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Abstract

Calmodulin effect on sialic acid metabolism during liver regeneration

The activity of UDP N-Acetyl D-Glucosamine 2'epimerase (a key enzyme
of the biosynthetic pathway of sialic acids) is decreased between 6 and
20 hours after a partial hepatectomy. This decrease correlates very well
with the desialylation of sinusoidal region of hepatocytes plasma mem-
brane occuring during the same period of time.

Knowing that at 6-12 hours after a partial hepatectomy a cytosolic
surge of calmodulin it is also produced and that the anticamodulin drug:
trifluoperazine, injected 4 hours after rats operation, produces a 10-12
hours delay in this calmodulin surge, in the initiation of DNA synthesis
and also in plasma membrane desialylation, we have studied the possibili-
ty that calmodulin may regulate sialic acid metabolism by inhibiting UDP-
N-Acetyl D-Glucosamine 2'epimerase activity during the first 20 hours of
liver regeneration. With the aim to test this hypothesis, we have studied
the effect of calmodulin on UDP N-Acetyl D-Glucosamine 2'epimerase activi-
ty in vivo, by injecting the .anticalmodulin drug trifluoperazine 4 hours
after a partial hepatectomy and also in vitro, using different concentra-
tions of calmodulin. We have also carried out, kinetic studies of UDP N-
Acetyl D-Glucosamine 2'epimerase activity in normal and regenerating rats
and in the presence and absence of calmodulin.

Results obtained show that trifluoperazine produces a 10-12 hours de-
lay on UDP N-Acetyl D-Glucosamine 2'epimerase activity, similar to that
observed in calmodulin surge, in the onset of DNA synthesis and in plasma
membrane desialylation.

Concentrations higer than 50nM of calmodulin inhibit the enzyme acti-
vity.

Kinetic studies indicate that calmodulin inhibits the UDP N-Acetyl D-
Glucosamine 2'epimerase activity by 10wer1ng the affinity of the enzyme
for its substrate

Introducci®

La fase prereplicativa de la regeneracid hepatica es caracteritza per
una série de canvis moleculars i morfoldgics que culminen en la iniciacid
de 1a sintesi d'ADN a les 16-18 hores i la posterior divisio a les 28-30
hores post hepatectomia parcial(Grisham 1962, Bucher and Swaffield 1965).

Malgrat no es coneguin en profunditat els esdeveniments clau per a desen-
cadenar la sintesi d'ADN, desde fa temps es coneix que els ions calci son




220

necessaris al final de la fase GI del cicle cel.lular per tal d'iniciar la
replicaci6 del material genétic en cél.lules neoplassiques i no neoplassi-
ques tant in vivo com in vitro (Whitfield et al1,1980). Tanmateix, també es

coneix que el paper del calci en la iniciacid de la sintesi d'ADN en cél.lu-
les hepatiques in vitro es veu mediatitzat per la formacid de complexes
calci-calmodulina (Boynton et al, 1980).

Després de practicar una hepatectomia parcial a la rata, es pot observar
1'aparicié d'una ona de calmodulina citosdlica que comenga a les 4 hores i
que es fa maxima a les 8-12 hores post operacid (Mac Manus et al,1981). Un
augment de calmodulina també es produeix en certes linies de cé&l.lules
transformades i en alguns tumors del fetge (Mac Manus et al, 1981). Per
tant, sembla que seria necessari un augment de la concentracid citosdlica
de calmodulina per tal d'iniciar la sintesi d'ADN durant un procés proli-
feratiu.

