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RESUM

Fins fa relativament poc temps hom acceptava que la fosforilacio6 i la
inactivacio de la glicogeno-sintasa només eren catalitzades per la proteino-
quinasa dependent d’AMP ciclic. Aix1i, les hormones podien regular la sintesi
de glicogen modificant els nivells intracel-lulars d’AMP ciclic que modifica-
rien Pactivitat de la proteino-quinasa dependent d’aquest nucleotid i, en
consequiéncia, també variarien el grau de fosforilaci6 i activitat de la glico-
geno-sintasa.

Estudis posteriors han demostrat, perd, que en el fetge les catecolami-
nes i la insulina afecten I’activitat de la glicogeno-sintasa sense modificar
practicament els nivells d’AMP ciclic. D’altra banda, estudis en. mtscul de
conill han demostrat la preséncia en aquest teixit d’una proteino-quinasa
(caseino-quinasa), diferent de la dependent d’AMP ciclic, capag de fosfori-
lar i d’inactivar totalment la glicogeno-sintasa. Per tot aixd, hi ha un gran
interés a detectar la possible preséncia d’aquesta activitat en fetge de rata.

En aquest treball ha estat confirmada I'heterogeneitat de les proteino-
quinases hepatiques, que s’han separat en histono- i caseino-quinases. Les
caseino-quinases son les independents d’AMP ciclic, i les histono-quinases
les dependents d’aquest nucleotid o derivades d’elles. Per aixd, el nostre
intereés s’ha dirigit principalment vers I’estudi de les dues caseino-quinases
independents de ' AMP ciclic de fetge de rata.

Les dues caseino-quinases obtingudes son diferents entre elles en I’es-
tructura molecular, en les caracteristiques cinétiques i en la sensibilitat al
KCl. Ambdues quinases poden fosforilar la glicdgeno-sintasa, perd el grau
maxim de fosforilaci6 assolit per cada enzim és diferent. En tots dos casos,
la fosforilacié de la sintasa produeix la seva inactivacio, i hi ha una relacié
semilogaritmica entre el grau d’inactivacié i el nombre de fosfats incorpo-
rats a la glicogeno-sintasa.

En conclusio, el nostre treball ha demostrat la preséncia en fetge de rata
de dues quinases de caseino/glicogeno-sintasa que no soén activades per
PAMP ciclic i que poden fosforilar i inactivar la glicogeno-sintasa. Aixd
obre la possibilitat que la insulina i les catecolamines puguin actuar sobre el
metabolisme del glicogen modificant I'activitat d’aquestes quinases, i sera
I'objecte de futures investigacions.






INTRODUCCIO

I.1. Caracteristiques generals del metabolisme del glicogen i la seva regula
cio

La facultat dels organismes d’interrompre llur sistema d’alimentacié es
basa en la capacitat d’emmagatzemar energia, generalment en forma de
molécules relativament simples, per tal d’utilitzar-la en el manteniment de
llur activitat vital.

La cél-lula animal obté I'energia mitjancant la captacid, a partir del
medi extern, de molécules energéticament riques. Aquesta captaci6é d’ener-
gia a nivell d’organisme no és un procés continuat, puix que son sobrada-
ment coneguts els periodes de repds. Aixo, no tan sols déna lloc a I’existén-
cia de formes d’acumulacié, sind que també crea la necessitat de tot un
sistema de regulacid de la captacio i la reserva d’ aquests compostos energeti-
cament rics.

D’altra banda, lactivitat de tota cél-lula animal és fluctuant, i aixi,
doncs, la utilitzacié d’aquests compostos emmagatzemats es produeix amb
una intensitat molt variable, i fa indispensable un sistema que controli la
degradacid, en el moment oporta, de les molécules donadores d’energia. El
diposit que acumula glucosa per cedir-la quan calgui és el glicogen.

L’estructura del glicogen és altament ramificada, el seu pes molecular és
elevat i és constituit Gnicament per molécules d’alfa-D-glucosa. La unid
entre les unitats glucosiliques és preferentment del tipus alfa (1 > 4) amb
unions del tipus alfa (1 - 6) en els punts de ramificacio.

Aquesta estructura el fa molt apte per a ésser rapidament mobilitzat en
fases d’alt consum d’energia. L’estructura ramificada li confereix una eleva-
da solubilitat i I'alt pes molecular fa que hi hagi una pressié osmotica
modesta al costat de la que produiria una quantitat comparable de glucosa
lliure. La localitzacié del glicogen a la cél-lula és predominantment citoplas-
matica, formant granulacions de didmetre variable entre 100 i 400 A. En
aquestes granulacions el glicogen és associat fortament a proteines, i espe-
cialment amb les que actuen com a enzims del seu metabolisme.

La quantitat de glicogen present en les cél-lules vives varia ampliament
segons el teixit de procedéncia, com a conseqiiéncia de 'alta especialitzacid
de les cél-lules produida en el desenvolupament evolutiu. Malgrat que el
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glicogen és present a les cél-lules de la major part dels teixits de I'organisme
d’un mamifer, cal distingir-ne per llur major quantitat el fetge i el teixit
muscular.

A la majoria dels teixits, dels quals hom ha pres com a model el muscul
esquelétic per la seva importancia quantitativa, el glicogen té una funci6 de
reserva limitada de glucosa, mobilitzable per a I’Gis particular de la cél-lula
que el conté, i no cap altra.

Ara bé, el fetge, organ amb un enorme potencial metabolic, fa que la
preséncia de glicogen revesteixi unes caracteristiques especials i importan-
tissimes. La capacitat relativa del fetge per a acumular glicogen és molt
elevada, a diferéncia dels altres teixits, i quan la glucosa i altres substrats
glicogénics apareixen sobtadament a la sang després d’una ingesta, son
transformats en glicogen i acumulats. El fetge té la possibilitat especifica de
degradar el seu glicogen fins a glucosa, la qual, vessada a la sang, arribara als
llocsl‘que la reclamin; i aixi es converteix des d’ara en I'inic administrador
de la reserva de glucosa per a tot I’organisme.

La glucosa que arriba a les cél-lules animals per a ésser emmagatzemada
és fosforilada per I’hexoquinasa amb consum d’ATP, formant la glucosa
6-fosfat. En el fetge aquesta reaccio és catalitzada per la glucoquinasa.
Aquest metabolit és convertit a glucosa 1-fosfat en reacci6 catalitzada per la
fosfoglucomutasa. Es necessaria, per a la seva incorporacio al glicogen, la
conjugaci6é amb la uridina trifosfat, amb la qual, per acci6 de la UDP-piro-
fosforilasa, forma la uridina difosfoglucosa (UDPG), donadora de grups
glucosil a la reacci6 de la glicogeno-sintasa, la qual els incorpora al glicogen.

El procés degradatiu es basa en la separacié d’unitats de glucosa 1-fosfat
a partir de glicogen en la reacci6 que catalitza la glicogeno-fosforilasa.

Sé6n la glicogeno-sintasa i la glicogeno-fosforilasa, respectivament, els
enzims responsables directes del control de la sintesii de la degradacio del
glicogen.

La glicogeno-sintasa i la glicogeno-fosforilasa son enzims regulables per
canvis en llur grau de fosforilacid, és a dir, en el nombre de fosfats units
covalentment a la molécula proteica. Les formes de la glicogeno-sintasa
actives fisiologicament sén les menys fosforilades (formes I), mentre que les
formes més actives de la fosforilasa son, precisament, les fosforilades (forma
D) (esquema I). Els canvis en el grau de fosforilacié poden ésser induits per
la preséncia d’hormones a I’entorn cel-lular.

Les hormones anomenades glicogenolitiques provoquen en molts teixits
la fosforilacidé de la sintasa i de la fosforilasa mitjancant I’activacié de
proteino-quinases, enzims que catalitzen aquest tipus de reaccio. En conse-
qiiéncia, la glicogeno-sintasa és transformada en formes més poc:actives
mentre que la glicogeno-fosforilasa és convertida a la forma activa. Hormo-
nes com la insulina poden provocar el fenomen invers, és a dir, la pérdua
dels fosfats lligats als enzims. El resultat d’una acci6 hormonal d’aquest
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Esquema I. Interconversié dels enzims glicbgeno-sintasa i glicbgeno-fosforilasa.

tipus produiria I’activaci6 de la sintasa i la inhibicié de la fosforilasa, i la
conseqiiencia global seria un increment de la sintesi del glicogen.

Ha passat una vintena d’anys d’enca que la importancia de I'adenosina
monofosfat ciclic (AMP ciclic) en la regulacié del metabolisme del glicogen
fou reconeguda per primera vegada per I’equip de Sutherland (1, 2), uns
quinze anys des que el grup de Larner demostra I'existéncia de dues formes
de la glicogeno-sintasa amb diferent activitat (3) i llur interconversié per
una sequencia de reaccions de fosforilacio i desfosforilacio (4) i tan sols deu
anys des que la proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic fou descoberta al
laboratori de Krebs (5). Amb aquestes troballes fou possible de bastir una
teoria valida per a explicar la via per la qual I’epinefrina (adrenalina) esti-
mula la degradacio del glicogen al mascul esquelétic (6, 7) (esquema II), que
posteriorment s’ha fet extensiva a altres teixits i altres hormones, les quals,
com D'epinefrina, incrementen els nivells intracel-lulars d’AMP ciclic. Per
exemple, el glucago al fetge.

Fins fa poc temps, la colla d’esdeveniments que origina un increment
d’AMP ciclic era I"inic mecanisme d’accié conegut de les hormones que
controlen el metabolisme del glicogen sense penetrar a la cél-lula. Actual-
ment, perd, hom "n’estd revelant d’altres. Tal com ha estat demostrat d’una
manera concloent fa molt poc pel grup d’Exton (8,9), I’epinefrina no reque-
reix induir la formacié del nucledtid per a dur a terme els seus efectes a la
celdula hepatica. Actua gairebé exclusivament a través de receptors alfa-
adrenérgics que no estan relacionats amb la formacié d’AMP ciclic en con-
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Esquema II. Glicogenolisi impulsada per hormones:

La via mediatitzada per ’adenilo-ciclasa i la proteino-quinasa dependent
d’AMP ciclic, i la via independent d’AMP ciclic.
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dicions normals, siné que semblen lligats a canvis de la concentracié intra-
cel-lular de calci. Aixo indueix a postular una via glicogenolitica alternativa,
en la qual intervindrien proteino-quinases controlades no per 'AMP ciclic
sino peraltres efectors com pot ésser el mateix calci (esquema II). De fet hom
sap que l'activitat de la quinasa de la sintasa total present a molts teixits es
comporta en la major part com a independent de I’AMP-ciclic (10)1ija han
estat isolades diverses proteines amb activitat de la quinasa de la sintasa
independent d’aquest nucleotid (11,12,13).

1.2. Glicogeno-sintasa

La glicogeno-sintasa catalitza la formacio d’enllacos a (1 - 4) glucosilics
entre 'extrem de les branques de la molécula de glicogen i les unitats de
glucosa que contribueixen a allargar-les, i utilitza com a donador d’unitats
glucosiliques la UDP-glucosa. El descobriment de I’enzim (14) representa la
crisi del concepte segons el qual la fosforilasa era responsable tant de la
sintesi com de la degradacio del glicogen en condicions fisioldgiques.

La reaccid catalitzada per la glicdgeno-sintasa constitueix la clau del
control de la biosintesi del polimer gracies a les caracteristiques especials de
Penzim. La regulaci6 de la seva activitat es basa en el fet que es presenta en
formes cinéticament distintes i convertibles les unes en les altres per proces-
sos de fosforilacié i desfosforilacié.

El descobriment de I’existéncia de formes de ’enzim cinéticament dife-
rents (3) deriva d’estudis preliminars sobre ’efecte del tractament del mus-
cul esqueletic amb insulina (15). Poc temps després, la glicogeno-sintasa fou
aillada en dues formes que presentaven diferéncies quant a la cinética i al
contingut de fosfat unit covalentment (4), i hom establi el concepte de
Iexisténcia d’una forma fosforilada, que fou anomenada glicogeno-sintasa D
(dependent) pel fet d’ésser molt poc activa en abséncia de I'efector al-losté-
ric glucosa 6-fosfat, i d’una altra, la glicogeno-sintasa I (independent), activa
adhuc en abséncia de glucosa 6-fosfat i que no contenia practicament gens
de fosfat. La forma D fou considerada fisiologicament inactiva, mentre que
la I seria I’activa “in vivo” (16). La forma D era, a més, altament susceptible
ala inhibicié per nucledtids d’adenina i per fosfat.

