
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

Dpto. de BIOQUíMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR II

CARACTERIZACION DE LA

6.FOSFOFRUCTO~2-QUINASA/FRUCTOSA-2,6-BISFOSFATASA

EN EL HIGADO DE RATA DURANTE LA TRANSICION

FETAL-NEONATAL

1/k’> ct~yL’ ¿~y,

1/atril: Sn

Vocal: Sr Vi.

Sócr~te4o; Sr, Dr.

j1
Pu,-,

Dr. - ~IRYxk~MJ2z444

ff2_____
CZnxi (~g.~irr vq~ .R ÁO

MARTA CASADO PINNA

‘~~1
‘41

1~

Madrid, 1996



UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

Dpto. de BIOQUIMICA Y BIOLOGíA MOLECULAR II

CARACTERIZACION DE LA

6-FOSFOFRUCTO-2-QUINASA/FRIJCTOSA-2,6-BISFOSFATASA

EN EL HIGADO DE RATA DURANTE LA TRANSICION

FETAL-NEO NATAL

MemoriadeTesisparaoptar al gradode doctorapresentadapor
MARTA CASADO PINNA

Directora deTesis:
Dra. PalomaMartin-Sanz

Madrid, 1996



El presentetrabajaha sido realizadoen el Instituto de Bioqufmica Centro Mixto

CSIC-UCM. FacultaddeFarmaciaU.C.M. Madrid, bajo la direcciónde la Dra,

Paloma Martin-Sanz, con ayuda de una beca de Formación de Personal

Investigadorde] Ministerio de Educacióny Ciencia



A mi Familia



AGRADECIMIENTOS

Durante estos años de tesis muchas han sido las personas a quienes tengo que

agradecer, no sólo mi formación científica sino espec¿almente el haberme ayudado a

formarme un poco más como persona.

En primer lugar, quiero expresar ini más profundo agradecimiento a mi directora de

tesis la Dra, Paloma Martín-Sanz por haberme aceptado en el laboratorio, por todo su

interés, su ejemplo y el continuo apoyo que me ha proporcionado durante la realización del

presente trabajo.

Deseo también apresar mi agradecimiento al Dr. Ruiz-A mil y al Dr, Benito de las

Heras por la buena acogida que me brindaron en este departamento y a la Dra. Evangelina

Palacios por haber aceptado ser mi tutora.

Mi más sincero agradecimiento a los Dres. Lisardo Boscá y María José Martina

Diaz-Guerra gracias a cuya colaboración y ayuda ha sido posible la realización de buena

parte de esta tesis.

A Muza, Sonsoles, Nuria, Marta, Teresa> Francisco, Fede, Beatrice, Fulvia, Ana

por haber sido unos magníficos compañeros y amigosy haberme soportado durante todo este

tiempo. Gracias por todos vuestros buenos detalles, A Oscar le agradezco haberme prestado

su ayuda cuando se lo he solicitado,

Quiero agradecer a la Dra. María Cascales y a Lola Velasco su acogida, ayuda y

amistad.

Quiero expresar ¡m agradecimiento al Dr. J.N. Octave <Bruselas, Bélgica) y al Dr.

Pilkis (Minesota, Estados Unidos) por permitirme trabajar en sus laboratorios y conocer

cómo se hace ciencia en otros paises. Al Dr. Lange por ocuparse de mitras el desgraciado

fallecimiento del Dr. Pilkis y a todo el grupo del laboratorio del Dr. Pilkis (Dave, Doriane,

Sara, Tara...) por hacer mi estancia en Estados-Unidos mucho más fácil y agradable.



Gracias a todos los que han estado y siguen estando en el Departamento de

Bioquímica y Biologia Molecular JI por los buenos y malos ratos que han compartido

conmigo.

Gracias a todo el personal del Instituto de Bioquímica <Manolo, Angel, Maribel,

Adoración....) por hacer parte de mi trabajo mas fácil.

Muchas gracias a mis amigos LuIn, Carola, Inma, Cota, Teté, Clara, Judith, Cinta,

Pilar por haberme apoyado fuera de mi trabajo y haberme animado a que siguiera

adelante.

Quiero dar las gracias a mi familia por apoyarme y haber creído en mí,

espectalmente a tuis abuelos a los que por desgracia no podré decirse/o personalmente.

Finalmente quiero dar las gracias a mis padres y a mis hermanos porque sin vosotros

flO hubiera sido capaz de realizar este ni ningún otro trabajo.



ABREVIATURAS

ADP:
ADN:
ADNc:
Ala:
ALD:
AMP:
AMPc:
Arg:
ARN:
ARNm:
ARNt:
Asp:
ATP:
bp:
CNBr:
cpni:
Cys:
dCTP:
DEPC:
Dex:
DMEM:
DTT:
ECL
EEM:
EDTA:
EGTA:
Fra 61’:
Fru-1,6-P2:
Fru-2,6-P2:
FBPasai:
FBPasa2:
GK:
sn-glicerol 3P:
Gla:
Gla 6P:
GIy:
GTP:
Hepes:
II GF:
lBs:
ms:
¡<Da:
Kb:
Km:
KL
Leu:
Lys:

Adenosina 5’ bisfosfato
Acido desoxiribonucléico
Acido desoxiribonucléico complementario
Alanina
Aldolasa
Adenosina5’ monofosfato
Adenosina5’ monofosfatocíclico
Arginina
Acido ribonucléico
Acido ribonucléicomensajero
Acido ribonucléicode transferencia
Aspártico
Adenosina5’ trisfosfato
Paresde bases
Bromurode cianógeno
Cuentaspor minuto
Cisteina
Deoxicitidina5’ trisfosfato
Dietilpirocarbonato
Dexaníetasona
Medio Dulbeccomodificadopor salesde Bagle
DL-Ditiotreitol
Sistemaintensificadorde quimioluminiscenciaparaWesternblot
Error estandardde la inedia
Acido etilén-diamino-tetra-acético
Acido etilén-gí¡col-bis (fi-amino etilén-N,
Fructosa6-fosfato
Fructosa-1,6-bisfosfato
Fructosa-26-bisfosfato
Fructosa-1,6-bisfosfatasa
Fruotosa-2,6-bisfosfatasa
Glucoquinasa
GI icerol 3-fosfato
Glutámico
Glucosa6-fosfato
Glicina
Guanosina5’ trisfosfato
Acido 4-(2-liidroxietil)-1 -piperazin-etil-sulfónico
Factorde crecimientodel hepatocito
Histid iiia
Insulina
Kilodalton
Kilobase
Constantede afinidad
Constantede inhibición
Leucina
Lisina

N’-tetraacético)



MOPS:
NADH:
NADP~:
dNTPs:
PAGE:
IPBS:
PCR:
PEPCK:
PFK-I:
PFK-2:
PI?:
Pi:
Pipes:
PK:
PKA:
PKC:
PMSF:
PPi:
PPiPFK:
Pro:
RMN:
SDS:
Ser:
T3:
TGFa:
flM/GDH:
Thr:
Tris:
UTP:
V¡nax:

Acido 4-morfolinopropanosulfónico
Nicotinamidaadenina dinucleátido reducido
Nicotinam ida adenina dinucleótido fosfato oxidado
Deoxinucleátidos trisfosfato
Electroforesis en gelesde poliacrflamida
Tampónfosfato salino
Reacciónde la polimerasa en cadena
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
6-fosfofructo 1-quinasa
6-fosfofructo 2-quinasa
Pirofosfato fructosa 6-fosfato 1 fosfotransferasa
Fosfato inorgánico
Acido 1 ,4-piperazin-dietil-sulfónico
Piruvato quinasa
Proteína quinasa A
Proteína quinasa C
Beni L-rneti1 -sulfon i 1-fluoruro
Pirofosfato
6-fosfofructoqumasadependientede pirofosfato
Prolina
Resonanciamagnéticanuclear
Dodecil sulfato sódico
Serma
Tiroxina
Factorde crecimiento transformantebeta
Triosafosfato isomerasa/glicerin-3-fosfatodeli idrogenasa
Treonina
Tris-(h¡droxirnetil)-aminometano
Uridina 5’ trisfosfato
Velocidad máxima



Indice



Indice

Capítulo 1: Introducción 1

1.- Generalidades 1

2.- Caracterización de los ¡soenzimasde PFK-2/FBPasa2 5

2.1.- PFK-2¡FBPsa2 hepática (Tipo L) . 7

2.1.1.-6-fosfofructo-2-quinasa(PFIK-2) , 9

2.1.2.-Fructosa-2,6-bisfosfatasa(FBPasa2) 11

2.1.3.-Regulación de la PFK-2/FBPasa2hepática . . 12

2.1.3.1.-FosforilachSnde la L-PFK-2/FBPasa2. . . . 12

2.1.3.2.-Regulaciónpor ADP-ribosilación 16

2.2.- PFK-2/FBPasa2de corazón (Tipo H) 16

2.3.- PFK-2/FBPasa2de músculo esquelético(Tipo M) 18

2.4.- PFK-2/FBPasa2de cerebro 18

2.5.- PFK-2/FBPasa2de testiculo 19

2.6.-.PFK-2/FBPasalde líneascelulares 20

2.7.- Otros ¡soenzimasPFK-2/FBPasaZ 21

3.- Los genesde los isoenziniasPFK-2/FBPasa2 22

3.1.- Gen A de la PFK-2/FBPasa2 22

3.1.1.-Promotor L 23

3.1.2.-Promotor M 25

3.1.3.-PromotorF 26

3.2.- Estructura del gen B que codifica al isoenzimade corazón 27

4.- Control hormonal de la expresión del gen de la PFK-21F?BPasaZ 29

4.1- Glucocorticoides 29

4.2- Hormonas tiroideas . . 30

4.3.- Insulina y glucagón 31

4.4.- Factoresde crecimiento, ésteresde forbol y oncogenes 32

Objetivos

Capítulo2:MaterialyMétodos 35

1.-Materiales 35

1.1.- Equipo instrumental 35

1.2.- Reactivos 36



Indice

1.3.- Material biológico 36

1.3.1.-Animales 36

1.3.2.-Preparaciónde homogeneizadoshepáticos 37

1.3.3.-Aislamiento de hepatocitos 37

1.3.3.1.-Aislamiento de hepatocitosadultos 37

1.3.3.2.—Aislamiento de hepatocitosfetales 38

1.3.3.3.-Condicionesde cultivo 39

1.3.4.-Transformación de bacterias competentes.Preparación de plásmidos.

Obtención de insertos 40

2.- Métodos 42

2.1.- Detenninacién de Fru-2,6-P1 42

2.2.- Determinación de la actividad quinasa de la PFK-2/FBPasal 42

2.3.- Deteccióncon anticuerpos de la PFK-2/FBPasa2 43

2.3.1~-Preparación dc anticuerpos 43

2.3.2.-AnatlisisporWesternblot 43

2.4.- Extracción de ARN total 44

2.5.- Obtención de poliA-ARN 45

2.6.- Análisis por Northern blot 46

2.7.- Hibridación en solución/Ensayode protección con ARNasas 48

2.8.- Reacciónde extensióncon cebador (“Primer extension”> 50

2.9.- Análisis por RT-PCR del ARN de la PFK-2/FBPasa2 51

2.10.-Secuenciaciónde los productos amplificados por PCR 53

2.11.-Determinación de proteínas 54

2.12.-Métodos estadísticos 54

Capítulo3:Resultados 55

1.- Estudio de la regulación honnonal dc la PFK-2/FBPasa2en el hígado fetal . 55

1.1.- Efecto del ghicagóny del AMPe en la actividad quinasay en la cantidad de

PFK-2/FBPasa2en cultivo primario de hepatocitosfetales y adultos . . . 55

1.2.- Efecto del glucagóny del AMPc sobre los nivelesde ARNm de la PFK-

2/FBPasa2enhcpatOcitOSfCtOlCS 56



Indice

1.3.- Regulaciónpor glucocorticoidesde la PFK-2/FBPasa2en hepatocitos

fetales 66

1.4.- Regulaciónpor insulina y tiroxina de la PFK-2/FBPasa2presenteen

hepatocitosfetales 68

1.5.-Estudiode la estabilidaddel ARNm de la PFK-2/FBPasa2en hepatocitos

fetalesderata 74

2.- Caracterizaciónde la PFK-2/FBPasa2durantela transiciónfetal-neonatalen el

hígadoderata 77

2.1.-Actividad quinasadurantela transición fetal-neonatal 78

2.2.-Estudioinmunológico de la PFK-2/FBPasa2durantela etapaperinatal

medianteanticuerposespecíficos 80

2.3.-Reconocimientodiferencialdel ARNm de la PFK-2/FBPasa2durantela

transiciónfetal-neonatalen el hígadode rata 81

3.- Caracterizaciónde las formasde ARNm de la PFK-2/FBPasa2presentesen el

hígadofetal 84

4.- Caracterización de las especiesde ARNm de la PFK-2/FBPasa2presentesen el

hígadofetal medianteel análisispor transcripciónen reverso-reacciónde la

polimerasaen ca(lena 94

5.- Identificacióndel extremo5’ del ARNm de la PFK-2/FBPasa2específicode hígado

fetal. Reacción de extensión con cebador(“Primer extension”) 98

Capítulo4: Discusión 101

Conclusiones 106

Bibliografía 108



Capítulo 1: Introducción



Cap. It Introducción

1.- Generalidades

Fueen el año 1909 cuandoYoungaislé, a partir delevaduraen fermentación,

la primerafructosabisfosfato,la fructosa-1,6-bisfosfato(Fru-1,6-P2), identificadaañosmás

tarde,en 1928, porLevemey Raymond.Tuvieronquetranscurrir71 añosparaquesealsíara

unasegundafructosabisfosfato,la fructosa-2,6-bisfosfato(Fru-2,6-P2),quese descubrióen

1980 a raíz de las investigacionesrealizadaspara elucidar el mecanismopor el cual el

glucagón,vía su segundomensajeroel AMPo, estimula la gluconeogénesise inhibe la

glucolisishepáticas(VanSchaftingenetal., 1980>. La Fru-2,6-P2seencuentraen eucariotas,

incluyendolevadurasy plantassuperiores,perono enprocariotas.Su síntesisa partir deFru

6P y ATP y su hidrólisis a Fru 6P y Pi son catalizadaspor los enzimas6-fosfofructo-2-

quinasa(PFK-2) y fructosa-2,6-bisfosfatasa(FBPasa2),respectivamente.Las dosactividades

copurificancomoun enzimahomodímerobifuncional(PFK-2/FBPasa2)(EI-Maghrabiel al.,

1982a), siendouno de los cinco enzimasbifuncionalesconocidosquecatalizanreacciones

opuestasy el único cuyo sustratoesun metabolitoy no unaproteína.

PFK2/FBPasa2-OH

Pi H,O
2

o
II

O.POH,C ~»kJx OH ¡ C.POH,G O O~P•O
o.4.19 4CH,OH Fru-6-P Fru~2,6-P0 FI 011,0>1

\H DII’ 1-4 CH

\ffi
OH >1 OH H

Figura1.1. Síntesisy degradaciónde la Fru-2,6P2.Adaptadade Van Sohaftingen (1990).

La Fru-2,6-P2esun potenteactivadordel enzimaglucolitico 6-fosfofructo-1-quinasa

(PFK-1) (Van Sohaflingenet al., 1981) y un inhibidor del enzimagluconeogénicofructosa-

1,6-bisfosfatasa(FBPasal)(Pilkis et al,, 1981).La unión de la Fru-2,6-P2a su sitio activo

en la PFK-1provocaun incrementoen la afinidad del enzimahaciasusustrato,Fru 6P,una

PFK2/FBPasa2-OP

1



Cap. 1: Introducción

disminuciónen la sensibilidaddel enzimaa la inhibición por ATP y una mejorade la unión

de otro activadoralostéricode la PFK-1, el AMP (Kemp y Marcus, 1990). Con relacióna

la inhibición de la FEPasalpor la Fru-2,6-P2sehan sugeridodos mecanismosde acciónde

la Fru-2,6-P2sobrela FBPasal.Un grupodeinvestigadoressugierenunainteracciónde tipo

alostéricoentreel azúcarbisfosfatoy el enzima,apoyándoseen el hechodequela Fru-2,6-P2

modifica la cinéticade la FBPasalhaciasu sustratode un perfil hiperbólicoa uno sigmoideo

(Meek y Nimo, 1983). El segundomecanismode acción implica la unión del metabolito

bisfosfatoal sitio activo de la FBPasal,teniendoen cuentaquela presenciadelsustratoFru-

1,6-P2permitela unión de la Fru-2,6-P2e impidela inhibición causadapor la modificación

químicadel sitio activo (MoGraneet al., 1983).

La PFX-1 y FBPasalcatalizanla interconversiénde Fru 6P y Fru-1,6-P2.El efecto

neto de la acciónde ambosenzimases simplementela hidrólisis de ATP a ADP y Pi, un

ciclo fútil. Con el fin de conservarla disponibilidadde sustratosenergéticos,es importante

parala célula quelos dos enzimastenganmecanismosde regulaciónopuestos,es decir, que

cuandola PFK-1 (glucolisis) seactive, la FEPasal(gluconeogénesis)seinhiba, y viceversa.

En estesentidola Fru-2,6-P2es, por tanto, un eficientereguladormetabólico.

En el hígado,en presenciade concentracionesfisiológicasde sustratosy efectores,

la PFK-1 es casi completamenteinactiva a menosque concentracionesde Fru-2,6-P2del

rangomicromolaresténpresentesparaliberar al enzimade la inhibición inducidapor ATP.

Las concentracionesde Fru-2,6-P2estánen eserango(Reinharty Lardy, 1980), por lo que,

en el hígado, la Fru-2,6-P2juegaun papelprincipal en la estimulaciónde la glucolisis en el

estadopostprandial(cuandola disponibilidadde sustratosenergéticosesmáximay prevalece

el papelanabólicodela glucolisis), mientrasquedurantela anoxiaseríanotros factores tales

como nucleótidosdeadeninay Pilos quejugarían el principal papel regulador, ya que la

concentraciónhepáticade la Fru-2,6-P2disminuye,probablementedebidoal aumentoen la

concentraciónde glicerol 3P quetienelugar durantela anoxia (fig. 1.2).

En cerebro,médula renal, músculo tetánico, eritrocitos y células espermáticas,la

glucolisis es el principal mecanismopara la provisión de disponibilidad de sustratos

energéticos.En estos tejidos, la Fru-2,6-P2no pareceestarimplicada en el control de la

glucolisis, ya quesuconcentraciónno estárelacionadacon los cambiosen el flujo glucolítico

2



Cap. 1: Lntroduceidn

(Yamamotoet al.,1990).Cuandola provisiónde disponibilidadde sustratosenergéticoses

el papel principal que desempeñala glucolisis, el control probablementelo ejercen los

nucleótidosdeadenina,el Pi y el citrato en vez de la Fru-2,6-P2.

Muchos tumoresy células de rápido crecimiento mantienenunaelevadaglucolisis

incluso bajo condicionesaeróbicas,el denominadoefectoWarburg. El incrementode la

glucolisis sedebeen partea un aumentoen el transportede hexosasy en la concentración

de Fru-2,6-P,.Una de las característicasde las células en proliferación es su contenido

relativamenteelevadode Fni-2,6-P2.De hecho,unadelasconcentracionesmáselevadasdel

metabolito bisfosfato se ha detectadoen fibroblastos tratados con ésteresde forbol o

transformadoscon v-src (Boscáet al., 1985y 1986; MarchandeL al,, 1992), queescincuenta

vecessuperiora la requeridaparaalcanzarla mitad del efectomáximoen la estimulaciónde

la PFK-l.

GLUOOI’JEOGENESIS OLUOOLISIS

Precursores
gluconeogér~icos,
etanol

t

Ac. grasos libres

citrato

PFK2/FBPasa2
4

~2OP

N

glucosa Q

t
FruOP

Pru•l 6-P2

ji
lactato

Ayuno. díabeles

glucagón

tosforlíación

glucosa
agentes adrenérgicos

hexosas-6•P

PFK2/FBPasa2
4

~2.6-P

e
4,

I1
glucosa <~

4
Fu6P

Fru-l

t

insuline

¿dotostorilaciór,?