D'altra banda, treballs anteriors ( Enrich et al, 1984) mostren que du-
rant el mateix periode de temps en el qual es produeix 1'ona de calmodulina,
a la membrana plasmatica té 1loc una desialitzacid de les glicoproteines i
dels glicolipids. Aquest fet també es produeix en cél.lules provinents de
ciancer de pulmdé de ratoli (Vilaren et al, 1981), en cél.lules d'adenocarci-
noma mamari de rata (Howard et al,1981), en cél.lules de fetge de rata acti-
vades a proliferar mitjangant una injeccid intravenosa d'una solucido forma-
da per triiodetironina, aminoacids, glucagd i heparina 4T ALGUHOY I {Col) et
al.. 1985), etcs :

Aixi , pensant en que la desialitzacid podria també ser un gsdeveniment
relacionat amb la proliferacid hepatocel.lular, hem estudiat per quin meca-
nisme es pot produir. Coneixent que 1'activitat sialidasa a les 0, 2, 6 1
12 hores de la regeneracid hepatica no presenta canvis significatius(Coll
et al, 1985), hem pensat en una disminucid en la sintesi de molécules pre-
cursores, la qual cosa ha fet que estudiessim 1'activitat de la UDP N-Ace-
tyl D-Glucosamina 2'epimerasa, enzim fonamental i regulador de la biosin-
tesi dels 3cids sialics (Schauer et al. 1982).

Altrament, coneixent que la injeccid intraperitoneal de la droga anti-
calmodulina trifluoperazina (TFP) 4 hores post hepatectomia parcial pro-
dueix un retard de 10-12 hores en 1'inici de 1'ona citosdlica de calmodu-
lina, en la sintesi d'ADN (Soriano et al,1985a) i en la desialitzacid de
la reqid sinusoidal de la membrana plasmatica (Soriano et al 1985b), hem
estudiat amb més profunditat els possibles 1ligams entre 1'ona de calmodu-

lina citosdlica i la desialitzacié ce la membrana plasmatica.
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Material i métodes

Animals: S'han utilitzat rates Sprague Dawley d'un pes entre 200-250 g
mantingudes amb una dieta ad libitum fins 12 hoes abans de ser utilitzades,
moment en que se'les retira el menjar.

Tractament dels animals: L'heoatectomia parcial s'ha realitzat seguint el

métode descrit per Higgins i Anderson (1931). Totes les operacions s'han
realitzat entre les 8-10 hores del mati per tal de mantenir els ritmes cir-

cadians constants.

Determinacid de 1'activitat UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa: L'acti-

vitat d'aquest enzim s'ha determinat en mostres de citosol obtingudes d'a-
cord al métode descrit per Okamoto i Akamatsu (1980).Els fetges han sigut
homogenitzats en 9 volums de 10 mM tampd fosfat potasic (pH=7.6) el qual
conté 154 mM KC1, 5 mM EDTA 1 2 mM dithiothreitol dins d'un homogenitzador
Potter-Elvehjem. L'homogenitzat obtingut s'ha centrifugat a 10.000 x g du-
rant 10 min. i el sobrenadant obtingut, de nou a 105.000 x g durant 1 hora.
El sobrenadant obtingut d'aquesta segona centrifugacid s'ha utilitzat com a
extracte citosolic.

L'activitat de 1'enzim s'ha mesurat d'acord al métode d'Spivak i Roseman
(1966) amb petites modificacions introduides per Okamoto i Akamatsu (1980).
El métode fonamentalment consisteix en: 700 ug de proteina citosGlica s'afe-
geixen a un medi d'incubacid el qual conté: 200 mM Tris-C1H (pH=7,5), 2 mM
UDP N-Acetyl D-Glucosamina i 50 mM MgS0, en un volum final de 0,4 ml. Passats
30 min. d'incubacid, la reaccid es para calentant 2 min. la barreja a WOOOC.
Després d'afegir 200 mg de resina Ag 1x8 i 600 ul d'aigua per tub, les mostres
es deixen durant 5 min. a t? ambient. Després de 10 min. de centrifugacido la
N-Acetyl D-Manosamina localitzada al sobrenadant es determina per el métode
de Reissig et al. (1955) utilitzant N-Acetyl D- Manosamina com standard.

Determinacid de proteines: La proteina citosdlica ha sigut determinada se-

guint el métode de Lowry et al (1951) utilitzant albdimina de serum bovi com

standard.