Sovint la glicdbgeno-sintasa és caracteritzada per la relaci6 entre les acti-
vitats mesurades en abséncia i en preséncia d’una concentracioé elevada de
glucosa 6-fosfat. Aquesta relacio, expressada en forma de percentatge, és
coneguda amb el nom de “percentatge de forma I”. Ara bé, a causa del
descobriment posterior de la possibilitat de fosforilacié multiple de I’enzim,
hom considera actualment que els termes “forma I’ i “forma D’ de la
glicogeno-sintasa son atorgables tnicament a formes teoriques extremes de
desfosforilaci i fosforilacié respectivament. Entre ambdues situacions hi ha
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cabuda per a nombroses possibilitats de fosforilacio parcial de la glicogeno-
sintasa. Tenint en compte aquestes consideracions, i tal com han dit recent-
ment Roach i Larner (17), el percentatge d’activitat I no ha d’ésser pres
com una mesura de la fraccid molar de forma I. Malgrat tot, la caracteritza-
ci6 de I'enzim mitjancant aquest parametre encara és molt uitil perqué hi ha
una correlacio entre aquest i el grau de fosforilacio.

1.2.1. Interconversi6 de les formes 11D

Malgrat que alguns metabolits presents al citoplasma afecten, almenys
“in vitro”, lactivitat de la glicogeno-sintasa, la condicié més marcadament
definitoria de I’estat actiu de I’enzim és el grau de fosforilacié que presenta
i que és determinant tant de la seva activitat intrinseca com de la susceptibi-
litat d’aquesta per a ésser modificada per efectors especifics. Qualsevol canvi
del grau de fosforilaci6 mena I’enzim des d’unes formes a unes altres amb
activitat diferent. Aquesta conversié, que en condicions fisiologiques és
operada per passos especifics de fosforilaci6 i desfosforilacié, és el fenomen
que possibilita basicament el control de la velocitat de la reaccio catalitza-
da.

1.2.1.1. Fosforilaci6 covalent de la glicogeno-sintasa

La primera descripcié de la interconversié de formes de la glicogeno-
sintasa per fosforilacié covalent, al treball de Friedman i Larner (4), data de
fa quinze anys. La introduccié de fosfat en la molécula d’enzim provocava
la pérdua d’activitat quan aquesta era mesurada en abséncia de glucosa
6-fosfat: es produia la conversié de I a D. D’aleshores enca, i a la vista de la
possibilitat que la fosforilacio fos multiple, és a dir, que s'incorporés meés
d’un fosfat per subunitat de la glicogeno-sintasa, 'interés d’una bona colla
de grups de treball s’ha centrat en I’estudi de I'estequiometria total de la
reaccid de fosforilacio i a discernir quines i quantes son les molécules de
fosfat introduides per cadascuna de les proteino-quinases dependents
d’AMP ciclic i quinases de la glicogeno-sintasa que han anat essent descrites
durant els darrers anys. La determinacié dels centres especificament fosfori-
lables per cada quinasa, la transcendéncia que cada un dels fosfats intro-
duits té en la modificacié de les qualitats de I'enzim, i la funcié fisiologica
de cada estat de fosforilacio, son altres fites cobejadissimes per a 'aveng del
coneixement del sistema de la glicogeno-sintasa.

Al treball original de Friedman i Larner (4) I'analisi de la incorporacio
de fosfat radiactiu a la glicogeno-sintasa purificada a partir del teixit muscu-
lar dona un valor de 5 fosfats per subunitat de 85.000 daltons. Al mateix
laboratori, analitzant el contingut en fosfats labilitzable per accio d’alcali,
hom ha obtingut el valor de 6 fosfats per subunitat de glicogeno-sintasa
(18). Aquests valors son els més alts trobats per a ’enzim de muscul i foren
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observats després d’incubacions molt prolongades a 4° C, amb concentra-
cions elevades de MgATP i AMP ciclic, les quals rendien: productes finals
amb activitat glicogeno-sintasa essencialment nul-la en abséncia de glucosa
6-fosfat. Molt probablement eren el resultat de I’acci6 combinada de la
proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic i de quinases de glicogeno-sintasa,
desconegudes encara aleshores, que acompanyaven aquella en les seves pre-
paracions parcialment purificades.

La quinasa de la glicogeno-sintasa descoberta i purificada recentment
per Itarte i col-lab. (13) és capa¢ d’incorporar ella sola 4 mols de fosfat
per mol de subunitat de glicogeno-sintasa, conduint-la vers la inactivacié
total en unes condicions experimentals en les quals la proteino-quinasa
dependent d’AMP ciclic produeix un descens en la relacioé d’activitats fins a
0,40 després d’una incorporacié maxima de 2 mols de fosfat per mol d’en-
zim (13).

A la glicogeno-sintasa procedent d’altres teixits també han estat obser-
vades fosforilacions multiples que transformen formes de ’enzim “indepen-
dents” en formes més o menys “dependents” (19, 20, 21).

Lluny encara de conclusions definitives sobre el tema, les dades descri-
tes sostenen, si més no, les idees originals sobre la fosforilacid covalent
multiple com a mecanisme convertidor de les formes més actives de la
glicogeno-sintasa en les fisiologicament inoperants.

1.3. Proteino-quinases

Les proteino-quinases, anomenades també proteino-fosfotransferases,
catalitzen la transferéncia del fosfat gamma-terminal de ’ATP a una gran
varietat de proteines de substrat, segons la reacci6 segiient:

roteino-quinasa
Proteina + ATP P q — Proteina-P + ADP

Mg™

on el fosfat queda unit covalentment a la proteina.

Per a una millor identificaci6 hom les agrupa en funci6 de llur depen-
déncia d’AMP ciclic. Aixi, es classifiquen en dos grans grups: les proteino-
quinases dependents d’AMP ciclic, que necessiten la preséncia d’aquest nu-
cledtid per a ésser actives, i les proteino-quinases independents d’AMP ci-
clic.

1.3.1. Proteino-quinases dependents d’AMP ciclic

L’existéncia de la primera proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic fou
inicialment relacionada amb la degradacié del metabolisme del glicogen,
com a responsable de I’activacio de la quinasa de la fosforilasa (22). Poste-

2
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riorment Rosell-Pérez i Larner (23) demostraren que la inactivacio de la
glicdogeno-sintasa era estimulada per I’AMP ciclic.

Foren Soderling i col-lab. (24) qui, anys més tard, demostraren que
aquesta proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic, isolada per Walsh (5),
podia fosforilar la glicogeno-sintasa.

La seva localitzacié és predominantment citoplasmatica al muscul es-
quelétic (5) i cardiac (25), al fetge i en altres teixits (26); hom ha trobat
també que es presenta associada a la fracci6 membranosa. En el cas del
cervell, hom ha trobat activitat proteino-quindsica dependent d’AMP ciclic
en el mateix nucli cel-lular (25).

1.3.1.1. Estructura i caracteristiques de les proteino-quinases dependents
d’AMP ciclic

Aquests enzims son una classe de quinases que son formades per dos
tipus de subunitats: unes anomenades reguladores (R) i unes altres anome-
nades catalitiques (C). Les subunitats reguladores son les que fixen ’AMP
ciclic, mentre que les catalitiques son les que contenen el centre actiu.
L’activitat d’aquests enzims només té lloc quan la subunitat catalitica (C)
és lliure, és a dir, quan el conjunt holoenzimatic (RC) és dissociat per la
fixaci6 d’AMP ciclic a les subunitats reguladores:

R, C, (inactiu) + 2 AMP ciclic -+ R, (AMP ciclic), + 2 C (actiu)

Avui dia hom accepta I’existéncia de, com a minim, dues activitats
isoenzimatiques d’aquesta proteino-quinasa, denominades respectivament
tipus I i II, perque son separables per cromatografia en columnes de DEAE-
cel-lulosa (27, 28); d’aqui en ve el nom. Cadascuna d’aquestes formes
depén de cada teixit, i varia segons I'especie animal; fins i tot, han estat
descrites diferéncies segons el tipus de cél-lules.

Els substrats sobre els quals actuen son molt variats. Inicialment foren
identificats com a substrats seus la quinasa de la fosforilasa, la caseina, la
protamina (5), certes histones, la fosvitina (29) i altres proteines enzimati-
ques sotmeses a control per fosforilacid, entre elles la glicogeno-sintasa.

1.3.1.2. Regulacié de l'activitat de la proteino-quinasa dependent d’AMP
ciclic

Es evident que son els nivells d’AMP ciclic en la cél-lula els primers
reguladors de l’activitat d’aquestes proteino-quinases. Perd no podem obli-
dar, i per aix0 cal fer-ne esment, la transcendéncia que poden tenir sobre la
regulacio in vivo els efectes de 'inhibidor proteic especific (30) i també els
efectes encara poc coneguts de I’autofosforilacio del pic II (forma holoenzi-
matica II).
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L'inhibidor proteic de la proteino-quinasa dependent d‘AMP ciclic fou
purificat per Walsh (30) a partir d’extractes crus de muscul de conill, i pot
causar la inactivaci6 de la proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic (30,
31). Aquest inhibidor es comporta com a proteina termoestable i no afecta
altres proteino-quinases. La inhibici6 causada és de tipus no competitiu
respecte a 'ATP, a ’AMP ciclic o al substrat proteic (30). Hom li ha
estimat un pes molecular de 26.000 per filtracio, per gel.

Encara son poques les dades que tenim per a arribar a conclusions sobre
la transcendéncia fisiologica de I’inhibidor, perd si les extrapolacions d’in
vitro a in vivo son correctes, una bona part de la proteino-quinasa depen-
dent d’AMP ciclic que es troba dissociada pot ésser perfectament blocada
pel seu inhibidor proteic.

L’autofosforilacié del pic II de la proteino-quinasa dependent d’AMP
ciclic en presencia de baixes concentracions ’ATP és un fet constatat (32,
33). D’altra banda no son fosforilades les subunitats catalitiques, i la incu-
bacié de la forma I en preséncia d’ATP dona resultats molt baixos d’auto-
fosforilacié (27). Estem lluny encara de determinar la importancia fisiologi-
ca de P'autofosforilaci6. Hi ha acord general sobre el fet que I'autofosforila-
ci6 facilita la dissociacié de I’holoenzim, augmentant I’afinitat per ’AMP
ciclic in vitro (27, 34). La possibilitat que 'autofosforilacid sigui controla-
ble in vivo per hormones compta amb uns certs resultats experimentals que
hi presten suport (35), perd falten encara moltes dades per a tenir-ne el
convenciment.

1.3.2. Proteino-quinases independents d’AMP ciclic

El coneixement de I’existéncia de quinases de la glicogeno-sintasa que
fossin actives en abséncia d’AMP ciclic és un fet recent. L’any 1974 Nimmo
i Cohen (11), incubant la glicbgeno-sintasa en preséncia de I'inhibidor de la
proteino-sintasa, observaren la fosforilacié de la glicogeno-sintasa. Partint
d’aquest fet, aquests autors conclogueren que la nova activitat proteino-
quindsica (anomenada quinasa-2 de la glicdgeno-sintasa) determinada es di-
ferenciava de la coneguda activitat proteino-quindsica dependent d’AMP
ciclic principalment perqué: a) no era activable per la preséncia d’AMP
ciclic; b) no era inhibida per I'inhibidor proteic abans esmentat, i ¢) fosfori-
lava la glicdgeno-sintasa sense aparent conversi6 de la forma I en la D. Cal
esmentar que posteriorment rectificaren aquest altim punt, bo i apreciant
una conversi6 de la forma [ en D en ésser fosforilada la glicdgeno-sintasa en
reaccio catalitzada per la GSK-2 (36).

Un any més tard foren aillades les primeres proteino-quinases indepen-
dents d’AMP ciclic (37, 38). Huang i col-lab. (12) identificaren una fosviti-
no-quinasa capa¢ de fosforilar la glicogeno-sintasa independentment de la
preséncia d’AMP ciclic. El nombre de mols de fosfat per subunitat de
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85.000 daltons de la glicogeno-sintasa que incorporava aquesta fosvitino-
quinasa era d’un.