‘Ir
lactato

Figura 1.2. Papel de la Fru-2,6-P2 en el control a corto plazo de los flujos glucolftico/gluconeogdnico

hepáticos.Adaptada de Rousseauy Hue (1993).
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Cap. 1: Introduccidul

La Fru-2,6-P, está presente en una variedad de píantas tanto en tejidos no

fotosintéticos como en las hojas y, aunqueprincipalmentese encuentraconfinadaen el

citosol, actúa coordinando la actividadmetabólicaen diferentescompartimientossubcelulares,

concretamentecontrolandola interconversiónde sacarosa(en el citosol) y almidón (en los

plastos). Los dos únicos enzimas sobre los que la Fru-2,6-P2actúa en plantas son la

pirofosfato fructosa 6-fosfato 1 fosfotransferasa(PFP) y la fructosa-1,6-bisfosfatfls8.

(FEPasal),queal igual queel metabolitobisfosfato,selocalizanen el citosol (MaeDonald

y Buchanan, 1990). A excepciónde una escasaactivación (10%) de la PFK-1 altamente

purificadade rafz de zanahoria,no hay evidenciasde quetanto la formaplastídicacomo la

citosólicade la PFK-1 seansensiblesaFru-2,6-P2.

Eru-2,6-P2

Cloroplasto

fi Fru-1,6-F%asa

Piruvato jET! Triosa-P 1 Fru-l.6-P, ~ >‘ Fru-6-P ±~t Glu-1-PjEftsacarosa
PFP

Fru-2 &Pa

Figura 1.3. Papel de la Fru-2,6-P2 en plantas. Adaptada de MacUonaid y flu~hanan (1990).

La PFK-l delevadurasseactivaporconcentracionesmicromolecularesdeRu-

2,6-P2 y, al igual que ocurre con el enzima de mamíferos, la unión de la Fru-2,6-P2

incrementala afinidadde la PFK-1 por AMP (Kessleret al,, 1982>.En levaduras,la Fru-

2,6-P2 también controla el metabolismode carbohidratosa través de la inhibición de la

FBPasal(Noda eL al., 1984).La Fru-2,6-P2participaen el controlde la gluconeogénesisno

sólo inhibiendola actividadbisfosfatasa,sinotambiénestimulandosu fosforilación, señalque

indica el inicio de la proteolisisde la FBPasalde levaduras,Probablemente,la Fru-2,6-p~

cambiela conformaciónde la FEPasalde tal forma que la hace más susceptib]ea la

fosforilación (Pohlig et al., 1983).

La Fru-2,6-P2tambiénestápresenteenTripanosomas,Euglenas,Dunaliellas, en el

4



Cap. 1: Introduccidn

moho celular del cieno Dictyos:elium discoideum,así como en las esporangiosporasde

Phycomycesblakesleeanus.No seha detectadoen Trichomonas,Isotricha,en las bacterias

Escherichia coil, Bacillus subtilis, Sbaphylococcus albus, Streptomyces lividans o en las

bacteriasfotosintéticasNonocrnuscorumy Prochioron (Van Schaftingenet al., 1990). Sin

embargo,la FBPasalde E. ccli es inhibida competitivamentepor la Fru-2,6-P2,aunquea

diferenciadel enzimahepático,esta inhibición no es sinérgicacon el AMP (Marcus et al,,

1984).

2.- Caracterizaciónde los Isoenzimasde PFK-2/FBPasa2

Comoya seha mencionadoanteriormente,la síntesisy la degradaciónde la

Fru-2,6-P2estáncatalizadaspor el enzimabifuncionalPFK-2/FBPasa2(E.C. 2-7-1-105/E.C.

3-1-3-46)(fig. 1. 1), A la vistade los diferentespapelesen los queestáimplicadala Fru-2,6-

P2, no sorprendela existenciade diversos isoenzimasde la PFK-2/FBPasa2que capacitan

a los diferentestejidospararesponderde maneradistintatantoahormonasy nutrientescomo

al desarrolloy a estadospatológicos.

Desdeel descubrimientode la PFK-2/FBPasa2de hígadode rata(El-Maghrabiet al.,

1982a, 1982b;Lively et al., 1988), sehan identificadootrascuatroisoformasen mamíferos

presentesen músculo esquelético(Darville et al,, 1989; Kitamura et al,, 1989), corazón

(Kitamura y Uyeda, 1987; Tsuchyay Uyeda, 1994), testiculo (Sakataetal., 1991) y cerebro

(Ventura et aL, 1992), así como dos formas de PFK-2/FHPasa2de levaduras,PFK26

(Kretschmery Fraenkel, 1991) y FBP26 (Kretschmeret al., 1992). La PFK-2/FBPasa2

también se ha detectadoen músculo de anfibios (Pyko et al., 1993) e hígado de peces

(DeFrutos y Baanante,1994), siendo similaresa las isoformasde músculoesqueléticoe

hígadode rata, respectivamente.En plantas,hay evidenciasde la existenciade un enzima

bifuncional (Larondelle et aL, 1986), aunquealgunasplantaspodrían tener una forma

independientede FBPasa2 (MacDonaldet al.4987>.

Entretodaslas isoformasdePFK-2/FBPasa2descritashastael momentoexisteun alto

gradodeconservaciónde la estructurade los dominiosquinasay bisfosfatasa,encontrándose

las mayores diferencias en la longitud y composición de las regiones amino y

carboxiterminales,asícomoen la presenciao ausenciaen dichasregionesde varios sitios de

5
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fosforilaciónpor protefnaquinasas(fig. 1.4). Así, por ejemplo, las secuenciasprimariasde

los dominiosquinasay bisfosfatasade los enzimasde hígadode rata y corazónbovino son

un 86% idénticas,mientrasquesusregionesamino y carboxiterminalescompartentan solo

un.29%y un42% dehomología,respectivamente(Langeetal., 1991). Ademásde haberuna

elevadahomologfaentrelos tejidos, tambiénexisteun alto gradode identidadentredistintas

especies.Por ejemplo, la homologíaa nivel de la secuenciade aminoácidosde los enzimas

de hígadohumano(Langey Pilkis, 1990; Lange et al., 1993) y de hígadode rata (Colosia

et al., 1987; Darvilte et al., 1987; Colosia et al., 1988) con el enzimapresenteen hígado

bovino (Lange et al., 1991) es de un 98.3% y 97%, respectivamente.

CUINASA
32 2~O
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Músculo ~2820 2234

Corazón
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Figura 1.4. Isofonnas de la PFK-2IFBPasa2: grado de conservaciónde sus dominios quinasa y

bisfosfatasa.AdaptadadeKurland y Pilkis (1995). Lesdominiosquinasay bisfosfatasase indicancon cajas

abiertas especificándosela posición de los residuos catalfticamenteimportantes. Las cajas sombreadas

correspondenalasregionesaminoy carboxiterminalesquecontienensitiosdefosforilaciónporPKA (A) o PKC

(C). Las regionesaminoo carbaxiterminalesqueno contienensitiosde fosforilación se indican, al igual que

los dominiosquinuay bisfosfatasa,comocajasabiertas.
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Aún cuando las estructurasde los dominios quinasay bisfosfatasaestánaltamente

conservadas,hay claras diferencias en las propiedadescinéticas de las distintas PFK-

2/FBPasa2tejido-específicas(fig. 1.5). Con respectoa las isoformasde hígado de rata,

testiculo y cerebrobovinos, quepresentanvaloresde Vmax similarespara sus actividades

quinasay bisfosfatasa,el enzima de músculo esqueléticotiene una relación de actividad

quinasa/bisfosfatasabaja, mientrasque el enzimade corazón bovino se encuentraen el

extremo opuesto, con una relación de actividadesPFK-2/FBPasa2elevada(Pilk.is et al.,

1995). Dado que entretodas las isoformaslas regionesamino y carboxiterminalesson las

&eas de menor homología(fig. 1.4), las diferencias cinéticas mostradasen la figura 1.5

corroboranla hipótesisde queestasregiones son las responsablesde la adaptaciónde las

propiedadescatalíticasdecadaunade las distintasisoformasa las exigenciasmetabólicasde

cadatejido (Kurland y Pilkis, 1995).

2.1.- PiFK-2/FBPasalhepaltica(Tipo L)

La PFK-2/FBPasa2 hepática fue el primer isoenzima en ser purificado a

homogeneidad,observándosequesusactividadesquinasay bisfosfatasacopurificabancomo

unaproteínahomodiméricaconidénticassubunidadesde55 kDa(El- Maghrabiet al., 1986).

Cadasubunidadsedivide en tres dominios: un dominio aminoterminalregulador (residuos

1 al 32), un dominio quinasa(residuos33-250)y un dominio bisfosfatasa(residuos25 1-470)

(Lively et aL, 1988) (Fig. 1.4). La pruebade la existenciade los dominiosseobtuvocuando

cadaunode ellos seexpresódemaneraindependienteen E. col! mediantetécnicasde DNA

recombinante.Cuandoel dominiobisfosfatasa(residuos227-470)seexpresóen E. coil, sus

propiedadescinéticas fueron idénticas al dominio fosfatasadel enzima bifuncional, a

excepciónde comportarsecomo un monómerode 30 kDa, mientrasque en el enzima

bifuncional actúacomo un dímero (Tauleret al., 1988). El dominio quinasaexpresadoen

E. cotí (residuos1-257) tambiénes catalíticamenteactivoaunquela afinidadpor ATP y Fru

6P sereduceencomparaci6ncon la actividadquinasadel enzimabifuncional (Tauleret al.,

1989). La expresiónde los dos dominiosen EX col! proporcionauna sólida evidenciapara

la hipótesisde queel enzimahepáticoconsisteen dos dominioscatalíticosindependientes

codificadospor un gen fusionado.

7
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Cap. 1: Introducción

Paraidentificarlos dominioscatalíticosfue necesariodeterminarla secuenciaprimaria

de laproteína.Esto serealizópor secuenciacióndirectadel enzimahepáticopurificado y por

métodosde clonaje que implican el análisis con anticuerposde una librería de ADNc de

hígadode rataexpresadaen Xgtll (Lively et al., 1988). La proteínamadurase componede

470 aminoácidos,siendo el residuoaminoterminaluna serma acetilada.El análisisde la

secuenciaprimada reveló que los dominios quinasay bisfosfatasason estructuralmente

similaresa los enzimasglucoliticosPFK-1 y fosfogliceratomutasa(PGM), respectivamente

<Bazan et al., 1989). Este análisis confirma la hipótesis de que la PFK-2/FBPasa2es

productodeunafusión génicadeunidadescatalíticasquinasay mutasa/fosfatasa.

2.1.1.-6-fosfot’ructo-2-quinasa(PFK-2)

La actividad quinasacatalizala síntesisde Fru-2,6-P2a partir de Fm 6P y

ATP-Mg
2~. Transfiereel grupoy-fosfatodel ATP a la posición2 de la Fm 6P, implicando

un desplazamientoen líneaen el cual el grupo2-hidroxil del sustratounido al enzimaataca

directamenteal grupoy-fosfatodel ATP (Kountzetal., 1988). LaPFK-2prefiereATP como

donadorde fosfato aunquetambiénpuedeutilizar GTP y (y-S)ATP (Pilkiset al,, 1995), La

L-sorbosa6Ppuedeservir tambiéncomofosfoaceptor(Pilkis et al., 1985). El pH óptimode

la reacción quinasaestá entre 8 y 9 (EI-Maghrabi et al., 1984). El enzima hepáticoestá

saturadopor ATP-Mg2~, es estimuladopor fosfato y arsenato(Kountz et al., 1986) y es

inhibido por los dos productosde la reacciónADP y Fru-2,6-P
2(Ki=50 pM), al igual que

por citrato (Ki=0.5 mM), fosfoenolpiruvato (Ki=0.5 mM) y sn-glicerol 3P a

concentracionesfisiológicas.La Km dela PFK-2por Fm6Psehadescritoentre50-140~M.

Los grupossulfhidrilo son importantespara la actividad PFK-2.El tratamientocon

iodoacetamidade la PFK-2/FBPasa2de hígadoderataalquila lasCys 107, 160, 183 y 198

(EI-Maghrabiet al., 1987), y suponeun incrementode 10 vecesen la actividadpor Fru 6P

y en la Ki paraFru-2,6-P2.Todo ello implica a estosresiduosde Cys como importantesen

el mantenimientode la conformacióndelsitio de unión de las hexosasfosfato (Crepinet al.,

1993).

El alineamientode la secuenciadel dominioquinasadel enzimabifuncionalhepático

de ratacon la secuenciade la PFK-1 de E. col! o Bacillus stearothermophilus(Shirakihara

L

L~

1

[1

9
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[‘1

y Evans, 1988),junto conexperimentosde mutagénesisdirigida han permitidodelimitaruna

serie de residuosclaves estructural o funcionalmenteen el dominio quinasade la PFK-

2/FBPasa2(ñg. 1.6). Los residuosArg 195, Arg 225> Arg 230 y Arg 238 de la PFK-2

hepáticaestaríanimplicadosen la unión con Fm 6P. Concretamentelos residuosArg 195 y

Arg 225 son críticos en la unión al sustratoFru 6P, mientrasque los otros residuosde

arginina, Arg 230 y Arg 238, estaríanprincipalmenteimplicadosen la unión al ATP (Li et

aL, 1992).

El sitio de unión a nucleótidos, tambiénllamadonbf, fue primeramentedescritoen

la adenilatoquinasa(Schulzet al.,1974).Nbfs similaresse hanidentificadoen los dominios

de unión a nucleótidosen otras proteínascomo, por ejemplo, p2l ras (Barbacid, 1987) y

PFK-2¡FBPasa2(Hirsty Sternberg1991).LasecuenciaGly4~Leu-Pro-Ala-Arg-Gly53-Lys-Thr

en el dominio quinasade la PFK-2/FBPasa2es similar al nbf presenteen todaslas PFK-1

dependientesde ATP (Bazany Fletterick., 1990).

6PF-1 -K 6PF-2-K
G A F ¡

Figura 1.6. Comparaciónde la estructura de la PFK-1 de B, stearothermophilus con la hipotética

topologíadel dominio quinasa dela PFK-2/FBPasal hepática. Adaptadade Pilkis et al. (1995).Las cadenas

(2 y las regionesa-hélicese muestrancomo flechas cenadasy abiertas,respectivamente.Los elementos

estructuralesespecíficosde la PFK-2 aparecenen tramorayado.Los residuosqueunenATP se indicancomo

círculosrayados y aquellosqueunenFm 6P comocírculosabiertos,La basecatalíticaAsp 127 en la PFK-l

y la correspondienteen la PFK-2 (Cys 160) se muestrancomo círculoscenados.
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2.1.2.-Fructosa-2,6-bisfosfatasa(FiBPasa2)

La actividadbisfosfatasacatalizala hidrólisisde la Fn¡-2,6-P2a Fm ÓP y Pi,

Es estimuladapor Pi, sn-glicerol 3P y nucleósidostrisfosfato. La reacción no requiere

cationesdivalentes,tieneun pH? óptimo de 5.5-6.5 y es inhibida tanto por el sustrato(Fru-

2,6-P2)como por el productode la reacción(Fru 6P) (Stewartetal., 1985). En contrastecon

la reacciónquinasa,la hidrólisis de la Fru-2,6-P2secatalizavía un intermediofosfoenzin’ía

(EP) en un mecanismoclásicoping-pong(Pilkis et al., 1987). El intermediofosforilado se

ha confirmado recientementepor espectroscopia
31P RMN y contiene un residuo 3-

fosfohistidina (Okar et al., 1995). La figura 1.7 muestraun esquemadel mecanismode

reacciónbisfosfatasa.La velocidadde formacióndel complejoEP es aproximadamente100

vecesla velocidadde hidrólisis, por lo queconstituyeel pasolimitante de la reacción,como

lo demuestrael hechode queun excesode Fru 6P inhibe la hidrólisis His-P en vez de su

formación(Stewartet al., 1985).

E’Fru-216-P2 E-P’Fru 6P
4

1
Fru-26-P2 Fru6P

Fru 6P Fru~2,6f2 Fru•26~P2
____ Fru SP

E~Fru6P.
Fru6P Pi

E~P E-P’Fru-216-P2

H20 Fru-2,6~P2

H20

E•P~ E~P’H2O

Figura 1.7. Mecanismode la reaccidnbisfosfatasade la PFK-2/FRPasa2
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El dominiobisfosfatasade la PFK-2/FBPasa2comparteunasecuenciahomólogacon

la familiade las fosfogliceratomutasasas(PGM) (Lively etal., 1988).Al alinearla secuencia

dela PGM de levaduray la secuenciade la PFK-2/FBPasa2de hígadode rata, secomprobó

queel centrocatalíticodel dominiobisfosfatasaimplica la triadafis 258, Gín 327eBis 392

(flg. 1.8). La fis 258 es el fosfoaceptor,como lo demuestrael hechode quesemarcaal

incubarel enzimacon f2-32P]Fru-2,6-p
2(Stewartet al., 1985). La Bis 392 funciona como

donadorde protonesal grupo saliente,Fru 6P (Tauleret aL, 1990). Finalmente,el residuo

Glu 327estabilizael estadoprotonadode la Bis 392 durantela formación del fosfoenzima

(Lin et al., 1992a). Cualquier mutaciónen los residuosde Bis 392 y Glu 327 suponela

disminuciónen la actividadbisfosfatasay en la formacióndel intermediofosforilado(Lin et

al., 1992a), mientrasque las mutacionesdel residuoHis 258 generanuna forma de PFK-

2/FiBPasa2carentede actividadbisfosfatasaal impedir la formacióndel fosfoenzima(Tauler

et al., 1990).

Otros residuos importantesen el dominio bisfosfatasade la L-PFK-2/FBPasa2

deducidosdel análisisdel modelode la PGM de levadurason los residuosArg 322,Lys 356

y Arg 360, queestaríanimplicadosenla formacióndel sitio de unión sustrato/productoy los

residuosArg 257 y Arg 307 comositios importantespara la unión delgrupo 2-fosfatode la

Fru-2,6-P2(Lin et al., 1992b)(fig. 1.8).

El modelo del dominiobisfosfatasapropuestopor Bazán y colaboradoresbasándose.

en la estructura de la PGM de levadura (Bazán et al,, 1989), se confirmó gracias a la

cristalización de una forma truncadade la PFK-2/FBPasa2en los últimos 30 residuos

carboxiterminales(residuos 251-440), forma que comparte esencialmentetodas las

propiedadescinéticasdel dominio bisfosfatasadel enzimaintacto a excepcióndepresentar

unamayor Vmax (Leeet al., 1995).

2.1.3.-Regulación de la PFK-2/FBPasa2hepática

2.1.3.1.-Fosforllaclón de la L-PFK-2/FBPasal

La isoformade hfgadoderata fuela primeraforma del enzimabifuncionalen

la quesemostróla regulaciónpor fosforilación catalizadapor la PKA (El-Maghrabiet al.,

1982b; Sakaldbaraet al., 1984; Rider et al,, 1985).

It
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‘~ZTC~6
Ma.

o
(o-ii

Arg~3O7
GIu-
327 OHM>

IIis.
392
Arg-257 HIs-258 3
E-P•H20

Figura 1.8. Esquemadelmecanismodereacción en la hidrólisisde laFru-2,6-P,mostrandolos residuos

funcionalmenteimportantes.Adaptadade Pilkisetal, (1995).Paso1: Durantela formacióndel E-Pen laBis

258, la Bis 392 actda como donadorde protonesal oxígeno fosfoesterdel 02 del sustratoque se encuentra

unido fuertementea¡os residuosArg 257 y Arg 307, mientrasqueel grupo6-fosfatode la Fru-2,6-P2se une

a la Lys 356. Paso2: Tras la formación del intermedio 3-fosfohistidina9 el grupo 6-fosfato de la Fru 6P se

mantieneunidoa los residuosLys 356 y Arg 352. La carganegativadel grupocarboxilatodel residuoOlu 327

niantienea laBis 392 en su estadoprotonado.Paso3: Hidrólisis del fosfoenzima. El residuo Clii 327 podría

actuarcomo basecatalíticaafectandola ionizacióndel agua. Paso4: El Pi es liberadode su unión a Arg 257

y Arg 307,

La PFK-2/FBPasa2hepáticaesfosforiladapor PKA en el residuoSer 32, siendoel

sitio defosforilación(Arg-Arg-Arg-Gly-Ser)unaclásicasecuenciaconsensoparala actuación

de la proteínaquinasa(Murray et aL, 1984). Los tres residuosde argininaen el extremo

amninoterminalhacena la PFK-2/FiBPasa2un sustratoextremadamenteadecuadopara la

E Fru-2,6-P2 E-P • Fru-6-P 1

¶1

A
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fosforilación por PKA, Sin embargo, los estudiosdel efecto del glucagón sobre los

hepatocitossugierenqueel enzimabifuncionalespeorsustratoparalaPKA quela fosforilasa

o la PK (Bartrons et al., 1983).