Resultats

Activiat de la N Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa durant les 24 primeres

hores de la regeneracid hepatica

‘Per tal d'esbrinar si la desialitzacié de les glicoproteines i glicoli-
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pids de la membrana plasmatica és conseqiiéncia d'un descens de 1'activitat
biossintética de 1'acid sialic s'ha estudiat 1'activitat de la UDP N-Acetyl
D-Glucosamina 2'epimerasa, enzim que catalitza 1'epimeritzacid de la UDP N-
Acetyl D-Glucosamina a N-Acetyl D-Manosamina i 1'alliberament d'UDP. La fiqu-
ra 1 mostra els resultats obtinguts de 1'activitat especifica d'aquest enzim
durant les 24 primeres hores que segueixen a 1'hepatectomia parcial. Tal i

com es pot veure, a les 6, 12, 16 i 20 hores,1'activitat especifica es troba

disminuida respecte als valors obtinguts amb rates control. Aquesta disminu-
cid es correlaciona molt bé amb els resultats obtinguts amb el contingut d'a-
cid sialic de la regid sinusoidal de la membrana plasmatica durant el mateix

periode de temps (Enrich et al. 1984).
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Figura 1: Activitat UDP-N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa durant les 24 pri-
meres hores de la regensracid hepatica. L'activitat especifica esta
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S.D. de més de 4 experiments per punt.
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Efecte de la injeccid intraperitonea
?

Estudis previs realitzats en el nostre laboratori han demostrat que la

injeccid de trifluoperazina (TFP) injectada 4 hores post hepatectomia par-
> L

)
cial, produeix un retard de 10-12 hores en 1'inici de la sintesi d'ADN, en

1'ona citossolica de calmodulina (Soriano et al. 1985) i en el contingut d'a-

cid sidalic de la membrana plasmatica (Coll et al. 1985).

En aquest treball hem estudiat 1'efecte de la TFP sobre 1'activitat de
la UDP N-Acetyl D- Glucosamina 2'epimerasa durant la regeneracid hepatica.
Tal i com es mostra a la taula I, a les 12 i 16 hores després de practicar
una hepatectomia parcial, Tes activitats especifiques de 1'enzim es troben
significativament disminuides.No obstant, després de la injeccid de TFP 4
hores post intervencid quirargica,es pot veure que les 12 hores de la re-
generacid hepatica 1'activitat de 1'enzim es manté a valors control, men-
tre que a les 16 hores ja es troba disminuida. Per tant aquests resultats
indiquen que un cop més la injeccid de TFP produeix un retard de 10 hores

en 1'activitat de la UDP N-Acetyl D-Glucosamina.

- Taula I- Efecte de 1'injeccido de TFP sobre 1'activitat UDP N-Acetyl D-

Glucosamina 2'epimerasa durant la regeneracid hepatica

Temps després de 1'hepa- Activitat enzimatica

tectomia parcial

control (rates no operades) 43.2) .- 4.27

12 hores 35472 3,99 *
12 hores (rates inject. amb TFP) 38,00 = 7.3

16 hores 27.35 = 2.90 *
16 hores (rates inject. amb TFP) dergres 0437
Taula I : Lactiviat especifica s'ha mesurat en mostres de citossol. La

TFP (60 mg /Kg de pes corporal) s'ha injectat per via intra-
peritoneal 4 hores post hepatectomia parcial. Els resultats
s'expresen en n mols de N Acetyl D manosamina/mg prot/30 min.
Cada valor representa la mitja Sas pPi-de 2;5 experiments.

X p€;0.01 aplicant el test de la "t d'student”.



224

Efecte de la calmodulina sobre 1'activitat UDP N-Acetyl D-Glucosamina
2

epimerasa

Coneixent que la injeccid de TFP produeix un retard de 10-12 hores en
tots els esdeveniments mencionats a 1'apartat anterior i que durant el ma-
teix periode de temps en que es produeix 1'ona citosdlica de calmodulina,
es produeix un descens del contingut d'acid sialic a la regid sinusoidal de
la membrana plasmatica, hem plantejat la hipdtesi de que la calmodulina po-
dria ser responsable de regular el contingut d'acid sialic de la membrana
plasmatica inhibint 1'activitat especifica de la UDP N-Acetyl D-Glucosamina
2'epimerasa durant les 20-24 primeres hores post hepatectomia parcial. Aixi,
amb la finalitat de provar aquesta hipdtesi s'ha estudiat directament in vi-

tro 1'efecte de la calmodulina sobre 1'activitat d'aquest enzim regulador de
la biosintesi de 1'dcid sialic. Els resultats es presenten en la taula II,
en la qual es pot veure que concentracions de calmodulina compreses entre
10 i 50 nM, no tenen efecte sobre 1'activitat de 1'enzim. No obstant, con-
centracions superiors a 50 nM inhibeixen significativament 1'activitat es-
pecifica de 1'UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa en un 30% aproximada-

ment.

