lloc 2.

3. La fosforilacio dels residus del C-terminal de LGS no ocorre de manera jerarquica. La
mutacid dels llocs de fosforilacié 5, 4 o 3c no impedeix la fosforilacio del lloc 3a,
quan es sobreexpressen aquestes formes de LGS en hepatocits tractats amb medi
sense glucosa. Només en el cas en que no es permet la fosforilaciéo del lloc 3b

s’impedeix parcialment la fosforilacié del lloc 3a.

4. El control de I’activitat de LGS per fosforilacié recau basicament en el lloc 2. Els
mutants combinats d’aquest lloc més una mutacid en algun dels altres sis llocs de
fosforilacié produeix enzims amb una relacié d’activitats GS semblant a la del mutant

del lloc 2.

5. La forma de LGS mutada en el lloc de fosforilaci6 2, o les LGS mutades en aquest
lloc 1 un segon lloc de fosforilacio, poden sintetitzar glicogen a partir de la glucosa
del medi quan son sobreexpressades en les cél-lules FTO2B, degut a la seva activacio

constitutiva, tot i I’abséncia de la GK
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Els hepatocits que sobreexpressen la LGS mutada en el lloc de fosforilacié 2, o les
LGS mutades en aquest lloc i un segon lloc de fosforilacio, son capagos d’acumular
glicogen, a partir dels aminoacids presents en el medi de cultiu en abséncia de

glucosa.

La translocaci6 a la periféria cel-lular de la LGS no pot ésser dissociada de la sintesi
de glicogen. Per tant, si no es produeix sintesi de glicogen, I’activacié covalent de la

LGS no condueix a la translocacio de I’enzim.

La sobreexpressio hepatica en rata sana d’una forma de LGS mutada en els llocs de
fosforilacié 2 1 3b, mutacions serina per alanina, produeix un increment significatiu
de la deposicid de glicogen en fetge, una baixada moderada en la glicémia i una
millor tolerancia a la glucosa dels animals, sense alterar cap parametre metabolic
clau. Un increment semblant en la quantitat de I’enzim LGS de forma salvatge no

resulta efectiva en la millora de I’homeostasi de glucosa in vivo, per inactivacio.

El glicogen emmagatzemat en el fetge de les rates sanes que sobreexpressen la LGS

2+3b es mobilitza en resposta a un dejuni de 18 hores.

La sobreexpressio de la LGS, tant de la forma salvatge com de la modificada en els
llocs 2 1 3b, no causa cap efecte sobre 1’expressio de la GP en el fetge de rates sanes.
Aixi doncs I’expressio de la LGS 1 la GP hepatica no es troben controlades de manera

reciproca en fetge, a diferéncia de la MGS i la GP muscular.

La sobreexpressio hepatica de la LGS 2+3b en rata STZ, rata diabetica tipus I,
restaura la capacitat d’acumulaci6 de glicogen en el fetge, el que condueix a la
disminuci6é en la glicémia, tot i la poca insulina circulant i la baixa expressio i
activitat de la GK. Novament, un increment similar en la quantitat de I’enzim LGS de
forma salvatge en el fetge de les rates STZ, no resulta efectiva en la millora de

I’homeostasi de glucosa in vivo, doncs el sistema la manté inactiva.
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El glicogen acumulat en el fetge de les rates STZ que sobreexpressen la LGS 2+3b es
mobilitza en resposta a un dejuni de 18 hores, aix0 suggereix que aquesta
mobilitzacié podria permetre contrarestar la baixada dels nivells de glucosa en sang

en periodes d’hipoglucemia.

La sobreexpressio hepatica de la LGS 2+3b resulta en la disminuci6 en la ingesta de
les rates STZ, per una via independent de leptina. Aixi doncs es suggereix que un
increment moderat en la quantitat de glicogen hepatic generaria signes que regularien

la ingesta.

La sobreexpressio hepatica de la LGS 2+3b en rates STZ produeix una disminucié en
I’expressio de la subunitat reguladora de la PP1 PTG, perdo no de la Gi, el que

contribueix a I’augment en la forma fosforilada de la GP en fetge.

L’expressio dels enzims gluconeogénics FBPasa, G6Pasa i PEPCK es troba
disminuida en el fetge de les rates STZ que sobreexpressen la LGS 2+3b. La quantitat
de proteina PEPCK es troba també disminuida. Aixi doncs, a part de I’augment en la
sintesi de glicogen i la reduccié de la ingesta, la glicémia de les rates STZ que
sobreexpressen la LGS 2+3b podria ésser més baixa degut a una possible reduccio de

la produccié de glucosa en el fetge.

La disminuci6é en la quantitat d’ARNm dels enzims gluconeogénics per la
sobreexpressio de la LGS 2+3b en el fetge de les rates STZ es duu a terme per un

mecanisme independent de ’activacié de la quinasa PKB/Akt.

No es detecten canvis en 1’expressi6 geénica del receptor nuclear HNF-4a o dels
factors de transcripci6 ChREBP, HNF-38, FOXO1 i SREBP-1 ni del coactivador
PGC-1a, per la sobreexpressio de la LGS 2+3b en fetge de rates STZ. Aquests son els
principals elements de regulacio de la transcripcio de la PTG, la PEPCK, la G6Pasa i
la FBPasa.
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L’expressio6 del receptor nuclear orfe SHP es troba augmentada en el fetge de les rates
STZ que sobreexpressen la LGS 2+3b en fetge. L’SHP reprimeix [’activitat
transcripcional dels principals elements que regulen 1’expressié de la PTG, la PEPCK,

la G6Pasa i la FBPasa.

En el fetge de les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b la quantitat d’ ARNm
del factor de transcripci6 C/EBPp es troba disminuida. Aquest factor juga un paper
essencial en la regulacio de la transcripcio de la PEPCK i la G6Pasa, per tant aquesta
reducci6 probablement contribueix a la disminucid en la quantitat d’ARNm de

PEPCK i G6Pasa observada en aquests animals.

La sobreexpressio hepatica de la LGS 2+3b en rates STZ condueix a 1’activacio de la
quinasa ERK 1/2 en fetge. L’activaci6 de la quinasa ERK1/2 a la seva vegada resulta
en la inhibici6 de la transcripcio de la PEPCK i la G6Pasa, per un mecanisme encara

desconegut.

La sobreexpressio de la LGS 2+3b en hepatocits tractats amb dexametasona i1
Bt;,cAMP, condueix a la disminucié en I’expressio dels gens de la PEPCK i la
G6Pasa, aixi com a la fosforilaci6 d’ERK 1/2, i a un augment de 1’expressio del
receptor nuclear orfe SHP. No obstant, aixd no ocorre si es sobreexpressa la mateixa
quantitat de la forma salvatge de 1’enzim, aixi com d’una forma cataliticament
inactiva o d’una cataliticament inactiva 1 modificada en els llocs 2 1 3b. Per tant,
I’activitat de la LGS o el que ¢és el mateix la sintesi de glicogen, i no la proteina LGS
en si, és clau per aquesta repressio de la transcripcid dels enzims gluconeogenics es

doni a terme.





