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INTRODUCCIO

El glucogen ha estat descrit com a component majoritari dels trom-
bocits. La seva funcié com a reserva energética dins la ceHula sembla ésser
operativa en el metabolisme del trombocit i en la seva funcio fisiologica.
Han estat descrites certes alteracions en els nivells del glucogen i en I'ac-
tivitat dels enzims que prenen part en el seu metabolisme quan té¢ lloc
la coagulacid, aixi com la retraccié del coagul. D’altra banda, les altera-
cions de I'hemostasi en les glucogenosis (defectes metabolics de la sintesi
o degradaci6é del glucogen) donen suport a aquests fets.

Nosaltres estudiem el comportament de la glucogeno-sintetasa i inten-
tem d’arribar a coneixer la seva regulacié en els trombocits. Cal remarcar
aqui el fet que, essent les plaquetes c¢Hules anucleades, no posseeixen els
mecanismes per a induir una nova sintesi d’enzims, i constitueixen per
aquesta ra6é un sistema relativament simplificat on poden ésser estudiats
alguns aspectes del control del metabolisme del glucogen.®

METODES

Les preparacions han estat obtingudes a partir d'un plasma ric en pla-
quetes provinent de residus de plasmaferesi. Hem trobat que el procés
més convenient per a obtenir les c¢lules d’aquests residus és el segiient:

— Dilucié dels residus fins a 1/5 de la concentracié sanguinia amb
solucio fisiologica que t¢ 1 mM EDTA.

— Centrifugacié a 670 x g. durant 10 minuts per a eliminar els leu-
cocits i hematies; resta un sobrenedant que constitueix el PRP.

— Sedimentacié de les plaquetes del plasma per centrifugacio a
2500 x g. durant 20 minuts.

Aquestes c¢Hules son resuspeses amb un amortidor 50 mM Tris-1
mM EDTA, en proporcié de 10" c¢Hules en 2 ml. d’amortidor, la qual
cosa representa una mitjana d’1,37 expressada en pes de teixit humit per
volum d’amortidor.

Ot
~I
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La font enzimatica, dita «cru», ha estat correntment el sobrenedant de
la centrifugacié de I’homogeneitzat a 10000 x g. Naturalment, totes les
operacions descrites es fan a 4° C.

Aquestes ceHules semblen ésser equiparables a les obtingudes per me-
todes més directes a partir del donant, per tal com les determinacions de
glucogen efectuades es corresponen amb les d’altres autors, séon dels vol-
tants d’1 mg. per 10'' c¢Hules, i han estat dutes a terme per digestié
alcalina del teixit amb KOH al g0 9, i determinacié del glucogen pel
metode de I'antrona.’
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F1G6. 1. — VARIACIO DE I’ACTIVITAT ENZIMA-
2001 TICA AMB EI pH.
I’activitat és representada en c.p.m. enfront dels
diferents pH assajats. La font enzimatica fou un
1001 cru (sobrenedant de 10.000 x g.). La ratlla continua
representa l’activitat en preséncia de glucosa-6-P,
i la discontinua en defecte de l’activador, Els cer-
. cles, quadrats i triangles representen el resultat
a o, 30 i 60 minuts de preincubacid.

També ha estat analitzada l'activitat glucogeno-sintetasa d’aquestes
preparacions per tenir una orientacié sobre la viabilitat de les c¢Hules
i la validesa del nostre estudi. L’activitat ha estat determinada incorpo-
rant '*C-glucosa a glucogen a partir d’'UDP-glucosa marcada,'* i ha re-
sultat ésser de 5 nM/min./mg., equivalent a la detectada per altres inves-
tigadors.

RESULTATS

Hem vist que aquesta activitat es perd absolutament per incubacié de
les ceHules tant a 4° C com a go° C durant 24 h.

La incorporacié de glucosa a glucogen ha resultat lineal amb el temps
i amb la concentracié de proteina (dilucié de I'homogeneitzat) dins uns
limits en els quals entren les condicions utilitzades per a I'assaig de l'acti-
vitat enzimatica del nostre estudi.
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F16. 2. — EFECTE DE LA TEMPERATURA
I LA PREINCUBACIO EN IL’ACTIVITAT DE
IENZIM.