-Taula II1- Efecte de la calmodulina sobre 1'activitat UDP N-Acetyl D-Glu-

cosamina 2'epimerasa

concentracio de calmodulina activitat enzimatica
0 (control) #3217 5y
10 nM 43.01 T 4.67
50 nM 42.62 T 3.80
100 nM 30.97 £ 1.95 *
500 nM 30.09 T 3.90 *
5 uM 29.64 £ 2.98 *

Taula II: L'activitat especifica enzimatica s'ha mesurat en mostres de
citosol. E1s resultats estan expresats en nmols N-Acetyl D-
manosamina/mg prot./30 min. Cada valor representa la mitja -

= 5.0 de > 5 experiments. * p<0.01 aplicant el test de la t.
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Amb la finalitat d'esbrinar per quin mecanisme es pot produir aquesta

inhibicid de 1'activitat UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa per la cal-

modulina, hem realitzat estudis cinétics en rates no operades de 1'activi-
tat especifica d'aquest enzim en preséncia i abséncia de calmodulina. La fi
gura 2 mostra que en preséncia d'una concentracid 2uM de calmodulina,la ve-
locitat médxima respecte diferents concentracions de sustracte és de 32.85

nmols/mg prot./30 min. la qual representa un descens d'un 1 roximadament

(8 5)
o
o

respecte als valors control, es a dir, respecte als valors obtinguts en ab-

séncia de calmodulina on la e 37.65 nmols/mg prot./30min. Respecte a la

constant aparent de Michaelis (Kﬁ} pel sustracte, el valor obtingut en pre-

séncia de calmoduiina és de76 uM mentre que en abséncia és de 45 M.

1
|

Després de realitzar unaanalisi de la variancia dels coeficients de regres-
si0 de les dues rectes de regresid globals,(obtingudes a partir de la repre-
sentacid de Hofstee i tenint en compie totes les dades obtingudes en c

tica i repeticions) hem aplicat el test del paral.lelisme(Cuadras 1982) per
tal de veure si les dues rectes son paral.leles, la qual cosa indicaria que te-
nen igual pendent i degut a que en la representaci® de Hofstee, la pendendent
cambiada de signe &s el valor de la Km,es pot saber si les dues cinétiques
tenen igual Km. En el nostre cas, prévia aplicacid d'aquest test, hem poou=
comprovar que les dues K~ son diferents (pg0,001). Per tant, a partir dels
resultats obtinguts podem concluir que la calmodulina produeix un descens de

1'afinitat de 1'enzim pel seu sustracte.

Per tal de veure si aquests resultats es podrien extrapolar al cas de
la regeneraci6, hem realitzat un estudi cinétic comparant la cinética con-
trol (corresponent a rates no operades) amb la cinética obtinguda a les 12
hores de la regeneracid hepética, per ser el moment amb menor contingut
d'acid sialic a nivell de la membrana plasmatica.

Tal i com es mostra en la figura 3, a les 12 hores després de practicar
una hepatectomia parcial, la v = 33.46 nmols/mg prot./30 min., es a dir,

max.
un 15% aproximadament més baixa que 1'obtinguda amb rates control on v

= 39.87 n mols/mg prot./30 min. La constant aparent de Michaelis per eTa:ds—
tracte &s de 67 uM per la mostra regenerant i 46 uM per la mostra control.
Aquestes dues Koy també son diferents estadisticament (pg0,01)quan s'aplica
el test del paral.lelisme amb els mateixos criteris que en el cas anterior.