Posteriorment Nimmo i col-lab. (37) aillaren la quinasa-2 de la glicoge-
no-sintasa, que és localitzada d’'una manera relativament especifica al com-
plex glicogen-proteina de les fibres de muscul de conill. Segons aquests
autors, la quinasa-2 de la glicogeno-sintasa incorporava un mol de fosfat per
cada mol de subunitat de glicogeno-sintasa. Aquesta quinasa no és capag de
transformar totalment la forma I de la glicogeno-sintasa en forma D. La
incubacié conjunta de les dues quinases (quinasa-2 de la glicogeno-sintasa i
proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic) porta a una quasi total trans-
formacié de la forma I en D, amb la incorporacié de dos mols de fosfat per
cada mol de subunitat de glicogeno-sintasa. Molt posteriorment aquests
autors reconegueren que aquesta GSK-2 aillada (37) no era I'anteriorment
identificada i anomenada GSK-2 (11). Conegut aix0, la quinasa de la glico-
geno-sintasa aillada (37) fou anomenada GSK-3 (39). Molt recentment la
GSK-2 (11), un cop aillada i parcialment purificada, ha estat identificada i
és la quinasa de la fosforilasa (36).

Al comen¢ament de I’any 1977, Itarte i col-lab. (13) identificaren, puri-
ficaren i caracteritzaren, a partir de mascul esquelétic de conill, una protei-
no-quinasa independent d’ AMP ciclic que era capag de fosforilar la glicoge-
no-sintasa I convertint-la totalment a forma D. Aquesta proteino-quinasa,
anomenada quinasa de la glicogeno-sintasa (P-3), purificada mitjancant una
columna de cromatografia de fosfocel-lulosa, es diferenciava de les protei-
no-quinases dependents d’AMP ciclic perque: a) presentava diferent especi-
ficitat per al substrat; b) no era dependent dels nivells d’AMP ciclic; ¢) no
veia afectada la seva activitat per la preséncia de I'inhibidor proteic de la
proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic, i d) el nombre de mols de fosfat
incorporat per subunitat de 85.000 de la glicogeno-sintasa era de quatre.

Aquests mateixos autors deixen entendre clarament que aquesta qui-
nasa de la glicogeno-sintasa P-3 és diferent de 'esmentada I'any 1975 per
Huang (37).

La possible importancia in vivo d’aquestes proteino-quinases indepen-
dents d’AMP ciclic en el metabolisme del glicogen es féu evident.

Schlender i Reimann (10) demostraren amb un extens estudi I’existén-
cia de quinases de la glicogeno-sintasa independents d’AMP ciclic en nom-
brosos teixits i organs de rata, i asseguraren que la proporcio d’activitat de
la quinasa de la glicogeno-sintasa deguda a quinases independents dels ni-
vells ’AMP ciclic era del 97 % al rony6, del 91 % al fetge, del 87 % al
cervell, del 85 % al cor i del 38 i 33 %, respectivament, al teixit adipds i al
muscul esquelétic.

L’amplia distribucié, 1’elevada concentracié i, en algun cas conegut
(13), la capacitat per a catalitzar la total conversio de la glicogeno-sintasa [
en D, fan pensar que aquests tipus de quinases de la glicogeno-sintasa inde-
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pendents tenen un paper fisiologic important i formen part de sistemes de
control de la sintesi del glicogen independentment dels nivells d’AMP ciclic.

També han fet estudis amb aquests tipus de proteino-quinasa, utilitzant
com a substrat la glicogeno-sintasa, Soderling i col-lab. (40) i Brown i col-
lab. (41). Tant els uns com els altres aconsegueixen conversions parcials de
la glicogeno-sintasa de I en D, incorporant un mol de fosfat per subunitat
d’enzim, en reaccio catalitzada per proteino-quinases independents d’ AMP
ciclic.

1.3.2.1. Estructura i caracteristiques de les quinases de la glicogeno-sintasa
independents d’AMP ciclic

Tot i que son diverses les quinases de la glicogeno-sintasa independents
conegudes, les caracteritzades son poques. La purificada per Itarte i col-lab.
(13) ha estat recentment caracteritzada (42). Per determinaci6 en filtracio
per gel i per centrifugacidé en gradient de glicerol hom li calculd un pes
molecular aproximat de 34.000 unitats de massa atomica, d’estructura mo-
nomerica i que utilitza ATP i no GTP com a substrat (43). Es una quinasa
capa¢ de fosforilar també la caseina i la fosvitina. No fosforila la histona. La
seva activitat de quinasa de la sintasa és inhibida a altes concentracions de
NaCl o KCI, perdo no és afectada per la preséncia de glucosa 6-fosfat, ni
per la UDP-glucosa (substrat de la glicogeno-sintasa). La M, 5 per ATP és de
12uMide 0,15 mM per Mg*™.

Respecte a la glicogeno-sintasa-2 esmentada per Cohen i col-lab. (11),
cal dir que recentment ha estat identificada pels mateixos autors com la ja
coneguda quinasa de la fosforilasa (36).

L’avenc¢ dels estudis sobre quinases de la glicogeno-sintasa ha d’aclarir
una serie important de qilestions referents tant a la natura dels processos de
fosforilacid de la glicogeno-sintasa com als mecanismes de control hormonal
que so6n mediatitzats per aquests enzims.

1.3.3. Quinasa de la fosforilasa

En iniciar aquest apartat hem parlat de dos tipus de proteino-quinases,
les dependents d’AMP ciclic i les independents d’aquest nucleotid ciclic,
manera arbitraria d’agrupar la gran varietat d’aquests enzims. Veiem per un
altre costat que aquesta classificacio inclou la gran majoria de proteino-
quinases, perd en son conegudes també d’altres que no s’inclouen dins
aquests dos grans grups.

La quinasa de la fosforilasa és un enzim que forma part de la cadena de
degradaci6 del glicogen. La quinasa de la fosforilasa de mascul (44) catalit-
za la reaccié segiient:

quinasa de la

i fosforilasa )
2 Fosforilasa b + 4 ATP ————— Fosforilasa a + 4 ADP
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La fosforilasa muscular en fosforilar-se s’activa i passa d’'una forma anome-
nada b (no fosforilada) a una forma a (fosforilada). La fosforilasa a, forma
activa in vivo, és la responsable de la degradacio del glicogen.

La quinasa de la fosforilasa de muscul esqueletic ha estat purificada fins
a homogeneitat i caracteritzada amb molt de detall. Es presenta també en
dues formes, una de fisiologicament activa (forma a) i una altra d’inactiva
(forma b), que poden ésser distingides I'una de Ialtra in vitro per I'activitat
que presenten a pH 6,8. En preséncia de Ca™ i de concentracions Optimes
de Mg-ATP, la forma b presenta molt poca activitat a pH 6,8 en comparacio6
amb la que presenta a pH 8,2. La relacié de I’activitat a pH 6,8 respecte a la
de pH 8,2 de la forma b és de 0,01 a 0,02. La forma a presenta, per contra,
una relacio d’activitats de 0,3-0,4 de 50 a 100 vegades més actives que la
forma b (45,46).

La glicogeno-sintasa havia estat descrita per Friedman i Larner (47) com
un enzim no fosforilable per la quinasa de la fosforilasa. Molt recentment
han estat publicats una série de treballs relacionats amb aquest fet. Inicial-
ment hom descrivi una proteina dependent de calci capag d’estimular la
fosforilacié de la glicogeno-sintasa (39,48), perd Roach i col-lab. observaren
per primera vegada que la quinasa de la fosforilasa catalitza la fosforilaci6
de la glicogeno-sintasa (48).

Mitjancant electroforesi en gels de poliacrilamida amb SDS la quinasa
de la fosforilasa es resol en quatre components anomenats a, &', 8 iy amb
uns pesos moleculars de 145.000, 140.000, 128.000 i 45.000 daltons res-
pectivament (45).

Cohen i col-lab. han demostrat recentment que la quinasa de la fosfori-
lasa és composta de quatre, i no de tres, subunitats diferents. El pes molecu-
lar total (a, B, v, & )s és de 1.340.000 unitats de massa atomica. La subuni-
tat delta té un pes molecular de 17.000 i és present en la molecula de
quinasa de la fosforilasa en una concentracioé equimolecular amb les subuni-
tats alfa, beta i gamma.

Molt recentment aquests mateixos autors han observat una completa
similitud entre la subunitat delta i el modulador proteic dependent de calci
(anomenat calmodulina) segons els criteris segiients: estabilitat a la calor,
cromatografia d’intercanvi idnic, mobilitat electroforética, composicio
d’aminoacids, espectre d’absorcid i, fins i tot, en I’activacio de la quinasa de
la fosforilasa; activacié que d’altra banda pot ésser comparada amb la pro-
duida per la troponina-C. Aquesta proteina i la subunitat delta esmentada
mostren un 50 % d’aminodcids en idéntica seqliéncia i ambdues son activa-
bles amb concentracions micromolars de calci (50).

Posteriorment Roach i col-lab. (51) suggeriren que I'estimulaci6 de I'ac-
tivitat de la quinasa de la fosforilasa per addicid de calmodulina és directa-
ment relacionada amb I’habilitat de la quinasa a acoblar-se amb aquest
component. Aquesta activacid, que es perd per proteolisi amb tripsina, és
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un procés diferent al de I’activacidé per calci sol, ja que en aquest cas
Pactivacié es manté després de la proteolisi amb tripsina. Vist aixd, con-
clouen que el calci pot estimular la quinasa de la fosforilasa: a) directament,
per interaccié amb una subunitat encara no completament identificada, i b)
mitjanc¢ant I’addici6 de calmodulina.

També ha estat descrita una proteino-quinasa de muascul esquelétic que,
d’una manera similar a la fosfodiesterasa dependent de calci (52), és activa-
ble pel modulador proteic dependent de calci i és també independent
d’AMP ciclic. Aquesta quinasa és capag de fosforilar la quinasa de la fosfori-
lasa i produir la seva activacié.






MATERIALS I METODES

2.1. Reactius i productes utilitzats

Els reactius i productes utilitzats en aquest treball i la firma comercial
de procedéncia son els segiients:

2.1.1. Reactius generals

SIGMA CHEMICAL Co.:

ATP, sal disodica; AMP ciclic, acid; albimina bovina; blau de bromofe-
nol; caseina, tipus Hammarsten; DTT; EDTA; EGTA; fosvitina; glicerol;
ghcogen de fetge de conill; glucosa 6-fosfat, sal monosodica; histona II A;
TEMED; persulfat amonic; PMSF; Tris; UDP-glucosa, sal disddica, de llevat:
UTP, sal disddica, de mascul equi.

MERCK:
Clorur magnesic; clorur potassic; reactiu de fenols de Folin-Ciocalteus:

fosfat monopotassic; beta-glicerofosfat sddic; sulfat ciipric; tartrat sodic-po-
tassic.

CARLO ERBA:
Acetat sodic, sulfat amonic.

BIO RAD LABS:
Acrilamida, N,N’-dimetil-bis-acrilamida, SDS.

BAKER:
Acid tricloracétic, acid acétic.

KOCK-LIGHT:
PPO.

s

2.1.2. Productes radioactius
RADIOCHEMICAL CENTER, AMERSHAM :

Alfa-D(U-'* C)-glucosa; UPD-(U-'* C)-glucosa; acid 32P-ortofosforic;
(gamma-*?P)ATP.
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2.1.3. Reactius per a cromatografia

PHARMACIA FINE CHEMICALS:
Sepharosa 4 B.

WHATMAN:
Fosfocel-lulosa (P-11).

BIO-RAD LABS:
Bio-gel A-1,5 m.

GELMAN INSTRUMENT Co.:
Paper cromatografic ITLC tipus SG.

2.2. Animals utilitzats

Per a dur a terme aquest treball foren utilitzades rates Wistar adultes de
200-300 g de pes i de 10-15 setmanes d’edat, alimentades amb dieta ordina-
ria de laboratori (Sanders i Panlab) i aigua ad libitum.

Els animals eren mantinguts en una cambra amb temperatura controla-
da i estaven sotmesos al ritme normal de llum-obscuritat.

2.3. Determinacid de I’activitat proteino-quinasica

La mesura d’activitat de les diferents proteino-quinases fou determina-
da en tots els casos pel métode de Huang i Robinson (53). Aquest metode
es basa en la determinacié de la transferéncia del grup fosfat terminal de
’ATP marcat amb (gamma-32P)ATP a les proteines utilitzades com a subs-
trat, i la separacié de la proteina fosforilada amb ** P del (gamma-** P)ATP
lliure mitjancant la precipitacié acida de les proteines i posterior cromato-
grafia en capa fina.

La solucid d’assaig per a la determinacié d’activitat de les proteino-
quinases independents d’AMP ciclic es componia de: beta-glicerofosfat so-
dic 25 mM pH 7,0, DTT 1 mM, EDTA 0,5 mM, EGTA 0,5 mM, acetat
magnésic 10 mM i (gamma-*2P)ATP 0,125 uM, amb una radioactivitat
especifica que oscil-lava entre 80 i 200 c.p.m/pmol. Per a la determinacid
d’activitat de les proteino-quinases dependents d’AMP ciclic, s’hi afegia
AMP ciclic a una concentracié de 2 X 107° M. La concentracié de proteina
substrat era generalment de 4 mg/ml.