L’activitat de l’enzim és representada amb el
temps de preincubaci6 a: @ 18°C, B 25°C,
A 30°C ¥V 3°Ci @ 40° C. La font enzi-
matica fou Dlenzim cru (sobrenedant de
10.000 X g.). La ratlla continua representa
l’activitat en preséncia de glucosa-6-P, i la
discontinua en defecte de Pactivador.

20 40 60

TEMPS DE PREINCUBACIO, EN MINUTS

FI1G. 3. — EFECTE DE LA TEMPERATURA
I LA PREINCUBACIO EN I’ACTIVITAT
DE I’ENZIM.

L’activitat de l’enzim és representada amb el

temps de preincubacié a: @ 18°C, B 25°C,

A 30°C, ¥ 37°C i @ 40°C. La font enzi-

matica fou la fraccié particulada de 100.000 X g.

La ratlla continua representa l’activitat en

preséncia de glucosa-6-P, i la discontinua en
defecte de l’activador.

20 40 60
TEMPS DE PREINCUBACIO, EN MINUTS

Hem estudiat l'efecte del pH i de la temperatura sobre l'activitat
(fig. 1); aixi hem trobat que els pH oOptims difereixen lleugerament en
I'activitat mesurada amb glucosa-6-P i sense,> '? i resulten, amb un amor-
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tidor de Tris-CIH, de 8,15 i 7.4 respectivament. Podem veure aixi mateix
que la influencia del pH es fa més notable amb la preincubacid, la qual
cosa indica un canvi en l'estabilitat de I'enzim.?

L'efecte de la temperatura ha estat estudiat incubant i preincubant,
a cinc temperatures diferents: 18, 25, 30, 371 40° C, 'enzim cru i I'enzim
de la fraccié particulada de 100000 x g. (figs. 2 i 9).

Veiem, doncs, que la temperatura optima d’assaig que adoptarem,
o sigui la de go° C, ens déna una uniformitat de les condicions en qué
hem mesurat 'activitat, sigui la que sigui la font enzimatica.

Si representem el log. de la velocitat inicial enfront de l'invers de les
temperatures (fig. 4), obtenim una recta com la de la figura, on el pendent

FI1G. 4. — REPRESENTACIO D’ARRHENIUS.

El logaritme de la velocitat és representat

enfront de ’invers de la temperatura d’assaig.

El resultat per a l’enzim cru és representat

pels cercles, i per a l’enzim de la fracci6

particulada, pels quadrats. Les rectes represen-

tades son les de regressi6 lineal per la série
de punts corresponents.

320 330 340

1T 10°

d’acord amb l'equacié d’Arrhenius multiplicada per un factor déna l'ener-
gia d’activacié * per la reaccié catalitzada per la glucogeno-sintetasa. En
aquest cas resulta d’11 goo cal./Mol per al cru, i de 10600 per a l'en-
zim de la fraccié particulada. Aquestes determinacions sén de caracter
orientatiu, podriem dir que hom calcula una energia d’activacié apa-
rent, per tal com cal tenir en compte la influéncia de la temperatura en
cadascuna de les etapes de formacié i descomposicié del complex enzim-
substrat.

Un estudi de l'estabilitat de I’enzim amb el temps, fou fet colocant les
fonts enzimatiques amb mercaptoetanol i sense a —20° C i a 4° C. També
comprovarem que l'enzim a 18° C perdia el 75 9 de la seva activitat a
les 12 hores i el total de I'activitat a les 24 hores (fig. 5). L'enzim congelat
a —20° C amb mercaptoetanol perd tota la seva activitat pel sol fet de la
congelacié i descongelacid, i hi ha una coagulacié o floculacié de la pro-
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teina. D’altra banda ¢s interessant de remarcar el gran increment d’acti-
vitat mesurada en defecte de glucosa-6-P quan la preparacié ¢s conservada
a 4° C amb mercaptoetanol durant 24 hores,* fet que ha estat motiu d’una
llarga série d’experiéncies, per tal com amb les bases de les interconver-
sions enzimatiques reguladores de la glucogeno-sintetasa, via fosforilitzaci6
i desfosforilitzacio, ¢s dificil d’explicar el control de l'activitat pel funcio-
nament d’aquests mecanismes a 4° C.

o C.p.m.