El efectode la fosforilación en la actividad quinasaa pH fisiológico es incrementar

la Km paraFru 6P y disminuir la Vmax, sin afectarla Km para la ATP (Kurland et al.,

1992). La disminuciónen la afinidad por el sustratopodríadebersea la modificaciónde la

interacciónde la Fru 6P con el residuoal que se une, la Arg 195 (Kurlandet al., 1993). El

efectode la fosforilación en la actividadPFK-2 es máximo a pH 6.5 y ausentea pH 8,

quedandodemostradoen hepatocitosde rata incubadosconglucagón(Cascalesetal,, 1992).

La fosforilacióntambiénaumentala Vmax de la actividadbisfosfatasa,sin modificar

la Km paraFru-2,6-P2,probablementeal incrementarla velocidadde disociaciónde la Fru

6P del complejoE-P’Fru6P (fig. 1.7) (Stewartet al., 1986). Por tanto, la incorporaciónde

1 mol de fosfato/molde subunidadenzimáticaimplica la disminuciónde la actividadquinasa

y el aumentode la actividadbisfosfatasa.Estoscambiosexplicaríanla accióndel glucagón

a la horadedisminuirla concentraciónde la Fru-2,6-P2en el hígado(Bartronset al., 1983).

Comoen el casodel enzimaisocitratodeshidrogenasa,la mutacióndel residuode Ser

32 de la PFK-2/FBPasa2hepáticaa Asp o Glu, mimetiza los efectos que produce la

fosforilaciónen lasactividadesquinasay bisfosfatasa(Kurlandetal., 1992). Todo ello apoya
1~la ideade quelos efectosde la fosforilación estánmediadosa travésde la introducciónde ~

unacarganegativaen el residuoSer32 situadoen el dominioquinasade la PFK-2/FBPasa2.
<it

La orientaciónespacialdel grupo fosfoserinaes esencialparala transmisióndel efecto,dado
~i it

quela mutaciónSer32Alaen el residuode sermaadyacente(Ser33) tieneun efectopequefio

en la actividadquinasay nulo en la actividadbisfosfatasa.

El análisisde distintosmutantesde la PFK-2/FBPasa2hepáticaen los quese habían

suprimidolos primeros22 aminoácidosdel enzimabifuncional(Kurland et al., 1993)yio los

últimos 30 aminoácidosdel enzimahepático(Lin et al,, 1994), ha permitido desarrollarun

modeloque explicael efectode la fosforilación en la PFK-2/FBPasa2de hígado(fig. 1.9).

El homodímerobifuncional sepostulaqueexisteen unaconfiguraciónantiparalela,con las
•1

regionesaminoy carboxiterminalesinteractuandoseparadamenteconlos sitios activosde sus

respectivosdominios> así como con los términosopuestosen el otro dominio tanto en la
41

44
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forma defosforiladacomo en la fosforilada. La supresiónde estas regionessuponeel cese

de las interacciones,lo que provocala activacióndel dominio bisfosfatasay, en el casode

la mutación en la región aminoterminal, una disminución en la actividad quinasa.La

fosforilaciónpor la PKA, al introducirunacarga negativaen la Ser32, tambiéninterrumpirla

estasinteraccionesprovocandocambiosrecíprocosen la actividadquinasa(inhibición) y en

la bisfosfatasa(activación)(Pilkis et al., 1995).

PiCA Proteína
Fosfatasa

Figura 1.9. Interacción entre las regiones amino y carboxiterminales de la PFK-Z/FBPasa2 hepática.
Efecto de la fosforilación dependiente de AMPe, Adaptadade Pilkis et al, (1995). El sitio activo de cada

dominio se indica por un semicírculonegro (si estáactivado)o blanco(si estáinhibido).

1
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1~
y
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y

FBPasa2
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La L-PFX-2/FBPasa2sedefosforilaporproteínasfosfatasas,quecorrespondena las

fosfatasas2A y 2C en la clasificaciónde Coheny colaboradores(Pelech et al., l984)~

Estudiosiii vivo (Assimacopoulisy Renaud.,1990) y en cultivo de célulasde hepatoniade

rata (Vargaset al., 1994) sugierenquela insulina mejorala actividadde proteínafosfatasas,

probablementela fosfatasa2A, defosforilando al enzima hepático bifuncional vía un

mecanismoindependientede AMPc.

2.1.3.2.-Regulaciónpor ADP-ribosilación

La PFX-2/FBPasa2hepática se ADP-ribosila (2 moles ADP-ribosa/mol

subunidad)preferentementeen los residuosdeArg 29 y Arg 30 atravésde la acciónde una

ADP-ribosil transferasaespecíficade arginina. La ADP-ribosilacióndisminuyela actividad

quinasasin alterar la actividad bisfosfatasa,bloqucala fosforilación por PKA y altera el

reconocimientoporanticuerposespecíficosfrenteal enzimabifuncionalhepático(Rosaetal.,

1995).La ADP-ribosilaciónconstituyeotro mecanismode regulaciónpostraduccionalde la

PFK-2/FBPasa2hepática.

2.2.-PFK-2/FBPasal de corazón (Tipo II)

LaPFK-2/FBPasa2de corazónbovino es, al igual queel enzimahepático,un

enzimabifuncional,Resultadode un cortey empalme(‘splicing”) alternativode un mismo

transcritoprimario (Rider et al., 1992), existendos formas de PFK-2/FBPasa2de corazón

bovino de masas moleculares54 kDa y 58 kDa que presentan la misma actividad

bisfosfatasa,diferenciándoseen la actividadquinasa,tres vecessuperioren el componente

de menormasamolecular. Uyeday colaboradoressugierenque la forma de menor masa

moleculares un productode degradaciónproteoliticode la forma de 58 kDa. (Kitamura et

al,, 1988).

La secuenciade aminoácidosde la PFK-2/FBPasa2de corazónbovino sededujo a

partir de la caracterizaciónde su ADNc (Sakatay Uyeda, 1990). El enzimaconstade 530

aminoácidosconunasubunidadde masamoleculardeaproximadamente60 kDa, ligeramente

mayorquela determinadaporelectroforesisen SDS/PAGE(58 kDa). Susecuenciaessimilar

a la PFK-2/FBPasa2 tipo L a excepción de las regiones amino y carboxiterminales que

16
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contienenlos sitios de fosforilación (fig. 1.4).

Con respecto a sus propiedadescinéticas, la principal diferencia entre la PFK-

2/FBPasa2tipo II y la PFK-2/FBPasa2tipo L es la relativamentebajaactividadbisfosfatasa

del enzima de corazón. Mientras que el enzimapresenteen hígado de rata presentaun

cocientede actividadPFK-2/FBPasa2de 1, en el enzimade corazón bovino dicho cociente

es de 80 (Rider et al., 1985).A pesarde ello, el enzimade corazónbovino es bifuncional.

Otra diferenciaen las propiedadescinéticasde los isoenzimastipo H y tipo L es la

sensibilidadde la PFK-2 a la inhibición por sn-glicerol3P. La actividadquinasadela PFK-

2/FBPasa2hepáticaes casi completamenteinhibidapor concentracionesde sn-glicerol3Pen

el rango mM. Por el contrario,el enzimapresenteen el corazónes relativamenteinsensible

a la inhibición por esteligando (Rider et al., 1985).

La PFK-2/FBPasa2de corazónbovino se fosforilapor PKC y PICA. La forma de 58

kiDa contiene2 sitios de fosforilación localizadosen la región carboxiterminaldel dominio

bisfosfatasa(Ser466y Thr 475). La fosforilación mediadapor PICA de la Ser466 activa la

quinasaal disminuir un 50% la Km para Fru 6P, sin alterar la actividad bisfosfatasa

probablementepor la escasaactividad FBPasa2presenteen el isoenzimade corazón.La

fosforilación mediadapor PXC en el residuo Thr 475 no supone ningún cambio en la

actividad quinas.a(Rider et al,, 1992a).

Mediante técnicasde electroblottingy microsecuenciaciónse ha podido comprobar

quela forma de 54 kDa carecedel péptidocarboxiterminal(residuos451-510),péptidoque

contiene los sitios de fosforilación descritospor Sakata y Uyeda. A la vista de estas

discrepancias,seprocedióa secuenciarla proteínafosforilada,identificándoseun nuevositio

de fosforilación por PKA en el residuoSer 29 (Rider et al., 1992a).

Del análisisdel isoenzimade rata secomprobóquela PFK-2/FBPasa2decorazónes

sustratono sólo de la PKA y PKC sino tambiénde la proteínaquinasadependientede

Ca2~/ca1modulina,identificándoseotro sitio de fosforilación en el residuoSer 483. Al igual

quetrasla fosforilación mediadaporPKA, la fosforilación dela PFK-2/FBPasa2decorazón

por proteínaquinasadependientede Ca2~/calmodulinaprovocael aumentoen la actividad

quinasaal aumentarla afinidad hacia el sustrato,Esteaumentode actividadexplicarlael

incrementodel flujo glucolitico quetienelugaral incrementarel trabajodel corazón(Depré
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et al., 1993).

2.3.- PFK-2/FBPasalde mdsculoesquelético(Tipo Nl)

Lasecuenciaaminoacidicadel enzimabifuncionalPFK-2/FBPasa2de músculo

esqueléticode rata es idénticaa la secuenciadel enzimade hígadoa excepcióndel extremo

aminoterminal,Los 32 primeros aminoácidosde la proteínahepáticason reemplazadospor

un diferentenonapéptidoen la PFK-2/FI3Pasa2muscularde tal maneraqueel residuoSer

32, sitio de fosforilación por PKA de la L-PFK-2/FBPasa2,secorrespondecon un residuo

de Ala. Estehechoexplicarlaporquéla PFK-2/FBPasa2tipo M no es sustratode la PKA

(Kitamura et al., 1989).

Es interesantehacer notar que este enzima, al contrario de lo que ocurre en el

isoenzimade corazón,es másunafosfatasaque una quinasa,ya quepresentaun cocientede

actividadesPFK-2/FBPasa2aproximadamentede 0.1-0.2.Estaelevadaactividadbisfosfatasa

sería la responsablede la baja concentracióndeFru-2,6-P2 queencontramosen músculo

esqueléticoen comparacióna otros tejidos. Ademásla actividad quinasadel enzimatipo M

no es muy sensibleala inhibición por sn-glicerol 3P (ICitamura et al., 1989).

La PFK-2/FBPasa2de músculo esqueléticode rata se ha donado,secuenciadoy

expresadoen E. col!. El análisis del ADNc muestraque existen dos posibles sitios de

iniciación de la transcripcióny, por tanto, dos posibles ARNm que darían lugar a dos

proteínasde masasmoleculares53 kDa (forma larga) y 52 kDa (forma corta). El isoenzima

expresadoiii vivo en el músculoesqueléticode rata y, en menormedidaen el hígado,es la

isoformacortade 52 kfla (Crepin et al., 1992).

2.4.-PFK-2/FBPasa2decerebro

Las actividadesquinasay bisfosfatasaen el cerebrode rata coeluyenen las

mismasfraccionessugiriendoque, como el restode isoformasde mamíferos,el enzimaes

tambiénbifuncional. Su actividad bisfosfatasaes70 vecesmenorque la actividad quinasa

siendoestala causade los nivelesrelativamentealtos de Fru-2,6-P2presentesen cerebro.

Laspropiedadescinéticasson similaresalasquetienela PFK-2/FBPasa2de corazón:

no es inhibido por sn-glicerol3P, es más sensibleal citrato que el isoenzimahepáticoy la

si,

1~

/~

•0

-f
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actividadPFK-2 no se modifica tras la incubacióncon PKA o PKC (Venturaet al., 1991).

Tambiénsehaaisladoy caracterizadounaPFK-2/FBPasa2decerebrobovino. Es un

enzima homodimero bifuncional compuestopor una subunidad de 120 kDa de masa

molecular,aproximadamenteel doblequela masamolecularde lassubunidadesdel resto de

las PFK-2/FBPasa2de mamíferos.Al igual que ocurre con el enzima de rata, la elevada

relación de actividadesquinasa y bisfosfatasa<cercanaa 3) es la causade la elevada

concentracióndel metabolitobisfosfatoen cerebrobovino (Venturaet al., 1991).El enzima

decerebrobovino no es sustratode fosforilaciónpor PKC aunquesefosforila por PKA con

unaestequiometrlasimilarala observadaen el isoenzimahepático.Sin embargo,adiferencia

de la PFK-2/FBPasa2tipo L, las propiedadescinéticas de la PFK-2/FBPasa2de cerebro

bovino no se afectanpor esta fosforilación (Ventura et al,, 1992). La comparaciónde las

secuenciasdel enzimade cerebrobovino y la PFK-2/FBPasa2dehígadode ratamostróque

el único residuoimportantequeno se conservabaen el enzimade cerebroerala Arg 307,

residuoimplicado en la interaccióndel enzimacon el gnipo 2 fosfatode la Fru-2,6-P2,La

sustituciónde esteresiduo de argininapor una sermaexplicadala menor afinidadpor la

bexosabisfosfatomostradapor la PFK-2/FBPasa2de cerebrobovino comparadaconla que

encontramosen el enzimahepáticode rata (Km Fru-2,6-P270 gM vs 5 nM) (Venturaet al,,

1995).

.5

MM
2.5.- PFK-2/FBPasa2de testículo

i4< • . MI
En 1991 Sakatay colaboradoresalsíaron,secuenciarony expresaronenE. col! .54 ~>

dos fragmentosde ADNc quecodificabanla secuenciacompletade468 aminoácidosde la

PFK-2/FBPasa2de testiculo de rata.El enzimamostróun 74%, 67% y 64% de homología

conlos isoenzimasde hígadode ratay corazónde rata y bovino, respectivamente.

La proteínaexpresadatiene una masa de 54 kDa y presentala mayor actividad

quinasay la menoractividad bisfosfatasade entretodaslas isoformasde mamíferos.Dado

queel nivel de Fru-2,6-P2en las célulassecontrolapor la relaciónentreambasactividades,

la elevadarelación quinasa]bisfosfatasade la PFK-2/FBPasa2de testículopodríareflejar la

importanciade la hexosabisfosfatoen estetejido eminentementeglucolitico.

Al igual quela PFK-2/FBPasa2de corazónbovino, la PFK-2/FBPasa2de testiculo
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es sustratodePKC siendotreslos posiblessitios de fosforilación, residuosSer2, Ser 28 y

Thr 443 (Salcataet al,, 1991).

2.6.- PFK-2/FBPasa2de líneas celulares

La mayoríadelas célulastumoralespresentan,en comparacióncon las células

normales, una elevada capacidadglucolitica que se mantieneincluso bajo condiciones

aeróbicas.La expresiónde distintasPFK-2/FBPasa2podríacontribuir a los cambiosen el

metabolismode la glucosaobservadosen célulastransformadas.

La línea desdiferenciadade hepatomade rata HTC expresa2 ARNm de la PFK-

2/FBPasa2;uno de los mensajeros,presentea baja concentración,codifica el enzima

bifuncional hepático (Crepin et al., 1989a), mientrasque el expresadomayoritariamente

podríacorresponderal isoenzimade músculoesquelético(Crepin etaL, 1989b).De acuerdo

conestahipótesis,las propiedadescinéticastantodelenzimapurificado(Loiseauet al., 1988>

comolas de la proteína expresadaen E, col! (Crepin et al,, 1989a) seasemejana las de la

PFK-2/lFBPasa2tipo Mt mayorsensibilidadala inhibición por citrato, no inhibiciónpor sn-

glicerol 3P y ausenciade fosforilación por PKA. A pesarde conservarla secuenciadel

dominio bisfosfatasa,la PFK-2/FBPasa2purificadade célulasHTC no contiene detectable

actividad FBPasa2(Loiseau et al., 1988), probablementedebido a una modificación

postraduccional.

Laspropiedadesdela PFK-2/FBPasa2presenteenla líneacelularFAO-1, entreellas

la masamolecular(55 kDa) y la relacióndeactividadesquinasa/bisfosfatasa(cercanaa 1.4),

junto con el reconocimientodel enzimapor un anticuerpofrenteal isoenzimade hígadode

rata, nos indican que el enzima bifuncional de las células FAO-1 es similar a la PFK-

2/FBPasa2hepática.Estudiosa nivel dela expresióndel mensajeroen estalíneacelular, han

demostradoque, aunqueen menor medida, la PFK-2/FBPasa2de músculo esquelético

tambiénse expresaen las célulasFAO-1 (Espinetet al., 1993).

Finalmente,la PFK-2/FBPasa2presenteen célulasFTO2B, unalínea de hepatoma

derataaltamentediferenciada,es un enzimabifuncional de 55 kDa de masamolecularque

presentaunarelacióndeactividadesquinasa/bisfosfatasacercanaa4. Estevalorsediferencia

claramentede la relación existenteen los isoenzimasde hígado(—1), músculoesquelético

fis
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(—0.1)y corazón(—80),por lo que la PFK-2/FBPasa2presenteen esta líneacelular seria

similar pero no idénticaal enzimapresenteen estos tejidos (Cifuenteset al,, 1991). Sin

embargo,de la caracterizacióndel AR.Nm de la PFK-2/FBPasa2de la línea FTO2B,

transcritoa partir de un tercerpromotordel gen de la PFK-2/FBPasa2de hígado/músculo

esquelético,sededuceque la proteínatraducidaapartir de este ARNm correspondea la

PFK-2/FBPasa2de músculoesquelético(Dupriezet al., 1993).

2.7.- OtrosisoenziniasPFK-2/FBPasa2

Las mayoresdiferenciasentreel enzimabifuncional de hígado de polío y el

enzima hepático de rata se encuentran a nivel del dominio quinasa, destacandola it

coaperatividadnegativaparala unióna ATP, al presentarel enzimaaviarunasecuencianbf
tui

(G4~LRRPGKT53)distinta a la del isoenzimade rata (G48LPARGKT55), y la inhibición por

Mg
2~ debidoa la presenciaen su secuenciade dos residuosde aspártico(Asp 160 y Asp

161). Además, los residuos Cys no son esencialesen la actividad quinasade la PFK-

2/FBPasa2de hígadodepoílo (Li et al., 1993).

Sehan donadolos ADNc correspondientesa la PFK-2/FBPasa2dehígadoy músculo

esqueléticode rana. Codificanproteínasde469 (tipo L) y 455 aminoácidos(tipo M) que, al

igual queen los isoenzimasde mamíferos,sediferencianen susextremosaminoterminales.

Los 30 aminoácidosdel extremo amino del isoenzima hepático se reemplazanpor una

secuenciaúnica de 16 aminoácidosen el isoenzimade músculoesqueléticode rana (Sakaiet

al., 1994).