Per a la realitzacié de I’assaig hom seguia ’esquema operatiu segiient:
hom disposava 40u!l de la solucié d’assaig en un tub i es deixava temperar
durant uns minuts en un bany a 30° C. Tot seguit s’hi afegien 10 ul de la
solucié enzimatica a valorar, es sacsejava energicament i la mescla era deixa-
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da en incubaci6 a 30° C durant el periode de temps que hom estimava
necessari perque es transformés com a maxim el 10 % del substrat present
(generalment eren 10 minuts). Per aturar la reaccié, hom afegia 10ul d’acid
acetic a cada tub i agitava enérgicament els tubs.

El (gamma-*?P)ATP que no havia reaccionat se separava de la proteina
fosforilada amb 3P mitjancant una cromatografia ascendent en paper
ITLC, tipus SG. Aquest paper era tallat en tires de 1,5 X 10 cm i s’hi
dipositaven 30 ul de la mescla de reaccié a 1,5 cm de ’extrem inferior. Les
tires eren collocades immediatament en un recipient que contenia una
soluci6 de KC1 0,2 M en TCA al 5% com a liquid cromatografic. El TCA
precipitava la proteina i el KClI facilitava la separacié del (gamma 32 P)ATP
lliure que pujava amb el front.

Un cop desenvolupada la cromatografia ascendent (uns 5 minuts), els
papers es deixaven assecar durant 30 minuts sota ’acci6 de radiacié infraro-
ja en una vitrina de gasos. Seguidament hom tallava un tros de 2,5 cm de
cada tira (1,5 cm per sobre i 1,0 cm per sota de la ratlla d’aplicacié) que era
introduit en un vial que contenia 10 ml de tolué¢ amb PPO al 5 %, i hom
mesurava la radioactivitat que presentava amb un comptador de centelleig
liquid, model Isocap/300 (Nuclear Chicago).

2.4. Determinacio de 'activitat glicogeno-sintasica

L’activitat de ’enzim glicogeno-sintasa fou mesurada mitjancgant la in-
corporaci6 de ('*C)glucosa al glicogen a partir d’uridina difosfo(!* C)
glucosa, seguint el métode descrit per Thomas i col-lab. (54).

La solucié d'assaig contenia UDP(**C)-glucosa 6,67 mM, glicogen
10 mg/ml, KF 25 mM, EDTA 20 mM i tris-HCl 50 mM (pH 7,8). La radio-
activitat especifica de la UDP(** C)-glucosa oscil-lava entre 80.000 i
200.000 c.p.m./umol quan hom volia mesurar I’activitat de la forma L Per a
la determinacié de I'activitat de la forma total hom addicionava a la mescla
glucosa 6-fosfat 10 mM.

Per tal de dur a terme I'assaig hom seguia I’esquema operatiu segiient:
es disposaven 40 ul de la solucid d’assaig en un tub i es deixaven atemperar
durant uns minuts en un bany a 30° C. Tot seguit s’hi afegien 20 ul de la
soluci6 enzimatica a valorar i la mescla es deixava incubant a 30° C durant
el perfode de temps que hom estimava necessari perque es transformés com
amaxim el 10 % del substrat present.

Per aturar la reaccié hom prenia 50 ul de la dita mescla i els dipositava
sobre un quadrat de 2 X 2 cm de paper de filtre Whatman, tipus 31 ET, que
tot seguit era submergit en etanol al 66 % fred. El glicogen, que precipita en
etanol al 66 %, restava atrapat dins la trama de paper, mentre que els altres
components de la mescla de reaccid eren eliminats per rentats successius de
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10, 30 i 30 minuts amb etanol al 66 %. El paper era submergit finalment en
acetona, que facilitava I’assecat, el qual era dut a terme sota l'accio de
radiacio infraroja.

El paper, ben sec, era introduit en un vial que contenia 10 ml de tolué
amb PPO al 0,5 % i hom mesurava la radioactivitat que presentava amb un
comptador de centelleig liquid, model Isocap/300 (Nuclear Chicago).

2.5. Regeneracio i equilibrament de fosfocel-lulosa (P-11)

Tots els intercanviadors ionics-cel-lulosics han d’ésser rentats conve-
nientment abans d’ésser utilitzats. Aixd és degut al fet que, a part de la
possible contaminacidé deguda al procés de fabricacié, hi poden haver pro-
ductes de la degradacié oxidativa de la fosfocel-lulosa, procés que té lloc
lentament, perd que és continuat al llarg de 'emmagatzemament. A més de
Peliminacié6 d’impureses, el rentat, conduint a la hidratacié de la matriu
cel-luldsica, augmenta I’accessibilitat dels llocs ionitzats a les molécules que
s’hi absorbeixen.

La fosfocel-lulosa seca era dipositada en un vas de precipitats que conte-
nia NaOH 0,5 - 1 N, i hom la deixava sedimentar després d’una forta agita-
ci6. La relacid pes/volum era 1/20, a fi que tota la cel-lulosa quedés coberta
amb NaOH. El sobrenedant, generalment de color grogds i amb abundant
nombre de particules petites no sedimentades, era eliminat per decantaci6 o
centrifugaci6. Aquest rentat amb NaOH es repetia dos cops.

Ajudats d’un embut de vidre filtrant i aplicant el buit hom duia a terme
dos o tres rentats amb aigua destil-lada fins a la neutralitzacié del liquid de
rentat. Un cop aixi, la fosfocel-lulosa era submergida en aigua i hom li
addicionava HCl a poc a poc fins a assolir un pH de 5-6; tot seguit, i
després d’una forta agitaci6, hom hi afegia més HCI fins a aconseguir un pH
de 2 -2,2. Un cop ben agitat, hom la rentava de nou amb aigua destil-lada
igual que abans. Després de filtrar, hom la resuspenia en NaOH 0,5-1N, la
filtrava de nou i la rentava amb aigua destil-lada fins que el liquid de rentat
deixava d’ésser alcalf. Per a acabar hom la rentava amb acid acétic 0,5 M, i
n’eliminava posteriorment I’acidesa rentant-la amb aigua fins a la neutralit-
zaci6 del liquid de rentat. Posteriorment hom deixava la fosfocel-lulosa
submergida amb el tampd adequat per a I'equilibrat de la columna a 4° Ci
amb agitacié durant 8 o 10 hores. Passat aquest temps, la fosfocel-lulosa
esta preparada per a ésser empaquetada a la columna corresponent.

2.6. Preparacio de Sepharosa-caseina

Per a la preparacié de la columna d’afinitat de Sepharosa 4B-caseina
hom segui el métode de Farron-Furstental i col-lab. (55), que és basat en les
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modificacions fetes per David i Reisfeld (56) del métode de Cuatreca-
sas (57).

2.6.1. Preparacio de la caseina

A causa de la dificultat de solubilitzacid de la caseina seguirem el
mateix procés. Partiem de 4 g de caseina que es dissolien en 60 ml d’aigua i
la posavem a bullir en un bany maria durant uns 10 minuts. Tot seguit hi
afegiem NaOH 1 N fins a obtenir un pH de 9 - 9,5. Un cop ben fred, ajusta-
vem el pH a 5,9 amb acid acétic 1 N i, després d’una rapida centrifugacid,
ens queddvem amb la part sobrenedant com a solucié de caseina a utilitzar.

2.6.2. Procés de copula de la Sepharosa 4B amb la caseina

Agafavem una quantitat de Sepharosa-4B tal que en centrifugar a
700 x g durant 15 minuts proporcionés un sediment de 200 ml de gel.

La rentavem amb for¢a quantitat d’aigua repetides vegades. Finalment
la resuspeniem en un volum de 200 ml d’aigua ila col-locavem en un bany
amb gel en constant agitaci6. L’ajustavem a pH 11,0 amb unes gotes de
NaOH al 10 %. Seguidament hi addicionavem 50 grams de BrCN polvorit-
zat, i manteniem el pH del medi entre 10,8 i 11,2 mitjancant I'addicio de
NaOH al 10% fins a I’estabilitzacid total del pH. Aquest procés té una
durada aproximada de 20 a 30 minuts. Alhora cal mantenir la temperatura
a 20° C amb l'addici6 de gel d’aigua destil-lada. Un cop estabilitzat el
procés, cal refredar-lo fins a 4° C afegint-hi més gel d’aigua destil-lada.

La Sepharosa activada era rentada rapidament en un embut de vidre
filtrant, amb 2 o 3 litres d’una soluci6 de fosfat sodic 0,01 M (pH 7,5) amb
clorur potassic 0,1 M, mitjan¢ant una succidé amb una bomba de buit. Un
cop neta, la Sepharosa activada passava a un erlenmeyer amb 200 ml del
mateix tampd que contenia dissolts 3 grams de caseina. Aix0 era deixat en
agitaci6é durant 16 hores a 4° C.

Seguidament hom la filtrava i comprovava I’eficacia de I'acoblament, bo
i determinant la quantitat de proteina existent en el filtrat en rentar el gel
amb el mateix tampd d’acoblament. Després del rentat, la Sepharosa
4B-caseina era resuspesa en una solucid6 composta de fosfat sodic 0,01 M
(pH 7,5) i etanolamina 0,2 M, i hom la deixava a 4°C durant 3 o 4 hores.

Finalment hom la filtrava de nou i la resuspenia en la soluci6é d’equili-
brat, que era composta de: Tris-sHClI 50 mM (pH 7,5), PMSF 0,1 mM,
ditiotreitol 1 mM i glicerol al 5% (soluci6 A). Hom la rentava diverses
vegades amb aquest tampd i la conservava en fred entre 0° i 4°C.

Un cop utilitzada, la columna pot ésser regenerada amb successius ren-
tats amb clorur potassic 2 M i reequilibrant-la de nou amb el tampod conve-
nient. Aixi es pot aprofitar per a 4 o S processos de purificacio.
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2.7. Altres tecniques determinatives

2.7.1. Determinacié de proteina

Per a les determinacions quantitatives de proteina hom utilitza el meto-
de de Lowry i col-lab. (58).

Hi ha una série de productes que produeixen interferéncies que donen
falsos resultats en aquest meétode. Entre ells hom coneix alguns productes
que formen part dels nostres tampons, i per aixo adaptarem les modifica-
cions de Bensadown i col-lab. (59). La modificacio es basava a precipitar
préviament la proteina amb TCA al 6,6 % en preseéncia de desoxicolat sodic
al 0,002 % i eliminar posteriorment el sobrenedant per centrifugacio a
4.000 x g durant 30 minuts a 4° C.

El precipitat era dissolt en 1 ml d’una solucio de: tartrat sodic I mM,
sulfat ctpric 0,4 mM, carbonat sodic 0,2 M i NaOH 0,1 M. Després de 10
minuts s’hi afegien 0,1 ml de reactiu de Folin, i I'extincié del complex
colorat que es formava era llegida al cap de 30 minuts a 750 o 660 nm.
Totes les determinacions es comparaven amb solucions de concentracid
coneguda d’albimina.

Per tal de determinar la concentraci6 de proteina de les mostres eluides
de les columnes, hom mesurava llur absorci6 a 280 nm en un espectrofo-
tometre Beckman DB-GT, prenent 1,0 com el valor d’absorcio corresponent
a una concentracié de 1 mg/ml. Les mostres eren diluides en tampd A per
tal que ’absorcié fos més petita que 1,0 en tots els casos.

2.7.2. Determinacié de pesos moleculars

Hom féu la determinacié de pesos moleculars per filtracio i per gel per
electroforesi en gels de poliacrilamida en preséncia de SDS.

La filtracié per gel fou duta a terme en una columna de 1,5 X 90 cm de
Bio-gel A 1,5 m equilibrada amb solucié A amb KCl1 0,4 M. El volum buit
(Vo) fou determinat amb blau dextra i hom calibra la columna amb protei-
nes patr6 de pes molecular (PM) conegut, i en determina el volum d’elu-
ci6é (Ve).

Els valors obtinguts foren els segiients:

PM Ve/Vo
Aldolasa 150.000 1,76
Alcohol deshidrogenasa 125.000 1.79
BSA 67.000 2,04
Ovoalbimina 44.000 2,14
Quimotripsinogen A 25.700 2,44

Per calculs de regressio lineal, hom determina I’equacio segiient:
q
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LogPM = — 1,14 Ve/Vo + 7,15

Aquesta equaci6 ens permeté de calcular el pes molecular de les ca-
seino-quinases en determinar llur volum d’elucié.

