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Abstract 

el 

Changes in the activity of the cytosolic protein kinases during rat 
liver development 

Differences in glycogen synthase , and cytosolic histone and 
casein kinase activities were observed at different days of rat liver 
development . Glycogen synthase increased markedly from day 16 and 
reached a maximum at day 24 . Then, its activity decreased steadily 
until the values in adult rat . During fetal development glycogen 
synthase activity was essentially dependent on glucose- 6P. Total casein 
kinase and histone kinase activities were higher before birth than in 
adult liver. At birth, both activities fell down markedly, and two days 
later they reached values close to those found in adult rat . The ratio 
between casein kinase 1 and casein kinase 2 did not vary during 
development, what indicates that the changes in total casein kinase 
ac t ivity observed were due to parallel changes in the levels of both 
casein kinases. The presence of high levels of casein kinases 1 and 2 
on days 16- 18 of fetal development, when glycogen synthase activity is 
highly dependent on glucose 6- P , suggests that both casein kinases may 
be potentially involved in the phosphorylation of glycogen synthase 
from the beginning of its expression . 

IntroducciÓ 

La fosforilació- defosforilació de proteines és un mecanisme 

important en el control de l'activitat cel . lular (Cohen, 1982) . Els 

enzims capa~os de catalitzar el procés de fosforilació s'anomenen 

protelna quinases, entre les quals s'hi traben les histona quinases 

(dependents i independents d'AMP-cíclic) i les caseina quinases (CK-1 

i CK- 2) que són independents d'AMP- cíciic. 

En estudis anteriors haviem observat com les activitats histona

i caselna-quinasiques variaven durant la regeneració ~epatica 

suggerint que podien tenir un cert paper en el control de l'activitat 

cel.lular (Pérez i Itarte, 1985) . 

En aquest treball hem estudiat com varien les activitats histona

i caselna- quinasiques al llarg del desenvolupament fetal i postnatal, 

així com la de la glicogen sintasa, enzim substrat de les caselna 
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quinases i de la protelna quinasa dependent de AMP-cíclic(Huang et 

al., 1983). 

Material i metodes 

En aquest treball es van utilitzar rates Sprague-Dawley que es 

van aparellar durant un vespre i al matí seguent, que es va 

considerar com a dia O de la gestació, s'els hi va fer un frotis 

vaginal. Coro a índex del desenvolupament es va controlar l'increment 

en el pes corporal i el del fetge del fetus. Els diversos grups 

d'animals es van sacrificar a diferents temps i es van preparar 

extractes de fetge a partir dels quals es va obtenir la fracció 

soluble després de centrifugar a 120.000 xg, segons s'ha indicat 

anteriorment (Itarte et al.' 1981). Les activitats histona- i 

caseina-quinasiques presents a la fracció soluble es van separar 

mitjanyant cromatografia en fosfocel.lulosa (Itarte et al., 1981i La 

centrifugació en gradient de glicerol es va realitzar en tots els 

casos seguint el metode descrit anteriorment (Martes et al . , 1985). 

La determinació d'activitats protelna quinasa i glicogen sintasa es 

va fer seguint metodes estandaritzats (Itarte et al., 1981). Una 

unitat d'activitat histona- o caselna-quinasica es defineix com la 

quantitat d'enzim que catalitza la transferencia de 1 nmol de 32 P des 

del IY- 32 PI ATP a la histona (1 mg/ml) o a la case'ina (4 mg/ml) per 

minut, respectivament. En alguns assajos, especificats en el text, 

1' activitat es va determinar en presencia d' AMP-cíclic ( 20 \J M). La 

concentració de protelna es va determinar segons el metode de 

Bradford (1976) i la de glicogen pel metode de l'antrona (Van Handel, 

1965). 