En levaduras, las actividades quinasa y bisfosfatasa residen en proteínas
4 fi

independientes(Kretschmeret al., 1987).La PFK-2estácompuestapor subunidadesde 93.5
4<
14,,>

kDa y no presentaprácticamente actividad fosfatasa,aunque la región interna de su secuencia
<~~presentahomologíasconlos isoenzimasbifuncionalesde mamíferos(Kretschmery Fraenkel.,
311991).La PFK-2 de levadurases el único enzimacuya fosforilación porr PICA provoca,al

contrariode lo que ocurre con la quinasahepáticade mamíferos,su activación debidoal 4,,

aumentoen la Vmax y en la afinidadpor el sustratoFru 6P. Con respectoa la FBPasa2,
40
$445;

existentambiéndos formasenzimáticas;una de ellas, compuestapor 2 subunidadesde 50

kDa, es inhibida por Fru 6P y fosforilada por PKA lo que supone su inactivación
4 sf14
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1,1ir
ti>

(Kretschmeret al., 1987). La otra bisfosfatasa,purificadade S. cerev!siae, defosforila ]a ¡4
$4 ti

Fru-2,6-P2en la posición6, siendo,por tanto, el productode su reacciónla Fm 2P(Purwin
•1-

et al., 1987). ji.

La relaciónentrelas actividadesquinasay bisfosfatasaen plantasno estáclara. Los ~ =í)

‘it,

primerosestudios,realizadosprincipalmentepor Larondelley colaboradores,sugierenque

en las plantas,como en los animales, las dos actividadesresidenen la mismaproteína

(Larondelleet al,, 1986). Sin embargo,MacDonaldy colaboradoresmostraronque en las

hojasde espinaca(Spinaciaoleracea)y lechuga(Lactucasativa)el enzimaquecatalizabala - o’
-ti’

hidrólisisde la Fru-2,6-P2residíaen unaproteínadistintaa la quecatalizabasu síntesis,Esta

actividadbisfosfatasaindependientesecaracterizabapor sualtaespecificidady bajaafinidad

hacia el sustratoy una gran sensibilidad tanto a la inhibición por Pi como por Mg
2~

(MacDonaldet al., 1987).

•1~
3.- Los genesde los isoenzimasPIFK-2/FBPasa2

Al descubrimientode la Fru-2,6-P
2y el isoenzimade hígado de rata (El ti

--Hl

ti/YMaghrabi et al., 1982a, 1982b) le siguió el aislamientodel gen que lo codifica (gen A) -

(Darvilleetal., 1989;Langeetal.,1992) y su correspondienteADNc (Colosiaetal.,1987; 444<

kv
Darville etal., 1987; Colosiaetal., 1988>.Actualmente,seconocetambiénla estructuradel

44
genquecodifica la isoformadecorazón(genB) (Kitamura y Uyeda, 1987; Tsuchyay Uyeda
1994) y la de los ADNc correspondientesa las isoformasde testiculo (Sakataet al., 1991)

y cerebro(Ventura et al., 1992).De la comparaciónde la estructurade estosADNc con la

estructurade los ADNc correspondientesa las isoformas de hígado/músculoesqueléticoy

corazón,sededucequelas isoformasde testiculoy cerebroson productosde genesdistintos

a los caracterizadoshastael momento,aunquesu estructuraaún no hansido determinada.

Hay al menosdos genesdistintosquecodificanlas isoformaspresentesen levaduras

(Kretschmery Fraenkel, 1991; Paravicini y Kretschmer, 1992) y, teniendo en cuentala
5$presenciadeFru-2,6-P2,podríanexistir otrosgenesen otrostipos de eucariotasunicelulares.

ti»

o
3.1.- Gen A de la PFK-2/FBPasal

El gen A (—60 Kb) se localiza en el cromosomaX de rata (Darville et al., L
¡1 y’
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1989) y humanos(Olson et al., 1989), y da lugar a los ARNm de la PFK-2/FBPasa2de

hígado (L) (Darville et aL, 1989; Olson et al., 1989; Lange et al,, 1992), músculo

esquelético(M) (Colosia et al., 1988; Darville et al., 1989) y tipo F (FTO2B) (Dupriez et

al., 1993),porel uso alternativode trespromotores.El promotormuscularseencuentra4.3

Kb por delantedelpromotorhepáticomientrasqueel denominadopromotorF selocaliza1.5

Kb por delantedel promotormuscular(fig. 1.10).

Los ARNm comparten13 exonesconsecutivos(exones2 al 14) (Darvilleet al., 1989)

y difierenen sus extremos5’. Un exón adicional1M ó iL estápresenteen los ARNm tipo

musculary hepático,respectivamente,mientrasque el ARNm tipo F contienedos exonesno

codificantes(laf y lbf). Los isoenzimastipo M y tipo E tienen la mismasecuenciaque el

isoenzimaL a excepciónde la región aminoterminal,en la quelos primeros32 aminoácidos

que contienen el sitio reconocido por la PICA son sustituidos por un nonapéptido

completamentedistinto.

Conrespectoa los otros 13 exonescomunesa los tres tiposde ARNm codificadospor

el genA, el exón2 codifica el elementoestructuralquecontienela secuenciaconsensonbí,

los exones4, 6 y 7 correspondena las regionesde la PFK-2/FBPasa2que contienenlos

residuos esencialesde Cys y en el exón 8 se encuentralocalizado el residuo de His

fosforilado durantela reacciónbisfosfatasa.

3.1.1.-PromotorL

Se han identificado en la cromatina hepática 5 sitios hipersensiblesa la

ADNasaI por delante (-1500 y -200 bp) y por detrás (+3000 y +3500 bp) del sitio de

iniciación de la transcripción del ARNm de la PFK-2/FBPasa2hepática, implicados

presumiblementeen la regulación de la actividad transcripcional del promotor L

(Zimmermanny Rousseau,1994).

Ensayosde transfeccióncon promotoresa los quese les van suprimiendo distintas

regiones,han demostradoquela máxima actividad del promotorhepáticodel gen A de la

PFK-2/FBPasa2se encuentradentrode las 360 bp por delantedel sitio de iniciación de la

transcripción(Lemaigreet aL, 1991). En estaregión sehan identificadoseissecuenciascis

que contribuyen a la actividad transcripcional y especificidadtisular del promotor L
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(Lemaigreet al., 1993).

A

Ser 32

-1-1-1- -

1sf HM 1

Y
1
II

cys 107 160183198

\\ /
t—I-—It -f

2 3456 7

E

(2.2 Kb> ARNm hepático

(1.9 Kb) ARNm músculo esquelético

(2.2 Kb) ARNm FTO2B

Figura 1.10. Organizacióndel gen A de la PEK.2IFBPasal: localizacióny tamaño de lo 17 exones

ind¡candola posiciónde los residuosesencialesparala actividad (panel A). Estructura de los tres ARNm

transcritos a partir de este gen (panel B), Adaptada de Darville et al. (1989) y Dupriez et al. (1993). En el

esquema de los ARNm los exones específicos iL, 1M, laf y lbf se representan como rectángulos abierto,

rayado, cerrado y punteado, respectivamente.

El factor nuclear 1 (NF-I), relacionadocon el control transcripcionalde genes

expresadosen el hígado (Paonessaet al., 1988), se unealos sitios 1 (-43 a -66 bp), II (-78

a -102 bp) y y (-225 a-273 bp). El sitio III (-112 a -132 bp), que contribuye

His 258

t t
89

~1~
10

1 <tI
11 121314

I/

II

Li
II
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aproximadamente,al igual queel sitio IV, a la mitad de la actividaddel promotor, uneel

factor ubicuo oct-1 y el factor hepático nuclear 3 (HNF-3), de una manera mútuamente

exclusiva. Las proteínasespecíficasde hígado presentesen el sitio IV (-200 a -216 bp)

confieren especificidadtisular y podrían correspondera factores relacionadoscon las

proteínasC/EBPasícomoal factorTf-LF2. Por último, el sitio VI (-267 a-283 bp) contiene

unasecuenciapoly(dG) reconocidaprobablementepor proteínasimplicadasen la interacción

en el nucleosoma(Lewis et aL, 1988).

Además del hígado, el tejido adiposoy el músculo esquelético,que expresanel

mensajeromuscular (Crepin et al., 1989a;Darville et al., 1989), contienentambiénuna

pequeñacantidad de mensajerohepático. El hígado fetal, incluso desde el día 19 de

gestación,contienetambiénARNm tipo L. Por tanto,el promotorL debeseractivo no sólo

en el hígado adulto sino tambiénen músculo esquelético,tejido adiposoe hígado fetal

(Zimmeniany Rousseau,1994).

3.1.2.-PromotorM

En el promotor musculartambiénseha identificadoun sitio hipersensiblea

la ADNasaI en la posición -4500 bp con respectoal sitio cap del ARNm de la PFK-

2/FBPasa2hepática(Ziinmermanny Rousseau,1994).

En un primermomentoseidentificarondosregionesen el promotormuscularde! gen

A de la PFK-2/FBPasa2.La región promotorapropiamentedicha seextiende 200 bp por

delantedel sitio cap del ARNm del isoenzimabifuncionaldemúsculoesquelético(Lemaigre

et al,, 1991).Estaregión contienela cajaTATA, dos sitiosde unión a NF-! y dos sitios de

unión parados factorestranscripcionalespertenecientesa la denominadafamilia de factores

de cremallerade leucina(DEPy NFILÓ/LAP), Tambiénincluye tres sitioshexaméricosque

constituyenel receptorde la hormona tiroidea y queademásunen otros miembros de la

superfamiliade receptoresnucleares(ácido retinoico, vitamina D3 y los receptorespara

estrógenos)(Brent et a.l., 1991).

La otra región del promotortipo M es un fragmentode 200 bp (-16151-1807)que

estimulahasta12 vecesla actividadde estepromotor. Estefragmentodistad tiene todaslas

propiedadesde un intensificador(“enhancer’)y comprende6 sitios de unión parados tipos
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de factores:Spl y EF-lA (Lemaigreet al., 1991). Si bien estaregión secaracterizóen un

primer momento como un intensificador del promotor muscular, recientementese ha

comprobadoqueconstttuyeel promotorF caracterizadoen la línea celular de hepatomade

rataFTO2B (Dupriez et al., 1993).

Entre las secuenciasreguladorasdegenesexpresadosen músculo(MEF-2, CarG,M-

CAT y cajasE) (Tuil et al. 1990),sólo sehanidentificadoSposiblescajasE en el promotor

M.

Se ha identificado también una región de 150 bp en el promotor muscular que

contieneuna secuenciaconsensoAp-l esencialpara la activación transcripcional(Darville

et al., 1989).EstaregiónuneheterodimerosJun/Fos,proteínasimportantesen la regulación

de la proliferación y ciclo celular. De esta forma, la cantidad de ARNm de la PFIC-

2/FBPasa2es dependientedel ciclo celular, alcanzandosu valor máximden la fase5 del

ciclo (Salvadóet al., 1994).

3.1.3.-PromotorF

Dupriez y colaboradoresdemostraron recientementeque las células de

hepatomaderataFTO2Bexpresanun ARNm distinto al mensajerohepático,quees transcrito

a partir de un tercerpromotorlocalizado 1 .5 ICb por delantedel promotormusculardel gen

A de la PFK-2/FBPasa2.El promotor es activo en hígadoy músculo fetal, placentay en

variaslineascelularesde rata<Dupriezet al., 1993). CarecedecajaTATA y contienevados

sitios de uniónparael factorde transcripción5pi y parafactorespertenecientesa la familia

de oncogenesets, algunosde los cuales son tejido-específicoso están implicados en la

respuestaa señalesextracelulares(Sethet al., 1992).

Seha identificadounaregión de respuestaal sueroen el primerexón del ARNm tipo

F quecontieneunasecuenciaconsensopara el factor de transcripciónE2F quecontrola la

expresiónde genesinducidosen la transiciónG1/S en el ciclo celular, por lo que

el promotor F perteneceríaa la familia de genesde respuestatardía al suero. El promotor

esinhibido en procesosde diferenciación,seactiva por mitógenosy oncoproteinasv-src y

seregulapor oncoproteinasni’ y, vía E2F, antioncogenesde la familia Rb/p107 (Darville

et al., 1995).
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3.2.- Estructuradel genB quecodifico al isoenzi¡nadecorazón

La PFK-2/FBPasa2de corazónde rataescodificadapor el gen 13 de 22 Kb,

localizadoen el cromosoma13 (Hilliker et al,, 1991).El gen secomponede 16 exonesy,

aunquelos exones3-14quecodifican losdominiosquinasay bisfosfatasason similaresa los

queconformanel gen A, contieneexonesdistintos en ambosextremos5’ y 3’, hecho que

estáenconcordanciacon las diferenciasexistentesen los extremosamino y carboxilode los

isoenzimasde corazón,músculoesqueléticoe hígado(Darville et al., 1991).

La región promotoradel genB de rata tieneunaorganizaciónestructuraly funcional

inusual,El gencontienerealmente4 exonesmásde los 16 previamentedescritosy al menos

3 promotores(Rl, R3 y R4), dos de los cuales (R3 y R4) correspondena secuencias

exónicas.Da lugar a 4 ARNm (Rl-R4) quedifieren en la secuencia5’ por delantedel exón

2 comúnque contieneel sitio de iniciación de la traducción(Chikri y Rousseau,1995) (flg.

1.11).

Sal]

W-F»

la la’
165 ATO

R1~

lb íd

lc

~~1
662 nts 90

R 2 VX7XXZ~~=Y/~-~
531 nts
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Figura 1.11. Organización de la reg¡dn promotora del gen IB y estructura del extremo3’ de los ARNnis
Rl, Rl, 113 y R4 de la PFK-2fFBPasalde corazónde rata. Adaptada de Chikri y Rousseau(1995). El

tamaño en nucledtidos (nts) se refiere a la longitud de los mensajeros por delante del exón 2.
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El gen 13 tambiéncodifica al isoenzimade corazónbovino. En estecaso,el gen (de

aproximadamente27 Kb) comprende16 exonessimilaresa los encontradosen el gen de rata

a excepcióndel primer exónno codificante,de tansólo 28 bp en el gende corazónbovino,

y el exón 16 que codifica la secuenciacarboxiterminalde la PFK-2/FBPasa2de corazón

bovino (fig. 1.12).

La región promotorade! genbovino (-1 a -261) carecede cajaTATA y contiene3

secuenciasricas en OC, potencialessitios de unión a Spl, una caja invertida CCAAT y

potencialescajas E quereconocenfactoresde transcripcióntipo hélicebásica-lazo-hélicey

que se sabeestánimplicadasen el control deotros genesexpresadosen corazóntalescomo

lascadenasa y tJ pesadasde miosina(Thompsonel al,, 1991; Molkentinet al,, 1993) y a-

actina(Frenchet al., 1991).

Al menos5 ARNin son codificadospor el gen de la PFK-2/FBPasa2de corazón

bovino: 3 setraducenen la proteínade 58 ¡<Da convariacionesen el númerode aminoácidos

codificadospor el exón 15, otro de los ARNm da lugar a la proteínade 54 kDa al no

contenerel exón 15 y, finalmente,del quinto ARNm surgeuna forma truncadadel enzima

en la que el exón 8 se hasuprimido y quecarecede actividad quinasay bisfosfatasa(Vida]

et al., 1993).

B:vlno 1 14567 9 11~I 12121415 16 ___________

Ill/i
Mala

IIM~ 3 liii II

Figura 1.12. Organización estructural del gen IB de la PFK-2/F’BPasal de corazón bovino. Comparación

con el gen de la isofonna de corazón de rata. Adaptada de Tsucbiya y tjyeda (1994). Las cajas cerradas

representanlos exones mientras quelas líneashorizontalesrepresentanlos intrones y secuenciasde flanqueo

5’ y 3’. La caja abiertarepresentala región del exén16 similara la presenteen el gen de corazón de rata,
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4.- Controlhormonalde la expresióndel gen de la PFK-2/FBPasa2

La regulación hormonal del gen de la PFK-2/FBPasa2se ha estudiado

principalmentea nivel del isoenzimahepático de rata, tanto in vivo como en cultivos

celularesy en lineasestablecidasde hepatomade rata. No se han llevado a cabo estudios

acercade la expresióngénicadel isoenzimabifuncional encerebro,corazóno testiculo,

4.1.- Glucocorticoides

La concentraciónde Fru-2,6-P2,actividady contenidode la PFK-2/FBPasa2

hepáticaasí como los niveles de su correspondienteARNm, disminuyenen los hígadosde

ratas adrenalectomizadas.Todos los niveles se normalizan tras la administración de

glucocorticoidesdebidoa la estimulaciónde la transcripcióndel gen (Marker et al., 1989).

La concentracióndel mensajerode la isoformade músculoesqueléticotambiénaumentatras

la administraciónhormonal, aunqueel gradodeactivaciónes menorqueel observadoen el

ARNm hepático(Langeet al., 1989).

El efecto de los glucocorticoidesen el mensajerode la PFK-2/FBPasa2tipo L

observado¡ti vivo se reproduceen hepatocitosde rata en cultivo primario. Los niveles
ti

prácticamenteindetectablesdel mensajerodel enzimabifuncional en ausenciade hormonas
aumentanen los hepatocitosen cultivo trasel tratamientocon dexametasona,El efectode la

vii

hormonaes bloqueadopor actinomicinaD y cicloheximida, lo quenos indica la necesidad

dela síntesisdeproteínas~Langeet al., 1989).La inducciónpor dexametasonaespotenciada f~ ji1
/

por insulina o tiroxina e inhibida a tiemposcortospor el AMPe (Kummel y Pilkis, 1990).

La regulaciónde la expresióndel enzimabifuncional por glucocorticoidesha sido 1
tambiénestablecidaen las lineas celularesde hepatomade rata FTO2B, FAO-l y en su

progenitorHII4E. La línea celular HTC, una línea mucho más desdiferenciada,no está

sometidaa regulaciónhormonal(Crepinet al,, 1989b). La exposicióndecélulasFTO2IB a

dexametasonao insulina incrementalos nivelesde ARNm tipo F al afectarla transcripción

del gen de la PFK-2/FBPasa2(Pilkis et al., 1995). La inducciónes bloqueadapor el AMPc

y, en el caso de la provocadapor la insulina, se pierdeal eliminar la glucosadel medio

(Cifuenteset al., 1991). Las célulasFTO2B,aunqueminoritariamente,tambiénexpresanla --

isoformahepáticacuyainducciónpor dexametasonaes suprimidapor insulina (Lemaigreet

29
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al., 1994).

En la línea dehepatomaFAO-l, queexpresanmayoritariamentela forma de ARNm

de la forma hepática,la dexametasonae insulina inducen la expresión del mensajerodel

enzimabifuncional, efectoantagonizadopor el AMPc (Espinetet al., 1993).

Finalmente,la adición de dexametasonay/o insulina incrementade una manera

sinérgicay dependientede tiempoy dosis,el contenidodeFru-2,6-P2,enzimay ARNm de

la PFK-2/FBPasa2en la línea dehepatomaHII4E. El efectoes independientede AMPc y

es mediadotantopor la estimu]aciónde la expresióndel gen como por la modulacióndel

estadode fosforilación del enzimabifuncionalpor la insulina (Vargaset al., 1994).

Los genescuya transcripciónse estimulapor glucocorticoidescontienensecuencias

cis, denominadaselementosde respuestaa glucocorticoides(ORE), que se unen y son

activadospor el receptorde glucocorticoides(Rousseauy liMe., 1993). En el gen A de la

PFK-2/FBPasa2sehanidentificado3 posiblesORE localizadosen la zonapromotora(Lange

et al., 1989) y un potenteORE localizadoen el primer intrón, entreel exón 1 hepáticoy el

exón 2, a 3.5 y 8.5 Kb de los sitios de iniciación de la transcripciónhepáticoy muscular,

respectivamente(Langeet el., 1992). Este ORE intrónico, compuestode2 sitios de unión

en tándem para receptoresde glucocorticoides,es similar a la unidad de respuestaa

glucocorticoides(GRU) descritapara el gen de la PEPCK (Imai et al., 1990). Además,

coincideconel sitio hipersensiblea ADNasallmásdistal identificadoen la cromatinahepática

(posición +3500) (Zimmermanny Rousseau,1994), si bien este sitio hipersensiblees

independientea glucocorticoides,hecho similar al observadoen el gen de la PEPCK(Ip et

al., 1989).