Per a la determinaci6 de pesos moleculars per electroforesi hom segui el
procediment descrit per Laemli (60). Els gels utilitzats eren de poliacrilami-
da al 5% (P/V) amb una relaci6 acrilamida/bisacrilamida de 30/1 (P/P) en
preséncia de SDS.

Les mostres problema que hom aplicava a cada gel eren préviament
incubades durant 3 minuts a 100° C amb una solucié que era composta de:
tampd fosfat 0,01 M (pH 7,2), SDS a I'l % (P/V), mercaptoetanol al’l %,
glicerol al 20 % (V/V) i blau de bromofenol al 0,002 % (P/V).

Els gels foren calibrats amb proteines de pes molecular conegut i llur
mobilitat relativa (MR) fou referida a la del blau de bromofenol utilitzat
com a front. Les proteines utilitzades foren:

PM MR
BSA 67.000 0,32
Ovoalbtimina 44.000 0,51
Inhibidor de tripsina 20.100 0,95

I’equaci6 obtinguda en representar aquestes dades fou la segiient:
Log PM = — 0,82 MR + 5,08

Aixi, en conéixer la mobilitat relativa de les quinases, podiem determi-
nar-ne el pes molecular.

2.8. Purificacio de la glicogeno-sintasa |

La glicogeno-sintasa I fou purificada a partir de muscul esquelétic de
conill segons el métode desenvolupat per Smith i col-lab. (61), i posterior-
ment modificat per Takeda i col-lab. (62), que és el que permet d’obtenir
un enzim més homogeni i amb una activitat especifica més alta.

2.9. Purificaci6 de la glicogeno-fosforilasa b i de la calmodulina

La glicogeno-fosforilasa b fou purificada segons el métode de Fisher i
Krebs (63) partint de muscul esquelétic de conill.

La calmodulina fou preparada a partir de la quinasa de la fosforilasa b
de muscul de conill segons el métode descrit per Shenolikar i col-lab. (64).
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2.10. Preparaci6 de l'inhibidor de la proteino-quinasa dependent d’AMP
ciclic

La preparaci6 d’aquesta proteina inhibidora fou duta a terme d’acord
amb el métode de Walsh i col-lab. (30) a partir de muscul de conill, pero
solament fins al pas que inclou la precipitacié amb dcid tricloracetic.
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3.1. Separacid i caracteritzacio de les proteino-quinases de fetge de rata

3.1.1. Extraccié i separacié de les quinases

Els fetges obtinguts de les rates acabades de sacrificar per decapitacié
eren rentats amb una solucié composta de Tris SO mM (pH 7,5), DTT 1 mM,
PMSF 0,1 mM i glicerol 5 % (solucid A)ieren homogeneitzats en un “Pot-
ter-Elvehjem” amb un émbol de tefl6 amb 2 volums de tampd A per gram
de fetge. L’homogenat obtingut era centrifugat a 10.000 x g durant 20
minuts a 4° C i Pactivitat quinasa era recuperada al sobrenedant, que era
ultracentrifugat a 100.000 x g durant 90 minuts a 4° C i aleshores hom
recollia el sobrenedant.

3.1.1.1. Precipitacié amb sulfat amonic

El sobrenedant obtingut, un cop filtrat, es mantenia entre 0° i 4° C en
un bany de gel i aigua. Lentament hom hi afegia sulfat amonic solid fins a
arribar al 60 % de saturaci6. Hom recuperava el precipitat per centrifugacio
a 10.000 x g durant 20 minuts a 4° C i una posterior resuspensié en solucié
A. Aquesta resuspensié era feta amb el minim volum possible, i tot seguit
hom Ia sotmetia a un procés de dialisi d’'una durada de 18 hores en front de
la mateixa solucio (tot fent tres canvis de liquid).

3.1.1.2. Columna de fosfocel-lulosa

Un cop separat el sulfat amonic, el liquid obtingut de la dialisi era
aplicat a una columna (4 X 10 cm) de fosfocel-lulosa (P-11) que préviament
havia estat equilibrada amb soluci6 A. La preparacio i I'equilibrat de la
fosfocel-lulosa son molt critics, i la seva descripcié ha estat detallada a
I’apartat 2.5.

La velocitat d’aplicacié de la mostra era de 100-150 ml/hora. Hom la
rentava amb 200 ml de la solucié A suara esmentada, i continuava amb
successius rentats de 200 ml de KCl 200 mM en solucié A i de 250 ml de
KCl 350 mM en la mateixa solucié. Tot seguit hom aplicava a la columna
un gradient de clorur potassic de 350 mM fins a 1 M en un volum total de
300 ml, sempre en solucié A. Finalment hom passava 100 ml de KC1 1 M en

3
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la mateixa solucid. En aquesta columna cromatografica, tal com podem
veure en la fig. 1, s'aconseguia una completa separacid entre les proteino-
quinases dependents d’AMP ciclic i les proteino-quinases independents
d’aquest nucleodtid ciclic. Les fraccions recollides al llarg de la cromatografia
eren de 5 ml, i hom hi assajava I’activitat quindsica emprant com a substrats:
a) histona amb preséncia d’AMP ciclic a la concentracié de 2 X 107 M, i b)
caseina en abseéncia d’aquest nucledtid ciclic. Hom hi observava quatre pics
d’activitat quindsica: dos d’histono-quinasa i dos de caseino-quinasa anome-
nats, segons I'ordre d’elucid, PC-I (histono-quinasa dependent d’AMP ciclic),
PC-II (histono-quinasa independent d’AMP ciclic), PC-III i PC-1V (caseino-
quinases independents d’AMP ciclic). Hom determina també I’absorcio a
280 nm i la conductivitat d’una de cada cinc fraccions.

La fixacid de les proteino-quinases dependents d’AMP ciclic en la fosfo-
cel-lulosa és practicament nul-la, ja que surten immediatament després del
seu volum buit, mentre que la fixaci6 de les proteino-quinases independents
d’AMP ciclic és molt forta.

PC-IIT i PC-IV son les fraccions que correspondran posteriorment a les
anomenades caseino-quinasa-1 i caseino-quinasa-2 (CK-1 i CK-2), amb les
quals han estat duts a terme tots els estudis posteriors, car son les proteino-
quinases tipicament independents d’AMP ciclic.

A partir d’aquest punt, el procés que cal seguir és exactament el mateix
per a una quinasa (CK-1) que per a I'altra (CK-2) pero, evidentment, per se-
parat.

T

051

o
I~

nmols 32P
] o
(%] (%)

-

FRACCIO

Figura 1. Cromatografia en fosfocel-lulosa de les proteino-quinases de fetge de rata.

Les condicions experimentals d’aquesta columna sbén descrites al text. Els simbols
utilizats representen: proteina, com a absorcié a 280 nm (&), activitat d’histono-quinasa
en presencia d’AMP ciclic 2 X 10 M (m), activitat de caseino-quinasa en absincia
d’AMP ciclic (4) i concentracié6 de KC1 (M) calculada segons la conductividad de les
mostres (X).
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3.1.2. Purificacié posterior de les proteino-quinases independents d’AMP
ciclic

3.1.2.1. Columna d’afinitat en Sepharosa 4B-caseina

Cadascuna de les dues fraccions separades a la fosfocel-lulosa estd con-
taminada de I’altra. Per a aconseguir una completa separacio ens valguérem
de la columna d’afinitat en Sepharosa 4B-caseina. La preparacié d’aquesta
columna és explicada detalladament a I’apartat 2.6.

El volum de mostra recollit de cada pic és dialitzat extensament durant
unes 10 a 12 hores en front de la soluci6 A fins que disminueix la conducti-
vitat de la mostra per sota de 5 mS.

Les dimensions de la columna de Sepharosa-caseina eren de 4 X 10 cm,
estava equilibrada amb el mateix tampd A i la velocitat de flux era de
180-200 ml/hora. Després d’aplicada la mostra, hom la rentava amb 150 ml
de solucid A i tot seguit hi aplicava un gradient de clorur potassic finsa 1 M
en un volum total de 500 ml. Per a acabar hom passava per la columna 200
ml de KCI 1 M en la mateixa solucid A.

Com podem observar en la fig. 2, el comportament de les dues quinases
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Figura 2. Cromatografia d’afinitat en Sepharosa 4B-caseina.

Les condicions experimentals son descrites a 'apartat 3.1.2.1. Els simbols represen-
ten: proteina, com a absorcié a 280 nm (2), activitat de caseino-quinasa en absncia
d’AMP ciclic (A) i concentracié de KCl (M) calculada segons la conductivitat de les
mostres (X).

La figura 2 A representa els valors obtinguts per a la CK-1 ila 2 B els valors per a la
CK-2.



36 PROTEINO-QUINASES INDEPENDENTS D’AMP CICLIC

fou diferent. Aixi, mentre la caseino-quinasa-1 era fortament retinguda a la
Sepharosa-caseina, la caseino-quinasa-2 no ho era tant. Per a deslliurar la
CK-1 era necessaria una concentracioé aproximada de 0,65 M de KCl en la
solucié de rentat (40 mS de conductivitat), mentre que solament calia una
concentraci6é aproximada de 0,3 M de KCl en la soluci6 de rentat (20 mS de
conductivitat) per a deslliurar la CK-2 de la Sepharosa-caseina. Aquesta
cromatografia d’afinitat permet la separacié de possibles contaminacions
encreuades entre les esmentades quinases, a més d’eliminar altres proteines
contaminants.

3.1.2.2. Concentracio de la mostra final

Seleccionades les fraccions amb activitats de caseino-quinasa procedents
de la columna de Sepharosa-caseina, hom les dilueix amb I’addici6 de solucid
A fins a reduir llur conductivitat a ’entorn de 15 mS. Posteriorment hom
les fa passar a través d’una nova columna (I X 4 cm) de fosfocel-lulosa
préviament equilibrada amb la mateixa solucid, i en recull fraccions de
20-25 ml. La columna és rentada amb 10 ml de solucié A amb 200 mM de
KC1, i hom I’elueix amb 10 ml de KC1 1 M en la mateixa solucié. Durant el
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Figura 3. Recromatografia en fosfocel-lulosa

Hom determini Pactivitat caseino-quindsica (a) de les fraccions eluides de les colum-
nes de fosfocel-lulosa i I'absorci6 a 280 nm (&),
Les fletxes indiquen la fraccié en qué comenga ’addicio de KC10,2 Mide KC11 M
en tampd A.
La fig. 3 A representa els valors obtinguts per a CK-1, ila 3 B els de CK-2.
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rentat i I’elucié de les quinases hom en recull fraccions de 1 ml; Ielucidé
déna pics de maxima activitat (fig. 3). Les preparacions enzimatiques obtin-
gudes son dialitzades extensament en front de la mateixa solucidé A i hom les
guarda congelades a — 40° C.

Tant les preparacions enzimatiques de CK-1 com les de CK-2 obtin-
gudes per aquest procés mantenen molt alta llur activitat durant molts
mesos, a — 40° C.

Les principals caracteristiques d’aquestes quinases de la glicogeno-sinta-
sa son resumides a la Taula 1, on podem observar unes activitats especifi-
ques de 198 U/mg de proteina i de 58 U/mg de proteina peralaCK-1ila
CK-2, respectivament. Una unitat és el nombre de nmols de *?P incorporats
a caseina per cada minut d’incubacio. El grau de purificacié obtingut fou de

Act. especifica

Proteina  Substrat

FRACCIO total (ng) endogen Caseina Purificacié Recuperaci6
Extret cru 15.317 0,06* 0,11’ 1 100
Sobrenedant
100.000 x g 9.880 0,10* 0,14* 1,3 82,1
Precipitat
60 % s. amonic 5.781 0,15% 0,18* 1,6 61,8
Fosfocel-lulosa:

PC-1 2.598 0,05* 0,07* 0,6 10,8
PC-II 686 0,13 0,15 1,4 6,1
PC-III 24 22 16,05 1459 229
PC-IV 13 2,9 22,37 203,4 17,3
Sepharosa-caseina:

CK-1 1,3 0,0 93,0 845,0 7,2
CK-2 1,6 0,0 36,2 329,0 3,5
2.2 Fosfocel-lulosa:

CK-1 0,12 0,0 198,7 1.806,0 1,5
CK-2 0,60 0,5 58,4 531,0 2;1

Taula 1. Resum de la purificacioé de les caseino-quinases de fetge de rata.