Resultats i discussiÓ 

La glicogen sintasa apareix el día 16 de gestació . L'activitat 

total, mesurada en presencia de glucosa-6P, augmenta marcadament fins 

dos dies després del parten que assoleix un valor d'aproximadament 3 

vegades el de l'adult (Figura 1). A partir d'aquest dia l'activitat cau 

paulatinament fins assolir els valors normals a l'adult. Al llarg del 



periode fetal l'activitat glicogen sintasa independent de glucosa- 6P 

no varia de forma paralel . la amb la de l'activitat total sino que 

presenta un maxim els dies 19-20. En tots els casos la relació 

d'activitats glicogen sintasa - /+ glucosa-6P al llarg del 

desenvolupament f etal és menor que la de l'adult (0 ,4) , assolint- se 

un maxim en el dia 20 (0,35) . Cal destacar que en aquests dies hi ha 

una acumulació de glicogen que a rriva fins a concentracions superiors 

als valor s que es troben en adults , tal com han descrit altres autors 

(Margolis, 1985) . D' acord amb els coneixements actuals sobre el 

control de l ' activitat glicogen sintasa (Ciudad et al ., 1984) el que 

l ' enzim es presentí majoritariament sota forma(es) dependent(s) de 

8lucosa-6P ens indica que ha d ' estar fosforilat . 
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FIGURA l . ACTIVITAT GLICCGEN SINTASA DELS EXTRACTES CEL .LULARS 
L'accivitat glicogen sintasa independent (.6) i dependenc (A ) de 

glucosa- 6P i la relació d'activitats - / + glucosa-6P (x ) van ser 
assajades en diversos dies del desenvolupament fetal i postnatal . 

La glicogen sintasa pot esser fosforilada "in vitro" per diverses 

protelna quinases, d'entre elles les caselna quinases 1 i 2 ( Itarte et 
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al., 1981; Ciudad et al., 1984). L' activitat caseina-quinasica així 

com la histona-quinasica present en el citosol de fetge de rata 

varíen al llarg del desenvolupament fetal i postnatal (Figura 2) . Les 

activitats histona- i caselna-quinasiques són presents el dia 16 de 

gestació en quantitats que corresponen a 0~75 i 1,1 vegades, 

respectivament, les del fetge adult . Ambdues activitats augmenten en 

els dies seguents, essent l'activitat caselna- quinasica en els dies 

16 i 18 del període fetal més elevada que la de la histona quinasa , 

fet que desapareix a part ir del dia 19 i s ' inverteix clarament 

despr és del part. En el dia del part (dia 22) hi ha una cai guda 

pr onunciada (al voltant del 50%) d'ambdues protelna quinases , que 

assoleixen valor s proxims als de l ' adul t. 
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FIGURA 2 . CONCENTRACIÓ DE PROTEINA I ACTIVITATS. HISTONA- I 
CASEÍNA-QUINASIQUES DELS EXTRACTES CEL . LULARS . 

L'activitat histona-quinasica es va assajar en presencia 
d' AMP- cícli~ 20 llM (O) mentre que l 'acti vitat caseina- quinasica (e ) 
~s va determinar en absencia d'aquest nucleotid . El dia O és el 
dia del frotis vaginal i B correspon al dia del part (dia 22) . 

I • 

Cal indicar que a la Figura 2 els valors d'activitat són 



referits a pes de fetge i no a mg de protelna . De fet, com que la 

concentració de prote'ina augmenta al llarg del desenvolupament la 

diferencia entre l ' activitat protelna quinasa hepatica (expresada 

en uni tats per g de proteina) en els fetus de 18- 21 dies i la de 

l'adult és fins i tot més gran . 

En t ots els casos l'activitat histona-quinasica era estimulada 

(aproximadament 1.7 vegades) perla presencia d'AMP-cíclic mentre 

que la caseina- quinasica no ho era. 

TAULA I . RELACI6 D'ACTIVITATS CASEÍNA QUINASA 1 (CK- 1) I CASEÍNA 
QUINASA 2 (CK-2 ) EN EL DESENVOLUPAME~ HEPATIC. 