001

4001

3001

F1G6. 5. — CONSERVACIO DE I’ACTIVITAT
2004 AMB EIL TEMPS D’EMMAGATZEMATGE.

1’activitat de l’enzim és representada en
c.p.m. amb els dies de permanéncia en les
condicions segiients : @ congelat a —20° C,
B mantingut a 4°C sense mercaptoetanol,
A mantingut a 4° C en preséncia de so mM
P mercaptoetanol. La ratlla continua representa
l’activitat en preséncia de glucosa-6-P, i la
discontinua en defecte de l’activador.

12 6 15 30

TEMPS D’EMMAGATZEMATGE (DIES)

El fet que aquest augment d’activitat mesurada en defecte de glu-
cosa-6-P es perdés quasi absolutament en ultracentrifugar la preparacio
preincubada a 4° C i la recuperacié d’aquesta activitat en afegir el sobre-
nedant de l'ultracentrifuga,® tant si era conservat a 4° C com si era posat
al bany maria 5 minuts, ens va fer pensar en l'existencia d'un factor
activant de natura no proteica que no sedimentava a 100 000 x g.

Després observarem que aquest factor era eliminat també per filtracio
de I'homogenat amb Sephadex G-25, que reté les particules de baix pes
molecular, identificant, aixi, una mica més la classe de la molecula factor
activant.

D’altra banda, l'addicié I’EDTA al sobrenedant fa desapar¢ixer una
part de I'activacié que aquest produia, la qual cosa concorda amb el fet
que 'EDTA fa reversible I'efecte activant del Mg afegit a qualsevol classe
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de font enzimatica glucogeno-sintetasa (fig. 6). Tot aixo indicaria el Mg
com a probable factor activant del sobrenedant, bé que sense possibilitat
reguladora per variaci6 dels seus nivells.

— G-6-P
Preparacié Relacio

+ G-6-P
Cru 0.05
Cru preincubat 0.70
a 4°C
Cru preincubat 0.70
a 30° C
100.000 X g F.P. 0.12
en amortidor
100.000 X g F.P.
en sobrenedant
Cru preincubat filtrat per 0.15
Sephadex G-25
100.000 X g F.P. 0.18
en sobrenedant
+G-6-PDH

F1G. 6. — RELACIO D’ACTIVITATS PER A DIFERENTS PREPARACIONS.

La relaci6 d’activitat en defecte de glucosa-6-P respecte a D’activitat total

ha estat calculada per a cadascuna de les preparacions que hi sén indica-
des ; els valors que hi figuren han estat calculats sobre el blanc.

Per aixo pensarem en la possibilitat de la formacié de glucosa-6-P en
I’homogenat amb la preincubacié a 4° C, la qual cosa produiria un aug-
ment de l'activitat mesurada en defecte de glucosa-6-P que no seria sin6
un artefacte, que introduiriem en posar I’homogenat amb glucosa-6-P
a la barreja d’assaig.

Les determinacions de glucosa-6-P que han estat obtingudes al llarg
de la preincubacié a 4° C i també a 30° C, ens indiquen un augment de
nivell de glucosa-6-P parallel a I'augment d’activitat mesurada en defecte
de glucosa-6-P (fig. 7).