Hom determind [P’activitat de caseino-quinasa en condicions estindard amb un
temps d’incubaci6 de 10 minuts. En els casos indicats amb (*) I'activitat fou determi-
nada en una dilucid 1/10 de les mostres amb solucid A.

L’activitat especifica és expressada en nanomols de 2P incorporats al substrat per
minut i per mg de proteina.
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1.800 vegades per a la CK-1 i de 500 vegades per a la CK-2, amb unes
recuperacions d’activitat de I’1,5 % i del 2,1 %. La fosforilacié endogena era
nul-la en el cas de la CK-1 i només d’'un 1 % en el cas de la CK-2, respecte a

la fosforilacié de la caseina.

3.2. Caracteritzacio de les caseino-quinases CK-1 i CK-2

3.2.1. Determinacio del pes molecular de CK-1 i CK-2

Aquestes determinacions foren dutes a terme mitjan¢ant una filtracio
per gel i per electroforesi en preséncia de SDS, tal com hem explicat a

I’apartat 2.8.2.
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Figura 4. Filtracib per gel en bio-gel A-1,5 m de les caseino-quinases.

Hi han estat representades les dades obtingudes amb les quinases CK-1 (A) i CK-2
(B) en ésser sotmeses a filtracio per gel. Les fraccions recollides eren de 2 ml, i hom hi
determind D’activitat caseino-quinsica (®). Els nombres indicats a les grafiques fan refe-
réncia al volum d’elucid relatiu (Ve/Vo) de cada enzim.

El volum d’eluci6 dees proteines patrd enfront del logaritme de llur pes molecular
és representat (©). L’activitat caseino-quinasica és representada en unitats per ml.
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La filtracio per gel fou duta a terme en una columna d’1,5 X 90 cm de
Bio-Gel A 1,5 m equilibrada amb solucié A amb 0,4 M KCl. Hom aplicava
2 ml de la solucid enzimatica, rentava la columna amb la mateixa solucio i
recollia fraccions de 2 ml. Posteriorment era analitzada la seva activitat
caseino-quindsica.

Com podem observar a la fig. 4, ambdues quinases sortiren de la colum-
na en un sol pic d’activitat i llurs volums d’eluci6é foren diferents. Aixo ens
confirma ’abséncia de contaminaci6é d’una quinasa amb [’altra.

El pes molecular calculat per a les quinases fou de 35.000 unitats de
massa atomica per a CK-1 i de 190.000 per a CK-2.

Per electroforesi en gels de poliacrilamida, hom veié que les prepara-
cions de CK-1 i CK-2 no eren absolutament homogeénies (fig. 5). CK-1 dona
diverses bandes molt difuses i una de més densa, i CK-2 dona diverses
bandes difuses i 5 o 6 de més denses.

El pes molecular calculat per a la banda més densa de CK-1 és de
33.000 unitats de massa atomica, i 56.000, 49.400, 43.000, 34.300, 25.100
123.000 son els calculats per a les bandes de CK-2.
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Figura 5. Electroforesi de les caseino-quinases en preséncia de SDS.

En aquesta figura han estat representades les dades d’absorcid a 540 nm de les
bandes obtingudes en revelar els gels de poliacrilamida de CK-1 i CK-2 (A i B, respectiva-
ment). Els nombres indicats a les grafiques dels diferents pics fan referéncia a la mobili-
tat relativa de les bandes.

Comparant les dades obtingudes per ambdds metodes, podriem postular
que la CK-1 deu tenir una estructura monomeérica de pes molecular 34.000,
pero la gran diferéncia en els pesos moleculars de les bandes de CK-2 sembla
indicar que té una estructura polimeérica.
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3.2.2. Especificitat de substrat i efectes de 'AMP ciclic i de linhibidor de
la proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic

Tant CK-1 com CK-2 fosforilen preferentment les proteines de tipus
acidic (caseina i fosvitina) i actuen molt poc sobre les proteines basiques
(histona i protamina), tal com ho podem veure a la Taula 2. Ambdues
quinases poden fosforilar la forma I de la glicogeno-sintasa. Si comparem les
velocitats de fosforilacié de caseina i glicogeno-sintasa en les mateixes con-
dicions, veiem que la glicogeno-=sintasa és tan bon substrat com la caseina
per a CK-1 i CK-2,

A la mateixa taula podem observar que I'activitat d’aquestes quinases
no és estimulada per ’AMP ciclic a concentracions en qué activa la protei-
no-quinasa dependent d’aquest nucleotid.

D’altra banda, I’activitat de CK-1 i CK-2 sobre la caseina no fou inhibi-
da per concentracions elevades de proteina inhibidora de la proteino-quina-
sa dependent d’AMP ciclic (Taula 2).

Activitat®

CK-1 CK-2
Proteina Concentracio + cAMP? + cAMP?
substrat mg/ml  — cAMP +cAMP® + inhibidor® — cAMP +cAMP® + inhibidor®
Caseina 4,0 601 476 516 528 564 488
Fosvitina 4,0 376 336 408 572 580 532
Histona II A 4,0 12 8 16 8
Protamina 4,0 0,4 1,2 0 0
Albtimina bovina 4,0 0 2,8 2 1,6
Caseina 0,1 72 66
Glicogeno-sintasa 0,1 63 39 67 54 42 62

Taula 2. Especificitat de substrat i efectes de ' AMP ciclic i de la proteina inhibidora
sobre l'activitat de CK-1 i CK-2.

Hom determina P'activitat de CK-1 i CK-2 fent servir diverses proteines substrat,
tant en preséncia com en abséncia d’AMP ciclic 2 X 107> M (a) o de proteina inhibidora
de la proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic a la concentracié de 0,5 mg/ml (b). En
tots els casos les dades s’expressen en picomols de ap incorporats per minut i per ml de
barreja de reaccio (c).

3.2.3. Estudi cinétic de les proteino-quinases independents d’AMP ciclic

Per tal de determinar les constants cinétiques d’ambdues quinases hom
utilitza la representacié de Lineweaver-Burk, variant la concentracié dels
substrats o dels efectors.
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Tal com és indicat a la Taula 3, els valors obtinguts amb CK-1 i CK-2
per a ’ATP son molt similars. D’altra banda, la S, s per a la caseina de CK-2
és unes dues vegades més gran que la de la CK-1. La S, ; d’ambdés enzims
per a la glicogeno-sintasa I és molt semblant i sempre més petita que les
So,s per a caseina i fosvitina.

Els valors de M,,s del Mg?* mostren que CK-1 té una afinitat 2,5 vega-
des més gran que CK-2 per aquest catio.

Caseino-quinasa

CK-1 CK-2
Constant
cinética mg/ml uM mg/ml uM
So,s caseina 0,3 15 0,6 28
So,s fosvitina 0,5 12 0,2 5
So,s glicogeno-
sintasa 0,15 0,44 0,13 0,4
So,s ATP 16 13
My, s Mg* 800 2 000

Taula 3. Constants cingtiques de les caseino-quinases de fetge de rata.

Les constants cinetiques foren calculades fent servir la representacié de Lineweaver-
Burk, utilitzant 0,5 U/ml de CK-1 o CK-2. Les concentracions de proteines substrat
variaven entre 0,1 i 4,0 mg/ml per a la caseina i la fosvitina, i entre 0,01i0,18 mg/ml
per a la glicogeno-sintasa. En aquests casos les concentracions d’ATP i Mg? eren 0,125
mM i 8,0 mM, respectivament. Quan les concentracions de Mgz" variaven entre 0,1 i 8,0
mM, les concentracions de caseina i ATP eren 4,0 mg/ml i 0,125 mM, respectivament.

3.2.4. Efecte de la concentracié de KCI sobre Uactivitat de CK-1 i CK-2

L’activitat de les proteino-quinases independents d’AMP ciclic de fetge
de rata resulta molt afectada per variacions en la concentracié de KC1 en la
solucié d’assaig (fig. 6). D’altra banda, I'efecte del KC1 sobre I’activitat
d’ambdos enzims varia segons la proteina substrat. Aixi, amb caseina com a
substrat, Iactivitat de la CK-1 és estimulada per concentracions creixents de
sal, amb un maxim a la concentracié de 0,3 M. En augmentar la concentra-
ci6 entre 0,3 i 0,5 M, I’activitat de CK-1 disminuia, perd era més gran que la
basal, en abséncia de KCl. Al contrari, ’activitat de CK-2 sobre caseina
només era estimulada per concentracions de sal fins a 0,25 M, amb un
maxim d’activacié a 0,1 M KC1.
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Figura 6. Efecte del KCl sobre ’activitat de les caseino-quinases.

A la grafica hi ha representats els valors obtinguts en determinar les activitats de
CK-1 (A) i CK-2 (B) sobre caseina (0), fosvitina (&) i glicbgeno-sintasa I (0) en preséncia
de concentracions creixents de KCl. En tots els casos les dades fan referéncia als valors
corresponents als obtinguts en abséncia de KCl, que son representats com a valor 100.

Si hom utilitzava fosvitina com a substrat, ’activitat de CK-2 era esti-
mulada per concentracions de KCl que inhibeixen la CK-1. Per aixo, la
relacié d’activitat sobre caseina respecte a ’obtinguda sobre fosvitina per
ambdues quinases varia ampliament segons la concentracié de KCI a I’assaig,
tal com és indicat a la Taula 4.

El KCl també afecta la fosforilacio de la glicogeno-sintasa I per ambdues
quinases, i és sempre inhibidor de I’activitat de la quinasa de la glicogeno-
sintasa, bé que aquesta inhibicié és més marcada en el cas de la CK-1.

3.3. Fosforilacio de la glicogeno-sintasa I per les proteino-quinases CK-1 i

CK-2

En apartats anteriors hem vist que la glicogeno-sintasa I pot actuar com
a substrat fosforilable per les proteino-quinases independents d’AMP ci-
clic de fetge, d’'una manera tan efica¢ com la caseina. També hem indicat
que la seva fosforilacié no és estimulada per T’AMP ciclic ni inhibida per
I'inhibidor de la proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic, perod si que és
afectada pel KC1. També ha estat descrit que I’afinitat de CK-1 i CK-2 per
la glicogeno-sintasa I és molt similar.

En aquest apartat hom indica els resultats obtinguts sobre I’estequiome-
tria de la fosforilacid de la glicogeno-sintasa I per ambdues quinases, i com
la fosforilacié afecta I’activitat de ’enzim.
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Relacio d’activitats
Concentracid caseina/fosvitina
KCl mM CK-1 CK-2
0 1,59 (1,0) 0,92 (1,0)
50 2,89 (1,8) 1,04 (1,1)
100 3,78 (2,4) 1,26 (1,4)
150 5,76 (3,6) 1,20 (1,3)
200 7,10 (4,5) 1,00 (1,1)
250 8,27 (5,2) 0,88 (1,0)
300 9,91 (6,2) 0,83(0,9)
400 9,38 (5,9) 0,90 (1,0)
500 8,94 (5,6) 0,93 (1,0)

Taula 4. Efecte del KCI sobre la variacié de la relacié de fosforilaci6 de caseina/fosviti-
na per les caseino-quinases.

Hom ha determinat la relacio de fosforilacio de caseina respecte a la de fosvitina per
CK-1 i CK-2 en preséncia de concentracions creixents de KC1. Les dades entre parénte-
sis indiquen la magnitud de la variacib si assignem un valor.d’1 al valor d’aquesta relacio
en absencia de KCl.

3.3.1. Estequiometria de la fosforilaci6 de la glicogeno-sintasa I per CK-1 i
CK-2

Tant CK-1 com CK-2 poden fosforilar la glicogeno-sintasa I, perd hi ha
una gran diferéncia en la quantitat total de fosfat que li poden incorporar.
Com podem veure a la fig. 7, la fosforilaci6 maxima de la glicogeno-sintasa
assolida per CK-1 és el doble de la que produeix la CK-2. La fosforilacio en
tots dos casos és dependent del temps d’incubacié. El temps necessari per a
la incorporacié de la meitat del nombre de fosfats (t 1/2) és de 60 minuts
per a CK-1 i de 40 minuts per a CK-2 en les mateixes condicions.

La diferéncia en el grau de fosforilaci6 maxima de la glicogeno-sintasa
no depeén de la concentracié d’aquest enzim a I’assaig.

Tal com indiquem a la Taula 5, la incorporaci® mixima de fosfats
assolida per CK-1 és de 3,8 mols de fosfat per mol de subunitat de 85.000
unitats de massa atomica, i de només 1,8 en el cas de la CK-2.