4.2.-Hormonastiroideas

La actividad quinasahepática,contenidode PFK-2/FBPasa2y nivelesde su

ARNm disminuyenen ratastiroidectomizadas,efectorevertidopor la administraciónde la

hormonatiroidea(Wall et al., 1989). La inducciónen los nivelesde mensajerono se detectó

en hepatocitosde rata en cultivo primario, incluso tras 5 díasde cultivo en presenciade la

hormona,lo que sugiereun efectopostranscripcional(Kummel y PilKis, 1990).
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4.3.- Insulinay glucagón

La cantidad cte PFK-2/FBPasa2hepáticadisminuye en el hígado de ratas

ayunadasy diabéticas,alcanzandonivelesnormalestras la realimentacióncon unadietarica

en carbohidratoso tras la administraciónde insulina o vanadato, respectivamente.El

incrementoen la cantidadde enzima bifuncional se correlacionacon un aumentoen los

nivelesdel ARNm correspondiente(Colosiaet al., 1988). Si bien Crepiny colaboradoresno

detectaroncambiosen el contenidode ARLNin, sugiriendoqueseproducíaunadisminución

en la traduccióndel mensajero(Crepinet aL, 1988),Miralpeix y colaboradoresobservaron

unadisminuciónsignificativa de los nivelesde ARNm de la PFK-2/FlBPasa2conla diabetes

(Miralpeix et al., 1992).

La estimulaciónde la transcripciónpor la insulina podríaestarrelacionadacon la

presenciade una secuenciaen el promotor L (posición -293) similar a la quemedia la

inhibición por insulina en el gende la PEPCK.Esta secuenciatambiénestápresenteen los

genesde la OK y enzimamálico, cuya transcripciónes estimuladapor insulina (O’Brien y

Granner,1990). Ademáspodríaactuartambiéna nivel del procesamientodel ARNm y/o a

nivel de la degradaciónproteica.

El glucagóndisminuye¡ti vivo la cantidaddeproteínay ARNm dela PFK-2/FBPasa2

hepáticadebidoaunainhibición en la velocidaddetranscripcióny, en menormedida,a que

acelerala degradacióndel mensajero(Rosaet al., 1993). Esteefectodel glucagónseobserva

en hepatocitosadultosen cultivo tratadoscon su segundomensajeroel AMPc (Langeet al.,

1989).Otros agenteso condicionesqueal igual queel glucagónelevanla concentraciónde

AMPc tambiéncausanunadisminuciónen la concentraciónde Fru-2,6-P2,entrelos quese

puedencitar el agente¡3-adrenérgicoisoproterenol(Hueet al., 1981)o la adenosina(Bartrons

et aL, 1984).

La vasopresina,angiotensínaII y el agentea-adrenérgicofenilefrina, al incrementar

la concentracióncitosólicadecalcio, activanla fosforilasay, por consiguiente,la degradación

del glucógeno.Ello implicaunaelevaciónen la concentraciónde hexosas6P, lo queprovoca

el incremento en los niveles de Fru-2,6-P2 y una estimulación de la glucolisis. La

estimulacióndela glucolisispor fenílefrina tambiénha sido observadaen corazóny músculo

esquelético.En ausenciade calcio, la fenilefrina actuarla como agente ¡3-adrenérgico
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incrementandolos nivelesdeAMPc y, por tanto, estimulandola gluconeogénesis(Hueet al.,

1981). En hepatocitos de ratas ayunadas,dada la ausenciade glucógeno, el efecto

predominantede catecolaminas,vasopresinay angiotensinaes estimularla gluconcogénesis

por un mecanismodependientede AMPc (Hers y Hue, 1983).

4.4.-Factoresde crecimiento,ésteresde forbol y oncogenes

El factor de transcripciónTGFfi disminuyelos niveles deproteína,actividad

y mensajerode la PFK-2/FBPasa2en hepatocitosadultos en cultivo primario, al inhibir la

expresióndel gen A (Joaquínet al., 1994). El efectoopuesto lo causarlala exposiciónde

hepatocitosa su mitógenomáspotente,el factor de crecimientode hepatocitos(HOF). La

acción del HCIF podría explicar los cambios metabólicosque tienen lugar durantela

regeneraciónhepática.Tras una hepatectomiaparcial, los niveles del ARNm de la PFK-

2/FBPasa2tipo L disminuyenhastaniveles indetectables,incrementándosedurantela fase

proliferativa de la regeneraciónhepática(Rosaet al., 1992a, 1992b>.

Concentracionesmitogénicasde insulina,el factor de crecimientoepidérmicoy los

ésteresdeforbol incrementanel contenidoenFru-2,6-P2,actividadquinasay flujo glucolitico

en unaseriede célulascomofibroblastosdeembrióndepollo (Boscáet al., 1985) y células

HT29 de adenocarcinomadecolon humano(Denix-Pouxvielet al., 1990).Estoscambiosen

el flujo glucolifico y actividad quinasase han descrito tambiéntras la transformaciónde

fibroblastosde embrión depollo por retrovirus que expresanlos oncogenesv-src o v-fps

(Marchandet al., 1992). En la mayoríade estoscasosno sehan determinadolos nivelesde

ARNm y transcripcióndel gen durante la proliferaciéncelular. Sin embargo,4 pequelias

regionesde la PFK-2/FBPasa2presentanun 62-64% de homologíaal antígeno1 producido

por el virus del polioma de ratón y la proteínaEl sintetizadapor el virus del papiloma

humano.Esassimilitudesabrenla posibilidaddequealgunasregionesdelenzimabifuncional

puedanser un productode un protoncogen(Hue y Rousseau,1993).
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Durantela transicióndel períodofetal al neonataltienenlugar importantescambios

en el metabolismo hepático de carbohidratos. Estos cambios se inducen por factores

hormonalesy nutricionales(Blázquezet al., 1974) y por modificacionesen la expresiónde

enzimase isoenzimasespecíficosde tejido (Lyonnetet al., 1988).

El metabolismo de carbohidratosen el hígado fetal se caracterizapor tener una

elevadaactividad de la vía glucolítica y de la vía de las pentosas-fosfato con el Fm de

mantenerunaintensabiosíntesis.Los enzimagluconeogénicosno estánpresenteso muestran

bajas actividadespor lo que la síntesisde glucosa es limitada. Esta elevadacapacidad

glucolíticadel hígadofetal disminuyea lo largo deldesarrolloparalelamentea la disminución

en la actividadmáximade los enzimashexoquinasay fosfofructoquinasa.Tres díasantesdel

nacimiento,la síntesisdel glucógenose intensificaparapermitir al neonatosubsistirdurante

lasprimerashorasde vida postuterinaen lasquetodavíano sehainiciadola gluconeogénesis

(Schubertet al., 1983).

El contenidode Fru-2,6-P2en el hígadofetal derataes bajo (alrededorde 1 nmol/g)

y disminuyetransitoriamentetresdíasantesdel nacimiento,cuandocomienzala síntesisdel

glucógeno.Al nacer,el nivel del azúcarbisfosfato disminuyenuevamentey se mantienepor

debajo de 1 nmol/g durantelos primeros quince días de vida, Esta relativamentebaja

concentración,comparadacon la presenteen hepatocitosadultos (8 nmol/g células), es

suficiente,sin embargo,paraactivarla PFK-l y conferir al hígadofetal suelevadacapacidad

giucolitica (Martín-Sanzet al., 1987).

El hígadofetal derataexpresaunaformadePFK-2/FBPasa2quepresentaimportantes

diferenciascon respectoal enzimade hígadoadulto.Aunqueambasisoformassecomponen

de subunidadesde similar masamolecular(55 kDa),presentantamañosdistintosen filtración

en gel (89 kDa y 100 kDa para el enzima fetal y adulto, respectivamente)y el

reconocimiento por un anticuerpoespecíficofrentea un decapéptidoaminoterminalde la

proteína adulta es mínimo en la proteína fetal. Por otra parte, la PFK-2/FBPasa2fetal,

aunquese fosforila por ]a PKA, no presentaningún cambio cinético en su actividad, en

contrastecon la inhibición de la actividadquinasay la activaciónde la fosfatasaqueocurre

en el enzimaadulto. Además,el perfil peptídicoque muestranLa forma fetal y adulta de la

PFK-2/FBPasa2tras ser fosforiladaspor la PKA y digeridasposteriormentecon CNBr es
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diferente.Por tanto,los sitios de fosforilaciónpor PKA de la PFK-2/FBPasa2adultay fetal

son distintos y están localizadosen diferentespéptidos. Otra diferenciaimportante es la

fosforilación por PKC del enzimafetal, ausenteen la forma adulta (Martin-Sanz et al.,

1992).El efectodel glucagónen el hígadoadultoconducea unadisminuciónen la cantidad

deproteínay ARNm dela PFK-2/FBPasa2asícomoa la fosforilacióndel enzimabifuncional

catalizadapor la PKA, lo queprovocala inhibición de la actividad quinasaal disminuir la

afinidadhaciasusubstrato,y la activaciónsimultáneade la actividadbisfosfatasaal aumentar

la Vmaix de la reacción (Pilkis et al., 1995). La incubación de hepatocitosfetales con

glucagónno afectala actividad quinasaya queno se observaningún cambioen la relación

de actividad medidaa pH 8.5/6.6, inclusoa concentracionesde la hormonapor encimade

1 j~M. Además,el enzimaparcialmentepurificado de hepatocitosfetales de 21 díasno

experimentecambiosen la afinidadpor Fru EP trasla exposicióna la hormonay exhibeuna

inhibición por sn-glicerol-3Pmarcadamentemenor a la descrita para el enzima adulto

(Martin-Sanz et al., 1987). Todos estos resultadossugieren que el hígado fetal de rata

contieneun tipo dePFK-2/FBPasa2distinto al presenteen el hígadoadulto.

Teniendoen cuentaestasconsideracionesnos propusimoslos siguientesobjetivos:

1.- Estudiarla regulaciónhormonala nivel de la expresióndel ARNm de la PFK-

2/FBPasa2presenteen el hígado fetal.

2.- Caracterizarel ARNm de la PFK-2/FBPasa2de hígado fetal paracomprobarsi

nos encontramosefectivamenteanteun isoenzimadistinto al expresadoen el tejido adulto,

3.- Estudiarlos cambiosqueseproducenen la PFK-2/FBPasa2durantela transición

fetal-neonatalpara entenderlas alteracionesmetabólicasque tienen lugar durante este

período.
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1.- Materiales

1.1.-Equipo instrumental

Parala realizacióndeestetrabajoseutilizaron los siguientesaparatos:

- Balanzasde precisióny granatariosdeSartoriusmodelos1203 MP y 1207 MP-2.

- pHmetrosde RadiometerCopenhagen,modelo 52.

- Bomba de perfusión Miniplus-2 de Oilson.

- Bailos: Heto-Denmarky Unitronic 320 OR de Selecta.

- Microscopioóptico Nikon.

- Campanade flujo laminarTelstar modelo PV-lOO.

- IncubadorHeraeus.

- Ultraturrax Janke-Kunkelmodelo TR 50.

- Homogeneizadorparapistilo de teflón modelo K 43 de Tri-R Jnstruments

(Rockville, N.Y., EstadosUnidos).

- SonicadorVibra CeIITM (Modelo 100 W), Sonics& Material inc. Danbury.

Connnecticut.Estados-Unidos.

- Centrífugas:HeraeusmodeloMinifuge T, Kontron modeloCentrikon H-401, Y

Ii

HeraeusBiofuge 13 y ultracentrífugaCentrikonT-2080 de Kontron.
- Contadorde centelleoliquido 1209 RackbetaLKB (Wallac).

1~
- DensitómetroláserMolecular Dinamios (Kemsing,Reino Unido).

- EspectofotómetroHitachi modelo U-2000.

- Cubetasy fuentesdeelectroforesis(Powerpac300 y 3000) deBio-Rad (Richmond

C.A., EstadosUnidos).

- Cubetaparagelesde secuenciaciónJordanScientifics (Bloomingtonin.).

- Secadorde gelesmodelo583. Bio-Rad.

- BombaAspirator A-3S Eyela(Toldo, Japón).

- Sistemade transferenciadeproteínasde Bio-Rad.

- Sistemade transferenciaVacuneoeneTmXL de Uharmacia.

- Aparatode PCR ADN ThermalCycler 480 de Perkin-ElmerCetus (Norwalk, 1 -

EstadosUnidos).

- Bloque térmicoTemblocde Selecta.
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- Transiluminadorde U,V.: Ultraviolets ProductsCo. ChromatoweC-61.

1.2.- Reactivos

Los substratos,antibióticos, hormonas,coenzimasy enzimas,seobtuvieron

de Boehringer (Manheim, Alemania) o de Sigma (St. Louis, U.S.A.). Los reactivos de

laboratoriode gradoanalíticofuerondeMerck (Darmstadt,Alemania), y los reactivospara

la técnicade electroforesisfueronsuministradospor Bio-Rad (Richmond,CA, U.S.A.). La

agarosay los medios para el crecimiento de bacteriasfueron de Hispanagar(Barcelona,

Espafla).

Losreactivosy materialplásticoparacultivoscelularesfuerondeBiological Industries

(Kibbutz Beit Haemek,Israel),Bio-Whittaker (Walkersville,EstadosUnidos), TecnoPlastic

Products(Trasadingen,Suiza)y BectonDickinson (Plymouth, Inglaterra).

Los reactivosradioquinúcosy el liquidode centelleoBetaMaxTMfueronsuministrados

porICN.

Los reactivosde biología molecular fueronde Perkin-ElmerCetus,Stratagene(La

Jolla, EstadosUnidos), Promega(BoehringerIngenheim,Alemania)y Schleichery Schvell

(Darmstadt,Alemania).

La síntesis de p¿ptidosse ordenó a Neosystemy las películas autorradiográficas

Hyperfilm MP fueronde Amersham(Bucks, Reino Unido).

1.3.- Material biológico

1.3.1.-Animales

Se trabajócon ratasAlbino Wistarpreñadas(300-350g), a las quesealimentó

conuna dietaestandarde laboratorio(SandersH-28) y aguaad llbñum, La edadgestacional

se determinópor criterios estandar(Di Marco et al., 1976). En el día 19, 20 ó 21 de

gestación,los fetos seobtuvieronpor cesáreay el hígado se utilizó inmediatamenteo se

congelóen N2 liquido. RatasAlbino Wistar macho(180-200g) sealimentarony mantuvieron

en las mismascondicionesque las hembras,con el fin de compararlos hígadosfetalesy

adultos.

Los animalestratadoscondexametasonaseinyectaronintraperitonealmentedurante
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cuatrodíascon una solucion salinaesteril quecontenia50 ~¿gdel glucocorticoide

Para el estudio¡ti vivo del efecto del AMPc en la regulaciónde la PFK-2/FBPasa2,

ratasAlbino Wistar machose inyectaronintraperitonealmentecon 2 ¡nl de solución salina

esterilqueconteníael derivado8-(4-clorofeniltio)AMPc(ph-AMPc)y teofilina, ambosauna

concentracionde600 hg/kgpeso.En el casode los fetos, trasanestesiara la hembracon éter

y exponerel útero, los fetos de 21 días de uno de los cuernosdel útero se inyectaron

subcutaneamenteatravésde la pareduterinacon una soluciónsalina(100 yI) quecontenía

50 gg del derivadoph-AMPc y la mismacantidadde teofilina. Los fetos localizadosen el

cuerno opuesto,consideradoscomo controles,se inyectaron tinicamentecon la solución

salina.

1.3.2.-Preparaciónde homogeneizadoshepilticos

Los hígadossehomogeneizaronen ultraturraxcon 4 volumenes(p:v) de un

medio queconteníafosfatopotásico20 mM, DT1’ 1 mM, EDTA 1 mM, PMSF0.5 mM y

leupeptina10 ~M (pH 7.4 a40C), al queseañadióNaF 50 mM parainhibir la actividadde

proteínasfosfatasas.Trascentrifugarloshomogeneizadosa lOSOOOgdurante30 mm, sellevó

a cabounapurificaciónparcial medianteun doblefraccionamientoconpolietilenglicol (PEG

6000) al 2-15%. El precipitado se resuspendió en 0.25 volumenes del medio de

homogeneizaciónsin NaF.

Paradeterminarla concentraciónde Fru 2,6-1>2, los hígadossehomogeneizaronen

NaOH50 mM (1:20, p/v), y semantuvierona 800C durante10 mm,

1.3.3.-Aislamientodebepatacitos

1.3.3.1.-Aislamientode hepatocitosadultos

Los hepatocitosseobtuvieronpor perfusión¡ti situ del hígadode rata con un

medioqueconteníacolagenasa,segúnel métododescritopor Huey colaboradoresen 1978.

Las ratasseanestesiaronmedianteunainyección intraperitonealde Nembutala la

dosis de 7 mg/lOOgde peso. Una vez anestesiado,seinyectó al animal en la venafemoral

0,5 ml de heparina(Leo) al 1% paraevitar la coagulaciónsanguíneay facilitar el lavadodel

hígadode su contenidohemático.La canulaciónse llevó a cabo en la venaportade manera
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quese empezóa perfundir el hígadocon 40 mí/mm de medio Hepessin calcio (Hepes20

mM, KCl 1 mM, MgSO4 1 mM, fosfato potásico5 mM, NaCí 150 mM y glucosa10 mM,

pH 7.4). Parafacilitar el drenaje,seabrió unasalidaprovisionalen la venacavainferiorpor

debajode la desembocadurade las venasrenales,Rápidamenteseabrió la cavidadtorácica

y se introdujo un catéter de plástico en la porción torácica de la vena cava inferior

recogiendoel catéterapartir de estemomentotodo el flujo de salidaprocedentedel hígado.

Los primeros300 ml de medio se desecharon,agregandoa los restantes100 ml 40

mg de colagenasa(0.15 U/mg) y CaCI2 1 mM. Tras 20 mm de perfusióncon colagenasa,la

suspensióncelular se filtró a travésdevarias capasde gasasy secentrifugódurante1 mm

a50g.El precipitadoseresuspendióen medioHepessin colagenasay secentrifugó denuevo

paraeliminaslos restosde membranas,Tras la centrifugación,las célulasseresuspendieron

en el medio de cultivo, La viabilidad dela suspensiónde hepatocitosobtenida,determinada

medianteel ensayodeUnción con el coloranteAzul de tripan y a través de la medidade ]a

actividadlactatodeshidrogenasa,fue superioral 90%.

1.3.3.2.-Aislamientode hepatocitosfetales

Los hepatocitosfetales se prepararon por el método de digestión con

colagenasa(Martin-Sanzet al.,1987).En el día 19, 20 ó 21 degestación,ratasAlbino Wistar

preñadassesacrificaronpor dislocacióncervical y se obtuvieronlos fetos por cesárea.Se

tomaronen total 12 g de hígado fetal que, tras trocearpara hacer una papilla homogénea,

sedistribuyeronen erlenmeyers(3g/erlenmeyer)y seincubaronenun bañocon agitación(40

ciclos/mm) a 37
0C, durante 30 mm, bajo gaseo continuo (0JC0

2, 19:1), con 15

ml/erlenmeyerde medio Krebs bicarbonatosin calcio (NaCí 0.12M, NaHCO3 0.02 M,

glucosa10 mM, KCI 0,48M, MgSO4 0.12M y fosfatopotásico0.12M) y EOTA 0.5 mM.

La suspensióncelular resultantese centrifugó a SOg durante2 mm. El precipitado se

resuspendióe incubó de nuevo durante 60 mm en 15 ml/erlenmeyerde medio Krebs

bicarbonatosuplementadoconcalcio 2.5 mM y colagenasa0.5 mg/ml.

Transcurridoel tiempo de incubación,la suspensiónse pasóa travésde un filtro de

500 pm y se centrifugódurante4 mm a 35g. Tras aspirarel sobrenadante,el precipitadode

célulasse resuspendióen 10 ml de medioKrebs bicarbonatosin calcio y sefiltró a travésde
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una membranade nylon de 200 !¿m. El filtrado se centrifugó a 35g durante4 mm y el

precipitadose resuspendióde nuevoen 10 ml de medio Krebs, filtrándosea travésde una

membranade 100 gm. Tras centrifugara 35g durante4 mm la operaciónserepitió unavez

más,filtrando en estaocasióna travésde unamembranade 60 pm.