Per tant, també en el cas de la regeneracid existeix una pérdua d'afinitat

de 1'enzim per la UDP-NAcetyl D-Glucosamina, es a dir, pel seu sustracte.
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Actualment sembla estar forca clar el fet de que 1'unid de les glico-
proteines de la membrana plasmatica amb la matriu extracel.lular esta re-
lacionada amb la regulacid de la proliferacid i la diferenciacid cel.lu-
lars ( Watt, 1986). Ja que 1'adcid sidalic normalment és el sucre terminal
de les glicoproteines, &s possible imaginar el fet de que modificacions
en el seu contingut produeixi canvis d'afinitat de les glicoproteines de
la membrana plasmatica amb els 1ligands de la matriu afectant d'alguna ma-
nera a la proliferacid i a la diferenciacio.

Treballs anteriors nostres han demostrat que durant la proliferacid he-
patocel.lular existeix un descens en el contingut d'acid sialic de la regid
sinusoidal abans d'iniciar-se la sintesi d'ADN ( Enrich et al. 1984, Coll
et al 1985). Aixi, pensant en que la desialitzacid és un fet relacionat amb
la proliferacid, s'ha estudiat per quin mecanisme es pot produir. Els re-
sultats presentats a la figura 1, mostren que 1'activitat de la UDP N-Acety]
D-Glucosamina 2'epimerasa es troba disminuida de les 6-20 hores post hepa-
tectomia parcial. Per tant, el descens en el contingut d'acid sialic durant
la proliferacié hepatocel.lular pot estar produit per una disminucié de la
seva sintesi.

D'altra banda, diversos fets indiguen que 1'ona de calmodulina citosso-
lica podria ser responsable de produir el descens en 1'activitat de 1'UDP-
N-Acetyl D-Glucosamina 2' epimerasa ja que:

1) quan la droga anticalmodulina TFP és injectada 4 hores post hepatectomia
parcial, es produeix un retard de 10-12 hores de 1'ona de calmodulina citos-
sdlica, de la sintesi d'ADN, de la desialitzacid de la membrana plasmatica i
del descens de 1'activitat especifica de la UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epi-
merasa (taula I).

2) Concentracions superiors a 50 nM de calmodulina inhibeixen 1'activitat de
1'UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa (taula II).

3) Els estudis cinétics de 1'UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa en funcid
de diferents concentracions de sustracte utilitzant 2 uM de calmodulina,indi-
quen que la calmodulina fa disminuir 1'afinitat de 1'enzim per el seu sustrac-
te S figra 2):

4) A les 12 hores de la regeneracid també hi ha una pérdua de 1'afinitat de
l'enzim pel seu sustracte (figura 3), la qual cosa , un cop més fa pensar que

la calmodulind podria ser responsable d'aquest fet.
No obstant, ja que la K obtinguda a les 12 obtinguda a les 12 hores




&s 1leugerament inferior (67 uM) a 1'obtinguda amb rates control utilitzant
2 uM de calmodulina (76 uM), la interpretacid que ens sembla més probable é&s
la de que durant la regeneracid hepatica la calmodulina possiblement no pro-
dueix un canvi d'afinitat del 100% de les molé&cules sind d'aproximadament un
90%.

Actualment, no coneixem com pot actuar la calmodulina per tal d'inhibir
1'activitat de 1'UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa. Ara bé, al menys
existeixen tres possibilitats diferents:

a) per 1'unid directe de la calmodulina amb 1'enzim,

b) per una fosforilacid de 1'enzim per accid d'una protein quinasa depenent
de calmodulina,

c) per una defosforilacid de 1'enzim per una protein fosfatasa depenent de
calmodulina.

Per tant, la conclusié a la que arribem a partir dels resultats obtinguts
en aquest treball, és la de que es pot postular el fet de que la calmodulina
regula el contingut d'acid sialic de la membrana plasmatica disminuint 1'afi-
nitat de 1'UDP N-Acetyl D-Glucosamina 2'epimerasa per 1'UDP N-Acetyl D-Glu-
cosamina, sustracte de 1'enzim i metabdlit fonamental de la biossintesi dels

diversos acids sialics.
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