3.3.2. Variaci6 de l'activitat de la glicogeno-sintasa amb la fosforilacio

A la fig. 7 podem veure que el grau d’independéncia de la glicogeno-
sintasa del seu efector al-lostéric glucosa 6-P (RI) disminueix en ésser fosfo-
rilada per les proteino-quinases estudiades. En comparar els canvis maxims
produits en aquest parametre per fosforilacié per ambdues quinases hom
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Figura 7. Fosforilaci6 i variaci6 del grau de dependéncia de glucosa 6-P de la glicogeno-
sintasa per les proteino-quinases CK-1 i CK-2.

Hom estudia la cingtica de la fosforilacié (A) i de la variacid de la dependéncia de
glucosa 6-P (B) de la glicogeno-sintasa per actuacid de les quinases CK-1 (&) i CK-2 (D).
Paral-lelament hom féu un control de la variacié6 d’aquests parametres en incubar la
glicbgeno-sintasa en abséncia de quinasa (0).

Proteino- Conc. glicogeno- mols 3?P/sub.
quinasa sintasa mg/ml nmols > P/ml 85.000
0,089 3,76 3,6
Ck: 0,135 6,05 38
0,089 1,85 18
ch2 0,135 296 19

Taula 5. Efecte de la concentracid de glicbgeno-sintasa sobre el seu grau maxim de
fosforilacio per les caseino-quinases.

Hom determini el grau maxim de fosforilacio assolit per CK-1 i CK-2 sobre la
glicbgeno-sintasa I en variar la concentracio d’aquest enzim.
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veu que les diferéncies entre elles son petites. Aixi CK-1 baixa el RI fins a
15, i CK-2 fins a 23.

Si representem el logaritme de RI enfront del nombre de fosfats incor-
porats (fig. 8) podem veure que hi ha una relacié lineal entre aquests para-
metres, de manera que en augmentar-ne un, I'altre disminueix. A més,
aquesta relacié és similar tant si la fosforilaci6 ha estat produida per la
CK-1 com per la CK-2.
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Figura 8. Relacio entre el grau de fosforilacié de la glicbgeno-sintasa i la seva dependén-
cia de glucosa 6-P.

Son representades en forma semilogaritmica les dades obtingudes sobre la variacio
de la dependéncia de la glicbgeno-sintasa per la glucosa 6-P (RI) enfront del seu grau de
fosforilacid per les caseino-quinases CK-1 (0) i CK-2 (o).

3.3.3. Estabilitat a la calor

Les incubacions a 50° C han estat fetes servir com a criteri per a la
caracteritzacié de I’activitat de les proteino-quinases enfront de diferents
substrats. En incubar CK-1 i CK-2 a 50° C en solucid A, les activitats
d’ambdos enzims sobre la caseina i la glicogeno-sintasa disminuien paral-le-
lament (Taula 6). Aixd confirma la teoria que les activitats de la quinasa de
la glicogeno-sintasa, i de la caseino-quinasa de CK-1 i CK-2, resideixen en
ambdos casos en un mateix enzim.
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Activitat
CK-1 CK-2

Temps
d’incubacio Glicogeno- Glicogeno-
(minuts) Caseina sintasa Caseina sintasa
0 100 100 100 100
10 17 15 25 27
20 9 11 21 19
60 5 7 14 12

Taula 6. Estabilitat de CK-1 i CK-2 a 50° C.

Foren incubades mostres de CK-1 i CK-2 (2 U/ml) a 50° C en solucié A, ihom en
determind Pactivitat de la quinasa sobre la caseina (4 mg/ml) i la glicdbbeno-sintasa (0,1
mg/ml) als temps indicats.

3.4. Demostracio de I'abséncia d’activitat de la quinasa de la fosforilasa en
les preparacions de CK-1 i CK-2

3.4.1. Efecte del Ca** i de la calmodulina

Les activitats de CK-1 i CK-2 sobre la caseina i la glicogeno-sintasa I no
eren estimulades per la preséncia de ions Ca®* en la barreja d’assaig (Tau-
la 7). Hom tampoc no detecta cap mena d’activitat de la quinasa de la

+ EDTA Calmodulina
cap + EGTA Ca** Calmodulina + Ca*
Proteino-
quinasa Proteina substrat pmols/min/ml d’assaig
CK-1 Caseina 2428 285,7 230,0 210,0 190,6
Glicbgeno-sintasa 214 29,6 19.6 20,6 199
Fosforilasa b 0 04 0 0,5 0,2
CK-2 Caseina 300,5 372,6 2514 3054 303,1
Glicdgeno-sintasa 65,8 65,6 65,3 65,0 66,3
Fosforilasa b L5 1.3 0 1,5 0

Taula 7. Efecte del Ca 2*, la calmodulina, EGTA i EDTA sobre I'activitat de CK-1 i CK-2.

Hom assajd I'activitat quinasica utilitzant EDTA (0,5 mM) i EGTA (0,3 mM) a la
barreja d’assaig només quan és indicat. Les concentracions de Ca®* ide calmodulina eren
de 0,5 mM i 10 mg/ml, respectivament. Quan el substrat era la caseina (4 mg/ml), el
temps de reacci6 era de 10 minuts; i quan hom utilitzava glicdogeno-sintasa I (0,1 mg/ml)
o glicbgeno-fosforilasa b (4 mg/ml), era de 30 minuts.
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glicogeno-fosforilasa en incubar glicogeno-fosforilasa purificada de mascul
de conill amb les preparacions de CK-1 i CK-2, ni tan sols en preséncia de
ions Ca" La falta d’estimulaci6 pel i6 Ca?* noera deguda a la preséncia de
nivells saturants de Ca?* endogens, puix que les activitats de CK-1 i CK-2 no
disminuien en preséncia ’EGTA i EDTA a la mescla d’assaig.

3.4.2. Efecte de la caseina i de la fosforilasa b sobre la inactivacié de la
glicogeno-sintasa per CK-1 i CK-2

Schlender i Remann (10) descriviren com la fosforilacié de la glicogeno-
sintasa per la quinasa de la fosforilasa era inhibida per I’addici6 de fosforila-
sa b a la barreja d’assaig. Per tal de demostrar que les nostres preparacions
de CK-1 i de CK-2 no estaven contaminades amb quinasa de la fosforilasa
assajarem la capacitat de la glicogeno-fosforilasa per les quinases, ja que
actuarien com a substrat alternatiu.

A la taula 8 podem veure que I'addicié de fosforilasa b (4 mg/ml) no
variava el grau d’inactivaci6 de la glicdgeno-sintasa. Per contra, amb la
caseina a la mateixa concentraci6 sobrevenia la inactivacié quasi total en el
cas de la CK-1, i parcial en el cas de la CK-2.

Aix{ la caseina, perd no la fosforilasa b, podia interferir en la capacitat
de la glicogeno-sintasa d’ésser modificada per la CK-1 o la CK-2, com hau-

RI

Proteino-quinasa Addicions 20 min 40 min 60 min
— - — 77 75 80
caseina 74 78 75
fosforilasa b 76 78 76
CK-1 - 43 35 22
caseina 74 73 70
fosforilasa b 45 36 24
CK-2 - 46 35 29
caseina 61 47 43
fosforilasa b 48 36 31

Taula 8. Efecte de la caseina i la glicogeno-fosforilasa sobre la conversi6 de la glicogeno-
sintasa I en D.

Hom incubava la glicogeno-sintasa I (0,1 mg/ml) amb 0,8 U/ml de CK-1 o CK-2 en
preséncia i abséncia de caseina (4 mg/ml) o fosforilasa b (4 mg/ml).

Les dades sén la mitjana de dos experiments amb dues preparacions diferents de
cada proteino-quinasa.
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riem d’esperar si, en ambdos casos, les activitats de les quinases de la
caseina i de la glicogeno-sintasa residien en una mateixa quinasa, diferent de

la quinasa de la fosforilasa b.
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4.1. Heterogeneitat de les proteino-quinases de fetge de rata

Els resultats obtinguts en aquest treball confirmen ’existéncia de diver-
sos tipus de proteino-quinases en fetge de rata, principalment de les deno-
minades caseino-quinases.

La major part de I’activitat caseino-quinasica present en fetge de rata és
deguda a proteino-quinases independents d’AMP ciclic, facilment separa-
bles de les histono-quinases mitjangant una cromatografia en fosfocel-lulo-
sa. Diversos autors han emprat aquest meétode de separacio (65,66), perd
les condicions utilitzades en aquest treball ens han permés d’observar i
separar una histono-quinasa independent d’AMP ciclic no detectada ante-
riorment i que creiem que pot derivar de les proteino-quinases dependents
d’AMP ciclic.

La cromatografia en fosfocel-lulosa permet la separaci6 dels diferents
tipus de proteino-quinases, perd no pot separar-les d’altres proteines endo-
genes que poden actuar com a substrat i que hi estan fortament associades.
La separaci6 d’aquests substrats endogens de les caseino-quinases CK-1 i
CK-2 es pot aconseguir facilment mitjancant una cromatografia d’afinitat
en Sepharosa 4B-caseina.

Amb el métode de purificaci6 descrit en aquest treball, ha estat possible
'obtenci6 de preparacions de caseino-quinases (CK-1 i CK-2) amb un grau
de purificacio de 1.800 i 500 vegades, respectivament, i amb una activitat
especifica més alta que I’obtinguda per altres autors.

Bé que la recuperaci6 d’activitat d’aquestes quinases (1,4% per a CK-1 i
2,2% per a CK-2) és molt petita, cal tenir en compte que les dades sobre
recuperacié d’activitat i de purificacié son referides al conjunt d’activitats
caseino-quinasiques presents a I'extret cru i no a cadascun dels enzims
separadament.

La diversitat de proteino-quinases presents al fetge apunta la possibili-
tat que la regulacié de diversos processos metabolics, en els quals actuin
enzims regulables per fosforilaci6 i desfosforilacio, sigui duta a terme per
diverses quinases. Aix0 planteja no tan sols la possibilitat de 1’existéncia
d’especificitat estricta de substrat fisioldgic per a cadascuna d’aquestes qui-
nases, sind també la possibilitat que, fosforilant un mateix enzim, ho facin
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en llocs que influeixin diferentment sobre les seves propietats cinétiques.
També és possible que la fosforilacid per una de les quinases modifiqui la
capacitat d’'un enzim multifosforilable d’ésser fosforilat posteriorment per
altres quinases, o d’ésser desfosforilat per una proteino-fosfatasa, tal com
s’esdevé amb la quinasa de la glicogeno-fosforilasa (67).

4.2. Caracteritzacio6 de les caseino-quinases CK-1 i CK-2

Les preparacions enzimatiques obtingudes de CK-1 i CK-2 no presenta-
ven fosforilacié de substrats endogens; aixo permet d’estudiar-ne les propie-
tats cinétiques sobre substrats exogens, en especial sobre la glicogeno-sinta-
sa I.

4.2.1. Estructura molecular

Si considerem els resultats obtinguts per filtraci6 per gel i electroforesi en
preséncia de SDS, podem deduir que CK-1 presenta una estructura mono-
meérica d’un pes molecular de 34.000 unitats de massa atomica. Aixo lliga
perfectament amb les dades obtingudes per altres autors sobre la preséncia
d’una caseino-quinasa de caracteristiques moleculars similars en muscul de
conill (43) i en nuclis de fetge de rata (68).

Per contra, les dades referents a CK-2 semblen indicar que aquest enzim
presenta una estructura oligomeérica de pes molecular al voltant de 190.000
unitats de massa atomica. Estudis duts a terme per diversos autors en altres
teixits han indicat la preséncia d’una caseino-quinasa de pes molecular simi-
lar al de la CK-2 descrita en aquest treball, la qual presenta una estructura
oligomeérica constituida per subunitats de pesos moleculars 42.000,
38.000-39.000 i 24.000-26.000 unitats de massa atomica (43,69). La pre-
séncia d’una caseino-quinasa composta de subunitats de 35.000 i 25.000
unitats de massa atomica també ha estat descrita en eritrocits humans (70).
Totes aquestes dades suggereixen que, d’entre les sis bandes observades en
'electroforesi en preséncia de SDS de CK-2 de citoplasma de fetge de rata,
les corresponents a pesos moleculars 43.000, 34.300 i 23.000-25.000 poden
correspondre a subunitats diferents de 1’enzim, perd hom desconeix si les
altres bandes també corresponen a subunitats enzimatiques o a proteines
contaminants.

4.2.2. Caracteristiques cinétiques

Les caseino-quinases citoplasmatiques de fetge de rata tenen una espe-
cificitat molt elevada per a proteines ““acides” respecte a les ““basiques”.
Aixi, si considerem 100 llur activitat sobre caseina, la facilitat amb qué
CK-1 fosforila les proteines substrat és: caseina (100) > fosvitina (61) >
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histona II A (2) > protamina (0,1), i per a CK-2 aquests valors son: fosviti-
na (110) = caseina (100) > histona II A (3) > protamina (0).