La contaminación con células hematopoyéticasse determinó por observación

microscópicasiendomenor del 5%. La viabilidad celular, determinadapor el ensayode

Unción con el colorante Azul de tripan y a través de la medida de la actividad lactato

deshidrogenasa,fue superioral 90%.

1.3.3.3.-Condicionesde cultivo

Los hepatocitosaistadosadultosy fetalesde21 días(3-4 x 106) sesembraron

en platosdecultivo de 6 cm empleandoun medio de cultivo quecontenía2.5 ml deDMEM

suplementadocon 10% (v:v) de suero bovino fetal. Despuésde 4h de incubaciónpara

facilitar quelas célulasquedasenadheridasa los platos, seaspiróel medio y selavaronlas

célulasdos vecescon PBS paraeliminas los hepatocitosno adheridos,

El medio se reemplazópor 2 ml de DMEM conteniendoun 0,2% de albúminade

suerobovino librede ácidosgrasos(Fraccióny). Lashormonasy ligandosempleadosen los

distintos experimentos,preparadosbajo condicionesestériles,se adicionaronal medio de

cultivo de tal maneraqueel volumendel medio no sevió afectadoen másdeun 2%. Cuando

se investigóel efecto de la actinonúcinaD o la cicloheximida,las célulasseincubaron30

mm con los inhibidoresantesde la adición de hormonaso ligandos.

Se eligieron los cultivos de hepatocitosfetalesde 21 díasdebido a quela máxima

diferenciaen la respuestahormonalde la PPK-2/FBPasa2observadaen cultivo primario se

producíaen estaedadgestacional.

Paramedir la concentraciónde Fru 2,6-1>2, las células(platosde 1 cm) se recogieron

con 1 ml de NaOH50 mM, manteniéndosea 800C durante10 mm.

Paradeterminarlas actividadesenzimáticaslos hepatocitosselavaron una vez con

medio DMEM sin albúminay se extrajeroncon 1 ml de un medio quecontenía fosfato

potásico20 mM, Dfl 1 mM, NaF 50 mM, PMSF 0.5 mM y leupeptina10 MM, pH 7.4.

La suspensióncelular se sometióa la acciónde los ultrasonidosdurantecuatroperíodosde
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20spararomper las célulase inmediatamentese centrifugó 15 mm a máximavelocidaden

unacentrifugaeppendorfparaeliminarlos restoscelulares.El sobrenadantese fraccionócon

polietilenglicol al 15% paraprecipitarla PFK-2/FBPasa2.El precipitadose resuspendióen

el medio de extraccionsin NaF.

1.3.4.- Transformaciónde bacteriascompetentes.Preparaciónde plásmidos.

Obtención de insertos.

BacteriasE. col! de la cepaDHScv se hicieron competentespor el métodode

Hanahanmodificado(Sambrooket al.,1989),transformándoseposteriormentecon 1 ng de

plásmido,queconteníael inserto empleadoen el análisispor Northem Blot,

Las bacteriastransformadassecrecieronen placasde medio LB a lasque se añadió

el antibióticoal que eran resistentesen virtud del plésmidointroducido.

Las bacteriastransformadascon el plásmidose dejaroncreceren 100 ml de medio

LB-4-antibiótjco, manteniéndosedurantetoda la nochea 37 0C con agitaciónconstante,El

cultivo de bacteriasse centrifugóa 3000gdurante3-5 mm, tras lo cual se añadiólisozima

con el fin de digerir la paredbacteriana.Tras 15 mm a temperaturaambiente,seañadióla

solución de lisis (NaOiH 0.2 M, SDS 1%), semantuvoa estatemperatura5 mm y se llevó

finalmentea4W. Paraprecipitarlas proteínasy el ADN cromosómico,se añadieron4.5 ml

de acetato potásico 3M pH 4.5 y se incubó a 40C durante 15 mm, eliminándose

posteriormentepor filtración. El ADN plasmidico se precipité del sobrenadantecon

isopropanoly paraeliminar los ARN de la preparación,seañadieron50g/ml de AiRNasaA

10 mg/mí, incubandoa 37W durante30 mm. Posteriormente,se añadieron250 fig/ml de

proteinasaK y se incubé2h a 50 0c.

Finalmente,se extrajo el ADN plasmidico con 500 pd de unamezcla 1:1 (y/y) de

fenol/cloroformo.El procesode extracciónserepitió hastaque no seaprecióinterfase,El

ADN seprecipitéa -20W durantetodala nochecon 0,1 volumenesde acetatosódico 3 M

pH 4.5 y 2 volumenesde etanol absoluto. La cantidadde plásmido obtenido se analizó

espectofotométricamentey porelectroforesisen gel de agarosaal 1 % en tampónTBB (Tris

0.02 M pH 8.5, EDTA 0.4 mM, ácido bórico 0.2 M).

Los insertos se obtuvieronpor digestión de los plásmidoscon el/los enzimasde
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restricciónadecuados,Paraello, seincubó,durantetodala nochea la temperaturaadecuada,

unamezclade reacciónquecontenía,en un volumen final de 150 pl, tampónde restricción

lx, 200 pg del plásmidoa digerir y unaunidad/vgde plásniido del enzimade restricción.

El insertose separódelplásmidodigeridopor electroforesisen gel deagarosade bajopunto

de fusión al 1 % y extraccióncon fenol/cloroformo.

Los plásmidose insertos utilizadosfueron los siguientes:

PPK-2/FBPasa2 PEPCK L-PK a-CREB fi-actina

Plásmido pEMBL pBR322 pBR322 pGEM pUC18

Resistencia Amp Tetr Tetr Amp Amp

Enzimade EcoRI PstI PstI Ecorl/ Ecorl/

restricción HindIlí HindIfl

Inserto 1.4 Kb 1 Kb 1.8 Kb 1,25 Kb 0.6 Kb

Ribosonal18S

Plásmido pBR322

Resistencia Tetr

Enzimade

restricción

Inserto 200 bp

u
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2.- Métodos

2.1.- DeterminacióndeFru-2,&P2

La cantidaddeFm 2,6-P2sedeterminópor el procedimientodescritoporVan

Schaftingeny colaboradoresbasadoen la medidade la actividadde la PPi-PFK de patata,

enzimaquecatalizael pasode Fm 6P y PPi a Fm 1,6-1>2 y Pi en presenciade Fru 2,6-Pa

(Van Schaftingenet al., 1982).El ensayocontenía,en un volumenfinal de 0.2 mí, Tris-HCI

20 mM, acetato magnésico5 mM, Dfl 5 mM, NADH 0.15 mM, ALD 10 gg/ml,

TIM/GDH 20 pg/ml, Fm 6P 1 mM, PPi-PFK0.4 unidades/mly 20 pl de los homogenados

hepáticosen NaOH 50 mM (1:20, p/v). La reacciónseinició por la adición de pirofosfato

0.5 mM, midiéndosela absorbanciaa 340 nm. La disminuciónde la absorbanciaa 340 nm

es proporcional a la cantidad de Fyu 2,6-1>2 presente en los extractos.

2.2.-Determinación de la actividadquinasade la PFK-2/FflPasa2

La medidade la actividadPFK-2 sebasaen la formación de Fm 2,6-1>2 a

partir deATP y Fm 6P, segúnel métododescrito por Bartrons y colaboradores(Bartrons

et al., 1983).La actividadPFK-2 “total y la actividadPFK-2 “activa”, correspondientea

la forma no fosforilada del enzima, fueron medidasa pH 8.5 y 6.6, respectivamente.

Basándoseen las característicascinéticas del enzima,a pH 8.5 las dos formas tienen la

mismaactividad,mientrasqueapH 6.6 la forma fosforiladaesprácticamenteinactiva en las

condicionesdel ensayo.

Para la medida de la actividad PFK-2 total la muestrase incubó a 30W en un

volumenfinal de 200 pl de un mediocompuestoporTris-HCI 50 mM, KCI 100 mM, MgC~

7 mM, Fru 61> 5 mM, MgATP 5 mM y fosfato potásico1 mM, pH 8.5. La forma activade

la PFK-2 semidió en un medio de incubaciónqueconteníaPIPES50 mM, KCl 100 mM,

MgCI2 7 mM, Fm 61> 1 mM, MgATP 5 mM y fosfatopotásico5 mM, pH 6.6. La cantidad

de Fru 6P estabaen relación 1:3 con la Glu 61> paraprevenircambiosen su concentración

por la acción de la fosfoglucosaisomerasa.Las incubacionesse pararon añadiendoun

volumendeNaOH50 mM y calentandoa 80”C durante10 mm. La Ru 2,6-1>2formadase

determinóbasándoseen el poderestimuladordel metabolitobisfosfatosobrela PPi-PFKde

patata. Unaunidadde actividadPFK-2 sedefinió como la cantidadde enzimaque catalizó
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la formaciónde 1 prnol de Fru 2,6-P2por minutoa 30W.

2.3.- Deteccióncon anticuerposde la PFK-2/FBPasaZ

2.3.1.-Preparacióndeanticuerpos

Se prepararondos anticuerpospoliclonales;un primeranticuerpofrente a un

decapéptidocorrespondienteal dominio aminoterminalde la PFK-2/FBPasa2de hígado

adulto (GELTQTRLQK) (anticuerpoespecifico),y un segundoanticuerpofrenteal enzima

adultopurificado(anticuerpocomún).Paraello, conejosblancosmacho,razaNew Zealand,

se inmunizaroncon inyeccionesintradérmicasmúltiplesde unaemulsióncompuestapor 300

pg deantígenoen 1 ml deadyuvanteFreund’scompleto(1:1). La inmunizaciónse completó

cadados semanascon inyeccionesde recuerdo(inyecciones“booster”) quecontenían100 pg

de antígenoen adyuvanteFreund’s incompleto.El péptido seacopló con glutaraldehidoy

hemocianinadializadasegúnel métododescritopor Reichlin en 1980.

Una vez inmunizadoslos conejos,se recogió la sangrey semantuvotoda la noche

a4
0C paraquese formara el coágulo.Al díasiguientey con el fin de separarel suerodel

coágulo,se centrifugó a 4W, durante15 mm, a lSOOg. El suero se guardóa -70”C hasta

el momentode ser utilizado.

2.3.2.-Análisis por Westernblot

Las proteínas se fraccionaron electroforéticamente en condiciones

desnaturalizantesen un gel al 10% de acrilamida/bisacrilamida(29.2/0,8) (SDS/PAGE),

segúnel métododescritopor Laemmlien 1970. Previaa su aplicaciónen el gel, las muestras

se calentarona 95W durante 5 mm en el tampón de muestras Laemmli (5:1), cuya

composiciónes Tris-l-ICI 62.5 mM pH 6.8,2%SDS, glicerol al 10%, 5% 3-mercaptoetanol

y 0.001% de azul de bromofenol.El tampónde electroforesisestá compuestopor Tris-HCI

25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.01%.

Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranasde

polivinilideno dit’luoruro Hybond~-PVDF(Amersaham)aplicando,durantelSh, un voltaje

de 0.5 mA/orn. El mediode transferenciaconteníaTris 25 mM, glicina 192 mM y metanol

20%, pH 8.3. Despuésde la transferenciay con el fin de saturar los puntosde unión

43



Cap. 2: Material y Métodos

inespecificos,las membranasse mantuvierondurante2h en unasoluciónde lecheen polvo

desnatadaal 3% en TES (Tris 10 mM pH 7.5 y NaCí 0.1 M). Transcurridoeste tiempoy

traslavar 4 vecescon TBS y Tween20 al 0.1% (TTBS) (5 mm/lavado),las membranasse

incubarondurante90 mm con losanticuerposcomúny especificodela PFK-2/FBPasa2.Tras

la incubación,las membranasselavaronde nuevocon rr~s y seexpusieronduranteotros

90 mm aun segundoanticuerpo,unainmunoglobulinaG decabraanti-conejoconjugadacon

peroxidasa.

Tras los 90 mm de incubacióncon el segundoanticuerpo,sevolvieron a realizar4

lavados con rrns y, finalmente, se reveló el antigeno empleando el sistema ECL

(Amersham).La cuantificaciónde la intensidadde las bandasse realizó por densitometría

láser empleandocomocontrol muestrasde PFK-2/FBPasa2purificadastransferidasen las

mismasmembranas.

2.4.- Extracciónde ARN total

El ARN total presenteen 100 mg de hígadose obtuvo por el método de

Chomczymsld(Chomczymskiy Sacchi,1987).Lasmuestrassehomogeneizaronen un medio

quecontenía4 ml de soluciónD (tiocianatode guanidinio4 M, citrato sádico25 mM pH

7.0, sarcosil0.5% y fi-mercaptoetanol0,1 M), 0.4 ml de acetatosódico2 M y 4.4 ml de

fenol bídestiladopH 7, soluciónen la quelasproteínasquedandesnaturalizadasevitandode

estemodo que las ARNasaspuedandegradaral ARN.

El mediode homogeneizaciónse repartióen tuboseppendorfañadiendo100 pl/mI de

mezclaChisam(cloroformo:alcoholisoamiico,24:1). Parasolubilizarel ARN, los tubosse

agitaronvigorosamentedurante30s y semantuvieronen hielo durante 15 mm. Transcurrido

este tiempo, las muestrasse centrifugaron durante 15 mm a 4.<’C en una centrífuga

Eppendorf, tomandola fase superior. Para precipitar el ARN, se añadióun volumende

isopropanol,manteniendolas muestrascomo rnfnimo lh a ~20oC.

Despuésde la precipitación,las muestrasse centrifugaronnuevamentedurante15

minutosa 4 0C. El precipitadode ARN se lavó dos vecesconetanolal 75%, centrifugando

durante5 mm entrecadalavado,En el caso de quesepartierade tejido,el ARN sereextrajo

siguiendoel mismoprocedimiento.
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Paradeterminarla cantidady calidaddel ARN, seeliminó el etanol y el precipitado

se resuspendióen EDTA 1 mM en aguatratadacon dietilpirocarbonato(aguaDEPC). La

muestrase valoró en el espectofotómetroy se midió suabsorbanciaa260, 280 y 310 nm,

valoresque corresponden,respectivamente,a la cantidadde ARN, proteínase impurezas

presentesen la preparación.La relaciónentre DO2GO/DO2ROesun índice de la calidad del

ARN, considerándosebuenoslos valorescomprendidosentre 1,9 y 2.

Parala extraccióndel ARN total de los cultivos de hepatocitosfetalesy adultos,las

células se lavarondos veces con PES y se recogieronen 1 ml de solución D, 0.1 ml de

acetatosódico 2 M y 1.1 ml de fenol bidestiladopH 7, procesándosede la misma manera

quela indicadaparala extraccióndel ARN total de las muestrasde tejido.

2.5.- Obtenciónde poIiA-ARN

Los ARNm se separarondel restode ARNs por cromatografíade afinidaden

oligo (dT)-celulosa(Sambrooket al., 1982). En primer lugar, se pesaron75 mg de oligo

(dr-celulosa(Stratagene),sedisolvieronen 2 ml de aguaDEPC y semantuvierona 4W

durantel-2h paraquesehidratanla resma.

Las columnas(poly-prepchromatographycolumns, Bio-Rad) se lavaronvarias veces

con NaOH 0.1 N preparadaen aguaDEPC, se llenaroncon 10 ml de estasolución, y se

mantuvieronduranteaproximadamenteIh. Transcurridoestetiempo, se lavarondos veces

con aguaDEPOy se añadióla resmaya hidratada,empaquetándolahastaaproximadamente

0.5 cm. Las columnasse lavaronde nuevocon 1 ml de aguaDEPO y se equilibraroncon

tampónde uniónBB1x hastapH neutro (medioBB2x: Tris-ROl0.02M, NaCí 1 M, EDTA

2 mM y SDSal 1% pH 7.5; el tampónsediluye con aguaDEPC).

1 mg de ARN total se resuspendióen 500~l de aguaDEPOy, trascalentardurante

10 mm a 6500 con el fin de desnaturalizarel ARN y enfriar posteriormentea 4W, se

completóel volumende resuspensióna 1 ml con tampónBB2x. Unavez resuspendido,el

ARN seaplicó a la columna.El eluato se recogió inmediatamenteen un tubo estéril, se

calentóa 6500 durante5 mm y, tras enfriar a4W, seaplicó denuevoa la columna. Para

mejorar el rendimiento,el procesoserepitió en otrasdos ocasiones.

Tras añadirel ARN, la columnase lavó con tampónBB1x hastaquela absorbancia
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a 260 nm del eluato fue indetectable.En estepunto los ARNmseeluyeroncon 4 ml de

tampón de elución (Tris-HOl 0.01 M, EDTA 1 mM,SDS0.05%, pH 7.5), precalentadoa
3700. Las fraccionesconmayor D.O. a 260 nm, normalmentelas dosprimerasfracciones,

se precipitarona -200C durantetodala nochecon 0.1 volumenesde acetatosódico 3 M y

un volumende isopropanol.

Transcurridoel tiempodeprecipitación,las muestrassecentrifugarondurante15 mm

a 400 en unacentrífugaEppendorf.El ARNm precipitadoselavó con etanolal 75% y se

resuspendióen 5-10 pl de aguaDEPO. En condicionesnormales,la cantidad de paliAs

extraídoscorrespondea un 10% del total de ARN a partir del cual seobtienen.

2.6.- An4lisis por Northernblot

Alícuotasde ARN total (20-30pg) sedesnaturalizarona65W durante15 mm

en formaldehido5%, formamida50%, glicerol 8%, azuldebromofenol0.4% y cianol xileno

0.4%. Tras la desnaturalización,el ARN total sefraccionópor electroforesis(20 mA, 15h)

en un gel de agarosaal 0.9% queconteníaformaldehidoal 2% y tampónMOPS lx (MOPS

¡Ox: MOPS 0.2 M, acetatosódico0.05M y EDTA 5 mM pH 7.4) (Maniatiset al., 1982).

Despuésde transferirel ARN del gela membranasNytran NY-13N conSSOlOx (NaCí 1.5

M y citrato sódico 0.3 M pH 7.4) mediante un sistema de vacio a baja presión, las

membranasse prehibridaron duranteal menos6h a 420C, en un medio que contenía

formamida50%, NaCí0.25M, fosfatosódico0,1 M pH 7.2, SDS 7% y ADN de esperma

de salmón 0.1%. Transcurrido el tiempo de preliibridación y despuésde marcar los

fragmentosdeADN empleadoscomosondascon [a-32P]dCTP(3000Ci/mmol) por el método

randomprimed (eficienciadel 37-55%),las membranassehibridarondurante16h a 4200.

Trasla hibridación,lasmembranasselavaranunavez atemperaturaambientedurante

10 mm y una o dos vecesa 42W durante30 mm con SSOQ.lx y SDS 0.1% (relación

señallfondo,3:1), exponiendola membranaa unapelículaHyperfilm-MP (Amersham).Para

corregir las deficienciasde carga y comprobarquelas diferenciasen la expresiónde los

ARNm eran especificas, cada membranase rehibridó con un fragmento de 0.6 Kb

EcoRI/HindIII, aisladode un vectorYO18, quereconoceespecíficamenteel ARNm de la ¡3-

actina (amablementecedida por José Gonzalez Castaño. Instituto de Investigaciones
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Biomédicas,0510.Madrid), o bien, en los casosen los que el ARNm de la ¡3-actinavariase,

una sondaque reconocíaal ARN ribosomal 185 (amablementecedidapor la Dra. Isabel

Fabregat.UniversidadComplutensede Madrid), marcadoen estecaso medianteel método

del desplazamientode mella(“nick-translation’9.La cuantificaciónde las señalesobtenidas

se realizó por densitometría(Molecular Dinamics, Kemsing, U.K). Los resultadosse

expresanen unidadesarbitrarias comoel cocientede la expresióndel ARNm a estudio/(3-

actinao ribosomal.