A més, hem pogut observar que el sobrenedant de 100000 x g. perd
la capacitat activadora si és preincubat a go° C durant 15 minuts amb
glucosa-6-P deshidrogenasa i NADP abans d’ésser utilitzat com a medi de
resuspensié del sediment de 100000 x g.
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Sembla, doncs, que en el sobrenedant de 100000 x g. hi ha logica-
ment el Mg i, si I'enzim ha estat préviament preincubat, un nivell de
glucosa-6-P superior al nivell basal en trombocits. Com ja hem dit, tots
dos metabolits sén activadors per la glucogeno-sintetasa. De tota manera,

Fia 7. — FORMACIO DE
GLUCOSA-6-P AMB LA PRE-
INCUBACIO
L’activitat de I’enzim en

c.p.m. és representada enfront
del temps de preincubaci6,
aix{ com els nivells de glu-
cosa-6-P, a cadascun dels temps
indicats, La preparacié era un
enzim cru (sobrenedant de
10000 X g. ). La ratlla con-
tinua representa l’activitat de
glucosa-6-P, i la discontinua,
en defecte de l’activador; els

cercles, l’activitat enzimatica,

i els quadrats, el mnivell de
glucosa-6-P.
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F16. 8. — REACTIVACIO DE
I’ENZIM PER MAGNESI

L’activitat de Dl’enzim és re-
presentada durant D’experi-
ment. El puntejat representa
la caiguda de Dlactivitat per
I’acci6 de PUREA en un enzim
cru (sobrenedant de 10.000 x g.).
Els triangles representen la
recuperacié de l’activitat des-
prés d’afegir-hi Mgt+ fins a
una concentraci6 de 20 mM.
Els cercles representen el con-
trol durant Pexperiment de
Pactivitat de D’enzim sense
ésser desactivat,

TEMPS (MINUTS)

hem assajat altres agents per tal d’identificar-los com a factors activants;
entre ells podem citar el Ca, el Mn, el PO, i el SO,, perd cap d’ells no
sembla el del sobrenedant, puix que els nivells d’activacié que donen
no sén comparables als assolits per aquest.
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Aixi, en les nostres condicions experimentals, semblaria possible 1'exis-
tencia d'una regulacié per als nivells de glucosa-6-P, on l'activacié seria
modificada pel canvi que el Mg produiria en I'estructura enzimatica i les
seves constants cinetiques, fet constatat en altres teixits i que sera motiu
de proximes experiéncies en el nostre laboratori per a analitzar-ho en
trombocits.

Per a finalitzar podem dir que alguns experiments previs han estat
fets per evidenciar l'accié directa del Mg sobre l'estructura proteica de
I'enzim. Aixi, hem vist com I'i6 divalent és capa¢ de fer recuperar l'acti-
vitat adhuc a 4° C en una preparacié que I'havia perduda totalment per
tractament amb urea 6M a pH 8,2 '° (fig. 8).

Tenim intereés a fer una série d’experiments sobre aquesta base per
tal de comprovar si I'enzim respon realment al model de diverses sub-
unitats proteiques amb un requeriment de Mg per a mantenir una estruc-
tura amb activitat glucogeno-sintetasa.

Discussié

El nostre treball corrobora algunes indicacions ja fetes per altres
autors,' en el sentit que la sintesi de glucogen en plaquetes es fa via
UDP-glucosa mitjancant 'enzim glucogeno-sintetasa.

Draltra banda, hem determinat per a aquest enzim una série de para-
metres que no difereixen dels de I'enzim d’altres organs d’humans i d’al-
tres especies animals,® si no és en el nivell d’activitat especifica de I'enzim.

Cal remarcar que hem constatat la preséncia de dues formes enzima-
tiques tal com havia estat descrit per a I'enzim de muscul o de fetge* en
un principi, malgrat que altres:ceHules sanguinies, com és ara els leu-
cocits polimorfonuclears, presenten una sola forma enzimatica de glu-
cogeno-sintetasa.”

La preséncia de factors activants en I'homogenat pot donar lloc a al-
gunes idees sobre la regulacié de l'enzim, sobretot quan entre aquests
factors és determinada majoritariament la glucosa-6-P, la qual pensem
que pot collaborar, juntament amb les interconversions entre les dues
formes, a la regulacié del glucogen en aquestes ceHules.
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