Tanmateix, ambdues quinases soén diferents en les constants cinétiques
per a caseina i fosvitina, ja que I’afinitat de la CK-1 per la caseina és més
gran que la de la CK-2, mentre que I’afinitat d’aquesta Gltima per la fosviti-
na és més gran que la de la CK-1. També hi ha diferéncies entre la My,s pel
Mg?*d’ambdos enzims, essent la que correspon a CK-2 unes 2,5 vegades més
gran que la de la CK-1.

A més de les diferéncies en les constants cinétiques i en el pes molecu-
lar, ambdues quinases son clarament diferents en llur sensibilitat al KC1.
Aixf, la fosforilacio de la caseina per la CK-1 és estimulada per KC1, amb
un maxim a una concentracidé de sal de 0,3 M. A aquesta mateixa concen-
tracid, per contra, I’activitat de la CK-2 sobre caseina és clarament inhibida.
Al contrari, Pactivitat de la CK-1 sobre la fosvitina és més sensible a la
inhibicié per KC1 que la de la CK-2. Aquest efecte del KC1 fa que la relacié
de fosforilaci6 de caseina/fosvitina per la CK-1 o la CK-2 varii amb la
concentracié de sal. Per a la CK-1, el grau d’aquesta variacié és maxim a
concentracions de 0,3 M KCI, augmentant 6 vegades el valor de la relaci6.
Amb CK-2 el valor d’aquesta variacié varia molt poc, i presenta un lleuger
augment al voltant de 0,1 M KCl.

El comportament de CK-1 i CK-2 de citoplasma de fetge de rata respec-
te al KC1 concorda amb les observacions fetes en muscul de conill per
Itarte i Huang (42), on la relacié de fosforilacié de caseina/fosvitina per la
CK-1 augmentava unes 3 vegades a concentracions de sal de 0,3 M KCI.
També ha estat descrit recentment un comportament de les caseino-quina-
ses nuclears de fetge de rata N Ii N II (68) molt similar al que hem observat
en enzims citoplasmatics.

L’activitat de CK-1 i de CK-2 sobre qualsevol dels substrats assajats no
és estimulada per ’AMP ciclic ni inhibida pel factor proteic inhibidor de la
proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic. Per aixo cal descartar la possibili-
tat que aquestes quinases corresponguin o derivin de subunitats de la pro-
teino-quinasa dependent d’AMP ciclic.

4.3. Fosforilacid de la glicogeno-sintasa I per les proteino-quinases CK-1 i
CK-2 de fetge de rata

A més de la caseina i la fosvitina, CK-1 i CK-2 també poden fosforilar la
forma I de la glicogeno-sintasa amb una velocitat similar. La S, s per a la
glicogeno-sintasa (0,13-0,15 mg/ml) és fins i tot més petita que 1a S, s per a
la caseina (0,3 10,6 mg/ml). Aix0 indica que la glicdgeno-sintasa I és, com a
minim, tan bon substrat com la caseina per a ambdues quinases.

D’altra banda, la fosforilacio de la glicogeno-sintasa I per CK-1 o CK-2
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condueix a una disminucid de la seva relacio d’independéncia respecte a la
glucosa 6-P (RI). Aquesta variacid és funcid, en ambdos casos, del nombre
de fosfats introduits, i hi ha una relacio inversa entre el loéaritme del RIiel
contingut en fosfats/subunitat. Tanmateix, hi ha una clara diferéncia entre
la fosforilacio i la variacid produides per cadascuna d’aquestes quinases.
Aixi, CK-1 introdueix fins a 3,8 mols de fosfat/mol de subunitat de la glico-
geno-sintasa, i CK-2 només 1,9 mols.

Bé que altres autors havien detectat préviament la preséncia de caseino-
quinases en fetge de rata (65,71), cap d’ells no hi havia trobat un significat
fisiologic. Per aix0, les nostres evidéncies que ambdds enzims poden actuar
com a quinases de la glicogeno-sintasa d’una manera similar a les quinases
de la glicogeno-sintasa dependents d’AMP ciclic muscular (i tenint en comp-
te la gran importancia del metabolisme del glicogen hepatic com a regulador
de la glucémia), ens permeten de suggerir que la funci6 fisiologica, o una de
les funcions fisiologiques, de les caseino-quinases hepatiques pot ésser la de
modular la sintesi de glicogen, afectant el grau d’activitat de I’enzim respon-
sable de la seva sintesi, la glicogeno-sintasa.

La preséncia de proteino-quinases no estimulables per I’AMP ciclic per-
met de postular una hipotesi sobre el mecanisme d’actuacié de diverses
hormones sobre el metabolisme del glicogen hepatic. Se sap que la insulina
afecta la glicogeno-sintasa hepatica tot disminuint I’activitat de la quinasa
de la glicogeno-sintasa en condicions en qué no varien els nivells d’AMP
ciclic (72). D’altra banda, les catecolamines sembla que actuen sobre el
metabolisme del glicogen a través d’un mecanisme a-adrenérgic que no
implica canvis en els nivells intracel-lulars d’AMP ciclic (73,74). A més, fa
poc que ha estat demostrat que una de les proteines, la fosforilacio de la
qual augmenta per via d’un mecanisme independent d’AMP ciclic, té un pes
molecular que correspon al de la subunitat de la glicogeno-sintasa (75).
Aquests resultats indiquen que el mecanisme d’actuacié de les catecolami-
nes sobre el metabolisme del glicogen no deu implicar canvis en I'activitat
de la proteino-quinasa dependent d’ AMP ciclic, tal com hom ho cregué ini-
cialment.

En estudis recents ha estat demostrat que la quinasa de la glicogeno-fos-
forilasa muscular pot fosforilar la glicogeno-sintasa i que ’activitat d’aques-
ta quinasa és estimulada pel Ca**(76). Hom podria pensar que aquest seria
el mecanisme implicat en I’actuaci6 de les hormones que no modifiquen els
nivells d’AMP ciclic. Perd encara que existis aquest mecanisme, cal tenir en
compte que el grau maxim de fosforilacié induit per la quinasa de la fosfo-
rilasa sobre la glicogeno-sintasa és més petit que 1 mol de fosfat/subunitat.
Tanmateix, la fosforilacié de la caseina i de la glicogeno-sintasa I no és
estimulada per la preséncia de Ca®* niés inhibida per 'EGTA; aix0 fa des-
cartar la possibilitat que I’accié de les hormones sobre les proteino-quinases
independents d’AMP ciclic s’efectui per canvis en la concentraci6 del Ca®*.
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Si considerem que tant CK-2 com CK-1 poden incorporar un nombre de
fosfats 2 i 4 vegades més gran que I’assolit per la quinasa de la fosforilasa, i
que aquesta fosforilacié produeix una inactivacié més gran de la glicogeno-
sintasa, podem pensar que aquestes quinases poden tenir un paper molt
important en ’expressio dels efectes de les hormones mencionades sobre el
metabolisme del glicogen, perd el mecanisme encara no ha pogut ésser
determinat.






CONCLUSIONS

. Ha estat evidenciada la preséncia en fetge de rata de diferents tipus de
proteino-quinases, dues de les quals, CK-1 i CK-2, han estat caracterit-
zades i son tipicament independents d’AMP ciclic.

. La separaci6 entre les proteino-quinases dependents i independents
d’AMP ciclic ha estat aconseguida mitjangant una cromatografia en
fosfocel-lulosa que, a més, permet de separar els dos tipus de proteino-
quinases independents d’AMP ciclic estudiades.

. Les proteino-quinases CK-1 i CK-2 estudiades corresponen clarament a
enzims del tipus caseino-quinases, representant la primera un 45 %, i la
segona un 36 %, de ’activitat caseino-quinasa total present en fetge de
rata.

. Hem aconseguit unes preparacions de proteino-quinases independents
d’AMP ciclic idonies per a fosforilar in vitro la glicogeno-sintasa, ja que
en condicions Optimes d’assaig presentaven una fosforilaci6 endogena
molt reduida i practicament no existien activitats encreuades.

. Mitjancant cromatografia d’afinitat en una columna de Sepharosa-ca-
seina, hem aconseguit la completa separacio entre les quinases de la
caseina i de la glicogeno-sintasa independents d’AMP ciclic utilitzades
en aquest treball (CK-1 i CK-2), puix que en les nostres condicions la
CK-2 es deslliura de la columna de Sepharosa-caseina a una conductivi-
tat aproximada en el liquid d’eluci6 de 20 mS, mentre que la CK-1
elueix quan la conductivitat és aproximadament de 40 mS.

. La caseino-quinasa CK-1 sembla que té una estructura monomeérica de
pes molecular 34.000 i la CK-2 una estructura oligomeérica de pes mole-
cular holoenzimatic 190.000.

. La preferéncia de substrat de CK-1 és caseina (100) > fosvitina (61) >
histona II A (2) > protamina (0,1); i la de CK-2 és fosvitina (110) >
caseina (100) > histona II A (3) > protamina (0). L’activitat d’ambdos
enzims no és estimulada per ’AMP ciclic ni inhibida per la proteina
inhibidora de la proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic.

. L’afinitat de la CK-1 per la caseina (So,s = 15 uM) és més gran que la
de la CK-2 (So,5 = 28 uM), mentre que la seva afinitat per la fosvitina
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(So,s = 12 uM) és més petita que la de la CK-2 (So,s = 5 uM). Ambdés
enzims tene a més una My s pel Mg?* diferent (0,5 mM la CK-1 i 2 mM
la CK-2), en canvila S, s per 'ATP és semblant (13-16 uM).

El KC1 ala concentraci6 de 0,3 M estimula la fosforilacié de la caseina
per la CK-1 pero inhibeix I’activitat d’aquest enzim sobre la fosvitina.
Aix0 comporta que la relacio de fosforilacio de caseina/fosvitina per la
CK-1 augmenti al voltant de 6 vegades a aquesta concentracié salina
respecte al control en abséncia de KC1. Pel que fa a la CK-2, el KC1
afecta d’una manera molt similar la seva activitat sobre ambdues pro-
teines substrat; per aix0, exceptuant concentracions de sal de 0,1 M en
qué augmenta lleugerament (1,4 vegades), la relacié de fosforilacié de
caseina-fosvitina es manté practicament constant. D’altra banda, el
KC1 a concentracions de 0,3 M és sempre inhibidor (40-50 %) de Iacti-
vitat de la quinasa de la caseina/fosvitina de CK-2.

A més de fosforilar la caseina i la fosvitina, CK-1 i CK-2 també fosfori-
len la glicogeno-sintasa I. Quan s’assaja en condicions similars, la glico-
geno-sintasa I és tan bon substrat com la caseina per a ambdues quina-
ses. A més, la S, s per a la glicogeno-sintasa és fins i tot lleugerament
inferior que la corresponent a la caseina per a ambdoés enzims.

L’activitat de les dues quinases estudiades sobre la glicogeno-sintasa no
és estimulada per I’AMP ciclic ni inhibida per la proteina inhibidora de
la proteino-quinasa dependent d’AMP ciclic. Per contra, I’activitat so-
bre aquest substrat és inhibida en ambdés casos pel KCI.

El grau maxim de fosforilacio de la glicogeno-sintasa catalitzat per la
CK-1 és de 3,8 mols de fosfat/mol de subunitat, i el catalitzat per la
CK-2 de només 1,9 mols de fosfat/mol de subunitat.

La fosforilaci6 de la glicogeno-sintasa per qualsevol de les dues quinases
utilitzades provoca un decrement en ’afinitat de ’enzim per ’activa-
dor al-losteric (glucosa 6-P), i hi ha una relaci6é de tipus invers entre el
logaritme de la relacié d’independéncia de la glicogeno-sintasa respecte
a la glucosa 6-P i el seu contingut en fosfats.

L’estabilitat ala calor de I'activitat quinasica de CK-1 i CK-2 és la matei-
xa que als substrats caseina i glicogeno-sintasa I, la qual cosa demostra
que l’activitat quinasica per a ambdos substrats resideix en un mateix
enzim tant per a CK-1 com per a CK-2. A més, la caseina inhibeix
la inactivacio de la glicogeno-sintasa, ja que ambdos substrats competei-
xen pel mateix enzim.

Aquestes quinases purificades no son estimulades per Ca?* ni per la
calmodulina ni tenen cap tipus d’activitat de la quinasa de la glicogeno-
fosforilasa.
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