Las sondasempleadasen el análisisNorthernblot fueron:

- Sondasque reconocenal ARNm de la PFK-2/FBPasa2

* Sondacomún: Fragmentode 1.4 Kb EcoRI aislado del ADNc de la PFK-

2/FBPasa2(exones3-14), que reconoceespecíficamenteel ARNm expresadoen hígado,

músculo esqueléticoy línea celular FTO2B (Colosia et al., 1988; Darville et al., 1989;

Dupriez et al,, 1993), amablementecedidapor el Dr. Tauler, UniversidadAutónomade

Barcelona.

* Sonda0.5 kb: Fragmentode 480bp correspondientea los exones1, 2 y partedel

3 de la secuenciadela PFK-2/FBPasa2de hígadode rata (nucleótidos172-649con respecto

al sido de iniciación de la transcripción(+1)) (Lange et al,, 1989), aisladodel plásmido

pBS(SK)500(amablementecedidopor el Dr. Tauler, UniversidadAutónomade Barcelona)

tras la digestión con los enzimasPstI/HindIII.

* Sancta iL: Fragmento de 310 bp correspondiente al exón lL que reconoce

específicamente el ARNmde la PFK-2/FBPasa2 de hígado adulto (nucícótidos 182-469)

(Crepin et al., 1988), preparadapor PCR a partir de ADN genómico (par de cebadores

sentido:5’GCG/GOO/GAA/nC/TAO/ATC/TGG/OAG/CAG/AAG3’,antisentido5’GOG/

GCC/GAA/’1T0/GOO/COT/TCG/CCG/’VI’G}CAG3’). A partir de estasonday mediante

digestiónconel enzimaXhoI, eliminamoslos dítimos90 nucleótidosempleandotambiéneste

fragmentocomo sonda(sonda1L-90).

* Sonda 1M: Fragmentode 170 bp correspondienteal exón 1M que reconoce

específicamenteel ARNm de la PFK-2/FBPasa2de músculoesquelético(nucledtidos33-178)

(Darville et al,,1989),preparadapor PCRa partir de ADN genómico(par de cebadores:

sentido5’GOG/GCC/GAA/UC/AGG/GCG/C’fl’/CCT/CAO/COT/TCC3’,antisentido5’GC
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G/GCC/GAA/flO/TGT/TCT/Cfl/AGA/GGO/T1T/fl03’).

* Sonda flhO2B: Fragmento de 227 bp correspondiente al exón laf de la secuencia

del ARNmde la PFK-2/FBPasa2 presente en células FTO2B (nucleótidos 69-271) (Dupriez

et al., 1993), preparada por PCR a partir de AUNgenómico (par de cebadores:sentido

5’GCG/GCC/AAG/Crr/CGG/AGO/TGA/GGT/GGA/GGC/TGT3’,antisentido5’GOG/GC

O/AAG/Orr/GOT/AGC/GTG/CGci/CCA/GAA/GAG3’).

- El análisisdel ARNm de la PEPCKse llevó a cabocon un fragmentode 1 Kb

PstI aislado de un vector pBR322 (Friedman et aL, 1993), amablemente cedida por la Dra.

PredestinaciónGarcía Ruiz, UniversidadAutónomade Madrid.

- Los niveles de ARNmde la L-PK se determinaron con un fragmentode 1.8 Kb

PstI aisladode un vectorp1BR322 (Leneet al., 1986), amablementecedidapor el Dr. Axel

Kahn, Instituto Cochin,París.

- Los nivelesdeARNm de la proteínaa-OREB sedeterminaroncon un fragmento

de 1.25 Kb aislado de un vector pGEM, amablementecedida por el Dr, JoséRamón

Naranjo, Instituto Cajal. Madrid.

2.7.- Hibridación en solución/Ensaya de protección con ARNasas

Otra de las técnicasquese empleóen el análisis del mensajerode la PFK-

2/FBPasa2 presente en hígado fetal de rata fue la técnica de hibridación en solución/ensayo

de protección con ARNasas (Zinn et al., 1983). BI fragmento que comprendía los exones 11,

2 y parte del exón 3 de la secuencia de hígado adulto de rata (nucleótidos 17 1-650, con

respecto al sitio de iniciación de la transcripción <+1)) (Lange et al., 1989), se insertó en

el sitio de policlonajedel plásmidopBS (SK) entrelospromotoresdel bacteriófagoT7 y T3

de tal forma quepermitió la síntesisde ARN antisense.

El ensayoconstade tres etapas:

a) Síntesisde la ribosonda:Despuésde linearizar el plásmido con el enzima de

restricciónHind III, sellevó a cabola reaccióndetranscripciónin vitro enuna mezclaque

contenfa,en un volumenfinal de 20 pl, Tris-HOl 40 mM pH 7.9, MgCI2 6 mM, espermidina

2 mM, NaCí 10 mM (tampón de transcripciónlx), Dfl 10 mM, 40 unidadesdeinhibidor

de ribonucleasaspancreático,0.5 mM de ribonucledtidos(rATP, rGTP y rCTP), rUTP 24
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pM, 500 ng delplásmidolinearizado,50 pCi de [a-32P]UTP(600 Oi/mmol) y 15 unidades

del enzima T3 ARN polimerasa. La incubación se hizo a 3700 durante lh, transcurrida la

cual se incubó el ADN a 370C durante15 mm, con una solución que contenía 1 jA de

inhibidor de ARNasasVRO, 10 unidadesdel enzimaADNasaI y 7.5 pg de ARNt.

La ribosonda sintetizada se extrajo primero con fenol/chisam (1/1, vN) y,

posteriormente,conchisam.Seprecipitó a -20”C durante45 mm en 2:5 volúmenesde etano]

absolutoy 0.075volumenesde acetatosódico3 M. Transcurridoslos 45 mm, secentrifugó

durante30 mm a velocidad máxima en una centrífuga Eppendorf, el precipitado se

resuspendióen 30 pl de aguaDEPOy se reprecipitóa~200Cduranteotros45 mm, con 1.5

pl de acetatosódico3 M y 75 pl de etanolabsoluto.Finalmente,y tras centrifugardurante

30 mm en unacentrífugaEppendorf,el precipitadoseresuspendióen la cantidadapropiada

de agua DEPOpara que la ribosonda sintetizada tuviera UY cpm/pl, manteniéndosea 400

hasta su uso.

b) Hibridación en solución: 40 pg de ARN total se resuspendieronen 29 pl del

tampón dehibridación lx &recalentadoa 4200), formado por un volumende tampón de

hibridación4x (Tris 80 mMpH 7.6, EDTA 4 mM, NaCí 1.GM, 0.4% SDS) y 3 volúmenes

de formamidadesionizada.Tras añadir1 pl de ribosonda(106 cpmfreacción),la mezclade

reacciónsecalentóa 8500 durante5 miii, con el fin de evitar estructurassecundariasque

impidiesenunacorrectahibridaciónARNm-ribosonda,seenfrió lentamentehasta4200 y se

mantuvola hibridacióna estatemperaturadurantetodala noche. Tambiénse incubarondos

tubos adicionalessin ARN quesirvieron como control del funcionamientoposterior de las

ARNasas(control positivo) y como controldel estadode la ribosonda(control negativo).

c) Ensayode protecciónfrentea ARNasas:Despuésde 18h de hibridación,el ARN

no hibridadoy el controlpositivo sedigirierona 30~C durantelh con 40 pg/ml de ARNasa

A y 2 pg/ml de ARNasaT, en un tampónformadopor Tris 10 mM pH 7.6, EDTA 5 mM

y NaCí 300 mM. El controlnegativose trató con el mismo tampónsin contenerARNasas.

Tras el periodode incubación,las muestrasse trataron con 20 íd de SDS 10% y 50 gg de

proteinasaK (20~¿g/pl),durante15 mm a37W. Loshíbridosseextrajeroncon fenol/chisam

y se precipitarona~20oC,por espaciode lh, con acetatosódico4 mM, 2.2 volumenesde

etanolabsolutoy 20 pg de ARNI.
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Finalizadala precipitación,secentrifugóa400, a máximavelocidaddurante30 mm

utilizando unacentrífugaEppendorf.El ARN protegidose resuspendióen aguaDEPC y se

añadióel tampónde carga (formamida95%, EDTA 10 mM y 0,03ng/pl de unamezclade

cianol xileno 1 ng/pl y azul de bromofenol 1 ng/pl). Trasdesnaturalizara9500 durante3

mm, los productos se analizaron en un gel de acrilamida/bisacrilamida(19/1) al 8%

conteniendourea8M. El gel sesecóy seexpusoa unapelículaautorradiográficaHyperfilm-

MP (Amersham).

2.8.-Reacciónde extensióncon cebador(“Primer extension”)

El estudiodel ARNm de la PFK-2/FBPasa2presenteen el hígado fetal se

amplió utilizandola técnicade la reacciónde extensióncon cebador(Primerextension),que

seutiliza paradeterminarla localizacióndel extremo5’ de ARNm específicos.Estatécnica

empleaun oligonucleótidoespecifico,marcadoen el extremo5’, que sehibrida al ARNm

y actúa, en presenciade deoxinucleótidos,como cebadorpara el enzima transcriptasaen

reverso.De estaforma, el ARNm se transcribea ADNc, productoque seanalizaen un gel

desnaturalizantede poliacrilamida. La longitud del AUNo refleja el número de bases

existentes entre el nucleótido marcado del cebadory el extremo5’ del ARNm (Sambrooket

al., 1989).

El análisisconstade tres etapas:

a) Marcajedel oli2onucleótido:El oligonucleotidosemarcaen suextremo5’

empleandoel enzimapolinucícótido quinasaT4, enzimaque cataliza la transferencia del

(y)fosfato terminal del ATP al 5’-hidroxil terminal del ADN y ARN. La reacciónse lleva

a cabo a 3700 durantelh, en un medio que contiene,en un volumen final de 25 pl, 40

pinoles del oligonucleótidoa marcar, tampón quinasalx (tampón lOx: Tris-HOI 0.5 M,

MgCI2 0.1. M, D¶lT 50 mM, espermidina1 mM y EDTA 1 mM, pH 7.6), 150 pCi [y-
32P]ATP y 25 unidades del enzima polinucleótido quinasa T4. La incubación se para

añadiendoal volumende reacción 1 pI de EDTA 0.5 M pH 8, completandohasta100 pI con

agua bidestiladay calentandoa 7000 durante 10 mm. En nuestroensayo se utilizó el

oligonucleétidoantisenseP 5‘Arr/AGT/GAA/CTG/TGG/TAT/GGA/03’ complementario

a los nucleótidos471-492de la secuenciade la PFK-2/FBPasa2de hígadoadulto (Langeet
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al., 1989), marcadocon unaactividadespecíficade 0,5-1x109cpm/gg (fig. 2.2).

b) Hibridación del oli2onucleótidomarcadoal ARNm: 5 ~g de poliA-ARN

sehibridaronconel oligonucleótidomarcado(106 cpm/reacciónde hibridación)durante30

mm a58~60oC,en un volumendereacciónde 16 M1 formadoporTris-ROl 50 mM pH 8.3,

KCl 75 mM, MgOl
2 3 mM y D¶IT 10 mM (tampón lx del enzimatransoriptasaen reverso,

RTB).

e) Transcrinciónen reverso:La extensióndel cebadorsellevó a cabodurante

lh a 3700 en 30 ¡¿1 de tampón RTB suplementadocon los cuatro deoxunucleótidosa una

concentraciónde 1 mM, 25 unidadesdeinhibidor deARNasaspancreáticoy 50 unidadesdel

enzima transcriptasaen reverso (Stratascript
TM, Stratagene).Transcurrida la hora de

incubación,la mezclase trató a 3700 durante20 mm con 30 sg/ml de ARNasa A para

digerir el ARN no transcritoy, posteriormente,con proteinasaK (50sg/ml) durante15 mm

a la mismatemperatura.Tras la extraccióncon un volumende fenol/chisam,los productos

de la reacción seprecipitaroncon 0.1 volumenesde acetatosódico 3 M y 2 volumenesde

etanol absoluto y se analizaron en un gel de acrilamidaibisacrilamida(19/1) al 8%

conteniendourea8 M.

2.9.- Análisis por RT-PCRdel ARN de la PFK-2/FBPasa2

Otra técnicaempleadaen el estudio del extremo 5’ del ARNm de la PFK-

2/FBPasa2fue la técnicaRT-PCR (transcripciónen reverso-reacciónde la polimerasaen

cadena).Medianteestetécnicael ARNm se transcribea ADNc queseamplifica ¡ti vitro a

partir deoligonucleótidosespecíficos(McPhersonet al,, 1992).

En la transcripciónen reversodel ARN y posterioramplificaciónporPOR se utilizó

el sistema GeneAmp ARN POR (Perkin-Elmer Cetus), diseñadopara el análisis de la

expresióngénicaa nivel de ARN. ARN total (5 Mg) se transcribióen reversoa ADNc con

2.5 unidades/plde transeriptasareversadel virus de la leucemiamurina tipo Moloney

(MuLV), en presenciade oligo dT
16 2.5 gM como cebadory dNTPs 1 mM. La mezclade

reacción contenía,en un volumen final de 80 ¡4, KCl 50 mM, Tris-HOl 10 mM pH 8.3

(tampónPCR lx), MgOl2 5 mM y 80 unidadesde inhibidor de ARNasaspancreático.La

reacción se llevó a cabo a 42
0C durante45 mm y separó calentandola mezclaa 9900
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durante5 mm y enfriandolas muestrasfinalmentea 500 duranteotros 5 mm.

La síntesisde la segundacadenade ADN y posterioramplificaciónse realizó en un

volumende 50 ¡4 de tampónPCRlx (Tris-HOl 10 mM, KCl 50 mM, pH 8.3), MgCl2 2.5

mM, 10 pl de la mezclade reacciónen la que sesintetizóel ADNc, dNTPs0.2 mM, 1.25

unidadesde AUN polimerasaAmpliTaq y 25 pmolesdelpar decebadoresescogidosparala

amplificación.En las PORssemicuantitativas,el cebadorantisensesemarcócon [y-
32P]ATP

empleandoel enzima polinucleotidoquunasaT4 (eficiencia16-32%).Tras un primer ciclo

de desnaturalizacióna 9400 durante 5 mm, la amplificación constó de 30 ciclos de

desnaturalizacióna 94~C durante 1 mm, hibridación de los cebadoresa sus respectivas

cadenasde AUN a 5500 durante2 mm y extensiónde la cadenaa 7200 durante3 mm,

seguidosdeunaextensiónfinal a7200 durante10 mm.

Los productosde la POR se analizaronpor electroforesisen gel de agarosade bajo

punto de fusión al 1% en tampón TEE y, en el caso de las PCRs semicuantitativas,por

electroforesis en un gel de acrilamida/bisacrilamida (19/1) al 8%conteniendo urea SM, que

tras secarsese expusoa unapelículaautorradiográficaHyperfilm-MP (Amersham).

Los oligonucleótidosempleadoscomo cebadoresen el análisis por RT-POR se

diseñaronen basea las secuenciaspublicadasde la PFK-2/FBPasa2del enzima hepático

(Colosiaet al., 1988, Langeet al., 1989), músculoesquelético(Crepinet al,, 1992) y línea

de hepatomade rata FTO2B (Dupriez et al., 1993) (fig. 2.1):
*OligonucleótidoH(hígado):SentidoS’GGA/CIAA/CTC/AOT/CAA/ACC/AGG/IT

AICAG/AA3’, correspondientea los nucleótidos388-416de la L-PFK-2/FBPasa2.
* OligonucledtidoM (músculo):Sentido5‘AAG/CCT/OTA/AGA/GAA/OAG/CC3’,

nucleótidos109-129dela secuenciade la PFK-2/FBPasa2específicademúsculoesquelético.
* Oligonucícétido laf: Sentido S’GAG/CTG/AGG/TGG/AGG/CTG/TA3’

<nucleótidos71-90), oligonucleótidoF Sentido5’ OAA/AAC/¶ITG/GGA/AGA/GTA/AC3’

(nucleótidos199-218)y oligonucícótido1 bf Sentido5’GAT/AAA/CCA/GGA/AGA/GGC/

A03’(nucleótidos221-240),de la secuenciadel mensajerode la PFK-2/FBPasa2presenteen

célulasFTO2B.
* Oligonucícótido N (monnalizaeidn): SentidoS ‘TCC/CAC/GAT/GGT/GAT/CAT/

GGT3’(nucleótidos495-515), y OligonucleótidoC <comun)Antisentido5’ATC/TfG/ATG/
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TAG/GAO/AGG/TGG/OTG/TOC/TGT/COA/ATT/CCTIO3‘(complementario a los

nucleótidos997-1031), pertenecientesa la secuenciade la PFK-2/FBPasa2común a las

formaspresentesen musculoesqueletico,células FTO2B e hígadoadulto.
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Figura 2.1. Estructura esquemáticade! gen A de la PFK-2/FiPasa2 en la quese indican la localizacidn

de los oligonucledtidos empleadosen la técnica RT-PCR. Las cajas representan los exones: IL, exón

específicode hígado adulto; exón 1M, exón especifico de músculo esquelético; exanes ial’ y lid’, exones

específicosde célulasFTO2B. Las flechas representan los oligonucledtidosdiseñados, indicando la punta de

flecha el extremo 5’ del cebador. Los nucledtidos se numeran con respecto al sitio de iniciación de la

transcripción de cada uno de los tres ARNm de la PFK-2/FEPasaZcodificadas por estegen.

2.10.- Secuenciación de los productos amplificados por PCR

La naturaleza de todos los productos obtenidos mediante la técnica de PORse

determinémediantesecuenciación.En primer lugar y con el fin de poderdisponerde más

cantidad de fragmento sin necesidadde realizarnuevasamplificaciones,seprocedió a su

ligación a vectoresde expresión.Seemplearondos tipos devectores:

a) Vector nGEM-T <Promega~naralos fragmentosobtenidosen el análisisRT-POR

:

Estevectorpresentadesoxinucleótidosde timina en los extremosdel sitio de inserciónque

mejoranla eficienciadela ligaciónde productosobtenidospor POR,dadoqueesnormalque

las polimerasas termoestables utilizadas en esta técnica introduzcan desoxinucleótidos de

adeninaen los extremosde los productosamplificados.

b) PlásmidopBS<SK~en la liRación de los frasmentosutilizadoscomo sondasen el

análisisNorthernblot: Los oligonucleótidosempleadoscomo cebadoresen la reacciónde

PORpresentanen susextremossitios de digestiónEcoRí o HindIll con el fin de facilitar la

ligación. Antes de la reacción, el vector debe ser digerido con el enzima adecuado y tratado
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con fosfatasaalcalinaparaevitar la unión de los extremosdel sitio de inserción,

La reacción de ligación contenía, en un volumen de 25 ~I, 10 ng del fragmento

amplificado por POR, tampónligasa lx (tampónligasa lOx: Tris-HOl 300 mM pH 7.8,

MgCl2 100 mM, DTJ’ 100 mM y ATP 5 mM), 60 ng de vector y 3 unidadesde enzima

ligasa T4. La mezcla se incubé a 1600 durante toda la noche. Finalizada la reacción, se

transformaronpor choquetérmico200 pl de bacteriascompetentesE.coli, NM522 ó 71/18.

Las bacteriasya transformadassecrecierona3700durantetodala nocheen placasde medio

LB con ampicilina, a las que sehabíanañadidoX-GAL e IPTO comoindicadoresde color,

Lasbacteriasquehabíanintegradoel vector conteniendoel fragmentode POR a secuenciar,

presentabancolor blancomientrasquelos clonesno transformadosteníancolor azul.

A partir de las coloniaspositivas, seobtuvo el plásmidoqueconteníael fragmento

de POR a secuenciarmediante el sistema de purificación a pequeñaescalade AUN

plasmidico (MagicTM Minipreps AUN purification system, Promega).50-100 ng del AUN

purificado sesecuenciépor PORempleandodideoxinucleótidosde terminaciónfluorescentes

(ABIPRISM
TM Dye TerminatorOycle SequencingReadyReactionKit, Applied Biosystem),

siguiendo las instruccionesdel proveedory utilizando como cebadoresoligonucícótidos

diseñadosa partir de la secuenciade los vectores.Los dideoxinucleótidosde terminación ¡

fluorescentessedetectarony procesaronpor ordenador,

2.11.-Determinaciónde proteínas

La determinaciónde proteínas se realizó según el método descrito por

Bradford (1978), utilizando albúmina de suero bovino como patrón. Los cambios de

absorcióna 595nm son directamenteproporcionalesa la concentracióndeproteínapresente.