DIA 

16 

18 

20 

B 

2 

11 

A 

% Activitat CK total 

CK-1 

49 

48 

53 

51 

46 

53 

CK- 2 

51 

52 

47 

49 

54 

47 

Activitat 

GTP/ATP 

O, 38 ±O, 15 

O, 27 ± O ,03 

O, 31 ± O ,08 

O, 31 ± O ,04 

0,38 ±0,03 

0,32 ± 0,05 

0,40 ±0,07 

En la primera columna s'indiquen els dies de desenvolupament, essent B 
el dia del naixement . Les dues columnes seguents fan referencia al% 
de CK- 1 i CK-2 en els pies obtingut s mitjan~ant centrifugació en 
gradient de glicerol. La relació d'activitats GTP/ ATP és 
l'obtinguda per assaig de l'activitat caselna- quinasica dels elults 
de fosfocel . lulosa amb ambdós nucleotids. 

En treballs anteriors (Itarte et al., 1981) hem demostrat que les 

activitats histona- i caselna- quinasiques poden separar-se per 

cromatografía en fosfocel . lulosa, el que permet una quantificació 

més correcta de l'activitat caselna- quinasica . Per altra part, es 

sap que l'activitat caselna-quinasica es deguda a la presencia de 

dos enzims diferents cinetica i molecularment, la caselna quinasa- 1 

(CK-1) i la caselna quinasa- 2 (CK-2 ) , que tenen pesos moleculars de 

35.000 i 140.000, respectivament. Aquesta diferencia en el pes 
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molecular permet separa- les mitjan~ant una centrifugació en gradient 

de glicerol (Martos et al., 1985), tecnica que s'ha utilitzat pera 

quantificar la proporció de cada un d'aquests enzims en els eluits de 

fosfocel.lulosa. També es pot obtenir un índex de la proporció de 

CK-1 i CK-2 determinant la relació d'activitat caseina-quinasica 

utilitzant ATP i GTP com a donador de fosfats jaque la CK- 2 pot 

utilitzar ambdós nucleotids mentre que la CK-1 sols pot utilitzar 

l'ATP . Les dades obtingudes per aquestes dues tecniques són 

reflexades en la Taula I i ens indiquen que la proporció entre la 

CK- 1 i la CK- 2 no varia al llarg de l'ontogenia. 

Les dades obtingudes en aquest treball indiquen que les 

activitats histona- quinases i la de les caselna-quinases 1 i 2 varíen 

al llarg del desenvolupament fetal i postnatal així com l ' activitat 

de la glicogen sin tasa, enzim que és substrat de les case·ina 

quinases. Els alts ·nivells d'activitat protelna quinasa en els primers 

dies del desenvolupament fa que la glicogen sintasa que apareix en el 

dia 16 sigui marcadament fosforilada . A l'apareixer glicogen sintasa 

fosfatases en el dia 18 (Bashan et al., 1979), es contrarresta en part 

i'acció de les protelna quinases, el que dóna lloc a la 

defosforilació parcial de la glicogen sintasa, obtenint-se un maxim 

d'activitat independent de glucosa- 6P en els dies 19 i 20. Per altra 

banda, donat que el nivell de proteina quinases es manté molt elevat 

fins el mornent del part, la glicogen sintasa sempre es troba 

rnajoritariament fosforilada. 

Les caselna quinases són enzims multipotencials capa~os de 

fosforilar a un gran número de protelnes tals com la proteina 

ribosomal S6 (Cobb i Rosen, 1983), la prote'ina cromosomal no histona 

HMG14 (\.Jalton i Gill, 1983; Mar tos et al., 1985) i la DNA- dependent· RNA 

polimerasa II (Dahmus, 1981) , entre altres, endemés de la glicogen 

sintasa pel que és possible que els canvis en la seva activitat donin 

lloc a canvis en els nivells de fosforilació d'altres proteines 

substrat el que podría estar relacionat amb els canvis en l'activitat 

cel . lular que t enen lloc en el desenvolupament hepatic . 
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