2.12.-MétodosestadLsticos

Los valores presentadosson la media ±el error estandardde la media

(E.E.M.) de los resultadosobtenidosen ensayosrealizadospor triplicado de un número

variablede experimentos,que se especificanen cadacaso.

La significaciónestadísticade las diferenciasentredistintosvaloresde determinados

expenmentosseexpresamedianteel test de la t de Student.
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1.- Estudio de la regulaciónhormonalde la PFK-2/FBPasalen el hígadofetal.

1.1.-Efectodelglucagóny del AMPe en la actividadquinasay en la cantidadde

LPFK-2/FBPasa2en cultivo primariode hepatocitosfetalesy adultos.

Como seha mencionadoen el capítulo1, trabajosprevioshabíandemostrado

que la PFK-2/FBPasa2de hígado fetal de rata presentabaimportantes diferenciascon

respectoal enzimabifuncionaladulto,especialmenteanivel del efectode la fosforilación en

la actividadquinasa,tanto trasla incubacióndelenzimapurificadocon la subunidadcatalítica

de la PICA (Martin-Sanzet al. , 1992),como trasel tratamientode hepatocitoscon glucagón

(Martín-Sanzat al., 1987). Teniendoen cuentaestoshechos decidimoscomprobarsi, en

cultivo primario de hepatocitosfetalesy adultos,el efectodel AMPc en la actividadquinasa

podría debersea variaciones en la cantidad del enzima bifuncional presenteen los

hepatocitos.Paraello, hepatocitosfetalesde 21 díasy hepatocitosadultos seincubaronbien

conglucagón(100nM) o bienconel derivado8-(4-clorofeniltio)AMPc&h-AMPc, 100gM>,

analizandomedianteWestemblot la cantidadde proteínaqueconteníanlos hepatocitos.El

Westemblot se llevó acaboempleandoel anticuerpopreparadofrentea la PFK-2/FBPasa2

hepáticaadulta,

Previamentemedimosla actividad quinasaen las muestrasa analizarpor Western

blol. La tabla 1 muestra la actividad PFK-2 ensayadaa pH 8.5 en presencia de

concentraciones saturantes de sustratos, situación en la quela actividades independientedel

estadode fosforilación del enzima,En los hepatocitosfetalesla incubacióncon ph-AMPc

provocó un 129% de incrementoen la actividad PFK-2, mientrasque dicha actividad

disminuyóun 54% en las célulasadultasincubadasen las mismascondiciones.Los resultados

obtenidosen las muestrasincubadascon la hormonafueron<similaresa los obtenidoscon el

derivadodel AMPc, confirmandolos resultadosmostradospor Martín-Sanzy colaboradores

en 1987.

Unavez confirmadoslos datosde actividadpasamosa analizarpor Westernblot la

cantidad de proteínaque presentabanlas mismasmuestras.De acuerdocon los resultados

obtenidos en la determinaciónde la actividad PFK-2 total, la cantidad de proteína

inmunodetectadamedianteel anticuerpofrente a la PFK-2/FBPasa2de hígado adulto se

incrementóen los hepatocitosfetalesporefectode la incubaciónconel derivadoph-AMPc
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IrnlamknlQ

Ninguno

Actividad PFK-2.pmo] x mlii’ x (m2 de protefnaY’

Hepatocitosfetales Hepatocitosadultos

24 ±2 51 ±4

ph-AMPc (100 ¡dv!) 31 ±2 27 ±3

Tabla 1. Actividad PFK-2 en cultivo de hepatocitos fetales y adultos.

Las células (3 X 106) se incubaron durante ób en ausencia o presencia de pb-AMPc 100 pM.

Transcurrido el tiempo de incubación, loshepatocitosse homogeneizarony fraccionaron con polietilenglicol al

15%.La actividadquinasasedeterminéapH 8.5 enpresenciade concentracionessaturantes de sustratos.Los

resultadosson la media±EEM(Error estandardde la media)de tres cultivos.

(179% deincrementodespuésde 6h de incubación).Paraevaluarla posibilidadde queeste

aumentopudieradebersea un incrementoen la síntesisde algunaproteínaqueestabilizase

a la PFK-2/FBPasa2,los hepatocitosfetalesse incubarondurante30 miii antesde la adición

del pb-AMPc, con un inhibidor de la síntesisdeproteínas(cicloheximida).En presenciade

cicloheximiday ph-AMPc (fig. 3.1, línea O), el contenidodel enzimabifuncional fue mayor

queen lascélulasno tratadas(fig. 3.1, líneaA) oqueen los hepatocitosincubadossolamente

con el derivadodel AMPc (fig. 3.1, línea B). Ello pareceindicar que el AMPc pudiera

activar la degradacióndealgunaproteínaqueestuvieradesestabilizandoala PFK-2/FBPasa2

presenteen los hepatocitosfetales.

1.2.- Efectodel glucagény del AIVIIPc sobre los niveles de ARNm de la PFK-

2/FBPasa2en hepatocitosfetales,

Una vez establecidomediantela utilización de anticuerposfrente al enzima

adultoquelos nivelesde PFK-2/FBPasa2variabanpor efectodel AMPc de maneradistinta

en los hepatocitosfetalesqueen loshepatocitosadultos,decidimoscomprobarsi ello sedebía

a unaregulacióndiferentedela expresióndel gende la PFK-2/FBPasa2por AMPc en ambas

etapasdel desarrollo.Paraello seestudió,mediantela técnicadeNorthernblot, el efectodel

glucagóny de su segundomensajeroen los nivelesdel ARNm de la PFK-2/FBPasa2en
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Figura 3.1. Análisis por Western blol del conten¡do de PFK.2/FBPasaZ en hepatocitos fetales en cultivo
primar¡o.

Adaptada de Casado et al. (1995). Los hepatocitosse cultivaron según se ha descrito en el apartado

2.1.3.2de Material y Métodos. Tras homogeneizarlas células, la PFK-2/FBPasa2se purificó parcialmente por

fraccionamiento con polietilenglicol (15%) y se sometió a electroforesis SDS-l’AGE (10%) (20 pg

proteffia/carril). El enzimabifuncionalse identificó medianteun anticuerpocontralaprotefnahepáticaadulta.

El anglisis corresponde a la media jEEM de tres experimentos.A, control; B, ph-AMPc 100 >¿M; C, ph-

AMPc 100 p¿M y cicloheximida 5 pM. P .< 0.01 vs control,
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hepatocitosfetalesde 21 díasincubadosdurante6h bien con la hormona(100nM) o biencon

el derivadoph-AMPc (100pM). Utilizamosla sendade la PFK-2¡FBPasa2de 1.4Kb común

a los distintos isoenzimasdescritos(Oolosiaet al., 1988).

En la figura 3.2 podemosobservarcomola sondareconocióen los hepatocitosfetales

un ARNm dela PFK-2/FBPasa2de igual tamafloqueel mensajeroadulto(2.1 Kb). También

sepuedeapreciarquela incubaciónde los hepatocitosfetalescon el análogopermeabledel

AMPe &h-AMPc) supusoun incrementoen los niveles del AIRNm de la PFK-2/FBPasa2

dependientesde tiempo y de dosis (170% respectoal valor obtenido en ausenciadel

derivado).Porel contrario,y de acuerdocon trabajosprevios (Rosaet al., 1993), los niveles

del mensajerodel enzimabifuncionaldisminuyeronen los hepatocitosadultosincubadoscon

ph-AMPc (60% de los valorescontrol) (fig. 3.2; tabla 2). El efectodel tratamientode los

hepatocitoscon glucagón sobrela expresióngénicadel enzimabifuncional fue similar al

observadocon el derivadodel AMPc.

Seconocenotrosdosenzimasclavesdelasvíasglucolíticay gluconeogénica,la L-PK

y la PEPOK, respectivamente,en los que la expresióngénicaes reguladapor el glucagón.

En el casode la L-PK ocurreunasituaciónmuy similar ala descritaparala PFK-2/FBPasa2

dchígadoadulto.La administracióndeglucagón,actuandovía AMPc, inhibela transcripción

del gen y acelerala degradacióndel ARNm de la L-PK (Noguchi et al., 1985; Vaulont et

al., 1986; Decauxet al., 1989). La situaciónopuestaocurrecon el gen de la PEPCK, en

el quela presenciade elevadosniveles de AMPc suponeun aumentoen la transcripción

(O’Brien y Granner,1990) y en la estabilidadde su ARNm (Hod y Hanson,1988). Como

se aprecia en la figura 3.2 y en la tabla 2, los niveles de ARNin de la PEPOK se

incrementaronrápidamentetras la incubación con el derivado ph-AMPc tanto en los

hepatocitosfetalescomo en los hepatocitosadultos.En relacióna los nivelesde ARNm de

la L-PK, los resultadosobtenidosseasemejana los exhibidospor el enzimabifuncional, con

un incrementoen los niveles del mensajeroen las células fetalesy la variaciónopuestaen

los hepatocitosadultos.Dadoqueel efectodel AMPc en la expresióndela PEPCKen ambos

tipos celulareses similar, los resultadosobtenidosparecenindicarquedebenexistir señales

especificasque participanen la respuestade la PFK-2/FBPasa2y L-PK al AMPo en el

hígado fetal.
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FETAL

PFK-2/FBPasa2 2.1

L-P K

PEPCK

beta-actina

3.2

2.2
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Figura 3.2. Efecto del AMPesobre los niveles de ARNin de la L-FFK-2/FBPasaZ, PEPCKy L-PK en

hepatocitos fetales,
Autorradiogramarepresentativodel análisispor NorthernBlot del ARN total extraído de hepatocitos

fetalesde 21 díasy hepatocitosadultosincubadosenausencia(línea 1) o presenciadeph-AMPc 100 ~M(línea

2). En el análisisse emplearonsondasespecificasparala ?FK.2/FBPasa2,PEPCKy L-PK, normalizandocon

la sondaespecificade la fractina. Con la sendautilizadase distinguen dos tipos de ARNm de la L-PK con

diferente longituden la colapali-A (3.2y 2.2Kb). La variaciónen los nivelesde las dos especiesdeARNm

es similar, segúnlo descrito por Vaulont et al, (1986)

ADULTO

12
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(56 Control)

ARNm HepatocitosFetales flenatocitosAdultos

PFK-2/FBPasa2 160 ±19 60 ±9

PEPCK 585 ±67 700 ±95

L-PK 270+32 61±9

Tabla 2. Efecto del AMPc en los niveles de ARNmn de los enzimas reguladores de la glucolisis y

gluconeogdnesisen hepatocitosfetales.
El ARN total extraídode hepatocitosfetalesde 21 días y hepatocitosadultosen cultivo primario (3-

4x105 células) incubados durante 6h en ausencia o presencia de ph-AMPc, se analizd por Northem blot

empleandosondasespecificaspara la PFK-2/FBPasa2, PEPCK y L-PK, normalizando con la sondaespecifica

dela~-actina(sección2.6deMaterial y Métodos).Se utilizaronlas mismasmembranasparala hibridacióncon

cada una de las sondas ensayadas.Los nivelesde ARNm fueron medidos por densitometría láser, corregidos

por cl valor correspondientea la sonda de ¡3-actina y expresados segúnla cantidad presenteen los hepatocitos

incubadosen ausenciadel derivado del AMPc, valor consideradocomo cl 100%. Los resultadosson la media

±EEMde cuatro experimentos.

El incrementoen los niveles de ARNm de la PFK-2/FBPasa2observadosen los

hepatocitosfetalespodría ser atribuido a las condicionesde cultivo en vez de a procesos

fisiológicosiniciadosen respuestaal aumentoen la concentraciónintracelularde AMPc. Para

descartarestaposibilidad, analizamoslos nivelesde ARNm de la PFK-2/FBPasa2presente

en los hígadosde fetos de 21 días inyectadostranspíacentalmentecon una solución que

contenía el derivado ph-AMPc y teofilina, un inhibidor de fosfodiesterasasqueevita la

degradacióndel derivado (fig. 3,3). Se llevó como control animales adultosinyectados

intraperitonealmentecon la mismasolución. Los nivelesdel ARLNm de la PFK-2/FBPasa2

aumentaronun 140% en el hígado de los fetos inyectadoscon el derivado del AMPc,

mientrasquedisminuyeronen el hígadoadulto (77% de disminución).Por tanto, el efecto

del AMPc observadoen los cultivos se mantuvo ¡ti vivo.
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niveles de ARNm de la PFK-21FBPasal en hígadofetal y

t¡ernpo, (mm)

Figura 3.3. Efecto la vivo del AMPc sobre los

adulto de rata.

Adaptada de Casadoet al. (1995). Análisis por Northem Blot del ARN total extraído de hígados de

fetos de 21 días inyectados transpíacentalmente (panel A) o animalesadultos inyectados intraperitonealmente

(panel E) con una solución que contenía ph-AMPc y teofilina (50 ~gffeto 6 600 sg/kg peso en tos animales

adultas) (@) o conuna solución de salino(O). Los valores correspondena la cuantificación densitométrica de

las señalesobtenidaspor análisis Northem blot usando la sonda de la FFK-2/EBPasa2 dc 1.4 Kb tras la

normalizaciónsegúnel contenidoen ARN dela O-actina, Los resultadoscon’espondena la media ±EEMde

tresexperimentosen losqueseprocesaron2-3 hígados. P < 0.05vs control.
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El efectodel AMPc estámediado,en parte,por la interacciónespecíficaentreCREE

&rotelnas que se unen al elementode respuestaa AMPc) y secuenciasCRE (elementode
respuestaa AMPc) presentesen los genesque codifican los enzimascuya expresión se

niodula por el segundo mensajero (Lee, K, 1991). Decidimoscomprobar,determinandolos

nivelesde su correspondientemensajero,si la diferenteregulaciónde la expresióndel gen

de la PFK-2/FBPasa2por AMPc en hepatocitosfetalesy adultossedebíaa variacionesen

los nivelesde proteínasCREB. Como seapreciaen la figura3.4, los niveles delARNm de

la proteínacYCREB fueronsimilaresen ambostipos celulares.

12
A

a-CREB 7,0 Kb

13-Actina 2,2 Kb *0
B

<4

E .~

«3

0-n
o

>

•0
~>

2

o

Figura 3.4. Niveles de ARNm de la proteína a-CRED en el hígado fetal ‘ adulto.

Autorradiogramarepresentativodel análisisporNorthemBlot del ARN total extraídodehepatocitos

fetales de21 días (línea 1) e hígadoadulto (línea 2). En el andilsis se empleóuna sonda de 1,25Kb especifica
para la proteína a-CREB (panel A>. Los valores correspondena la cuantificación densitométrica de las se5ales

Obtenidas tras la corrección segúnel contenidoen ~3-actina,expresadoen unidadesarbitrarias<panel E). Los

resultadosson la media ±EEMde tresexperimentos.
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La sondade ADNc de la PFK-2/FBPasa2(1.4 Kb) comprendelos exones3 al 14

comunesa las secuenciasde los ARNms de los distintos isoenzimasdescritoshastael

momento,Paradeterminarcon mayorprecisiónlas especiesafectadaspor el glucagóno el

AMPc en el hígado fetal, el ARtI extraído de los hepatocitosfetales y adultos tras la

incubación con la hormona o el derivadoph-AMPc se analizó mediante el ensayo de

protecciónfrentea ARNasas.En el ensayose utilizó unaribosondaquecomprendeel exón

lL, exón 2 y partedel exón 3 de la secuenciadel gen A de la PFK-2/FBPasa2,lo que

permiteuna clara distinción entrelos ARNm tipo E y tipo M, así como el presenteen la

línea celular de hepatomade rata FTO2B (fig. 3.5),
exones

1a< lb< 1W it. 2—14
0 fl __________

172 ribosonda 651

ARNm hrgado adulto - -
4SObp‘4

ARNm mdsculo esquelético

~ 179bp

ARNm FTO2E

~ 179bp ~

Figura 3,5. Estructura esquemáticadel gen de la PFIC2/FBPasaZ de rata.

Adaptada de Dupriez et al (1993). Los exonesse representan como: iL, exón especificode la PFK-

2/PHPasa2de hígado adulto; 1M, exón especificode la PFK-2/FBPasa2de músculo esquelético; laf y lbf,

exonesespecíficosde la PPK-2/FBPasa2presenteen la línea celular de hepatomade rata FTO2B. El esquema

incluye la localizacióndela ribosondaempleadaen el análisisde protecciónfrentea ARNasas,así como los

fragmentosquese esperaqueproteja la ribosondaen las muestrasde hígadoadulto, músculoesqueléticoy en

la línea celular de hepatoma de rata FTO2B.~~-, sitios de iniciación de la transcripción; O, extremos 5’ del

ARNm (cap sites); A, extremo5’ dcl ADNc; 1. sitios de splicing.
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En los hepatocitosfetales, el fragmento protegidode 480 bp correspondienteal

ARNm dela PFK-2/FBPasa2tipo L se incrementótras la incubación con el derivadodel

AMPc (210%), mientrasque la intensidadde estefragmentoclaramentedisminuyóen las

célulasadultasprocesadasen paralelo(44%) (fig. 3.6; tabla3). La intensidaddel fragmento

correspondienteal isoenzimade músculoesqueléticoy la líneacelular FTO2B no varié en

las muestrasincubadasconph-AMPc, de acuerdocon el diferentemodelode regulaciónque

presentael enzimabifuncional tipo M (Kitamuraet al., 1989).

A

hp

480-

a
1 2 3 123

—570

t

179--

Figura 3.6.Ensayode protección frente a ARNasasdel ARNm de la l’FK-2/FBPasa2 en bepatocitosfetales

y adultos incubadoscon AMPc,

Adaptada de Casadoet al. (1995).40 pg deARN total extraído de hepatocitosfetalesde 21 días(panel

A) y bepatocitosadultos (panel E) incubadosdurante 6h en ausencia(línea 1) o presenciade ph.AMPc 100 ¡¿lv!

(línea 2) o durante 24h con dexanietasona1 ¡¿M (línea 3), se analizaronpor el ensayode protecciónfrentea

AkNasastal y como se ha descritoen la secciónmetodológica.El autorradiograniaes representativOde tres

experimentos.
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Hepatocitos fetales

PFK-2/FBPasa2tipo L (56 fragmento480 bp’)

CQnlrni nh-AMPc (100 uM~1 Dex (1 uM’

100 210 370

Hepatocitosadultos 100 56 275

Tabla3. Cuantificación del ARNmde la PFK-2fFBPasal de hígado adulto expresado en lepatocitos fetales

y adultos en cultivo incubados con AMPco dexametasona detectado mediante el ensayo de protección

frente a ARNasas.

Cuantificaciónde losautorradiogramasobtenidosen tresexperimentosdeprotecciónfrentea ARNasas

del ARNm de la PFK-2/FBPasa2tipo L en cultivo primado de hepatocitos fetales y adultos incubados en

presenciao ausencia de ph-AMPc o dexametasona.Los nivelesde ARNm fueron medidospor densitometría

láser y expresadossegún la cantidad presente en los hepatocitoscontrol (100%).

Se ha demostradoampliamenteque los glucocorticodesactivanla expresióndel gen

A dela PFK-2/FBPasa2a travésde un elementode respuestaa glucocorticoideslocalizado

en el primer intrón (Lange et al., 1992). Por ello, como control interno del ensayo> se

incubaron los hepatocictosdurante 24h con dexametasona1 ~M. El glucocorticoide

incrementó los niveles del mensajerode la PFK-2/FBPasa2de hígadoadulto y, en menor

medida,el mensajerocorrespondienteal enzimaespecíficode músculoesqueléticoy línea

celular F102B, tanto en hepatocitosadultoscomo en hepatocitosfetales(fig. 3,6; tabla 3).

Los resultadosobtenidosen el ensayodeprotecciónfrentea ARNasasparecenindicar

queel ARNm de la PFK-2/FBPasa2presente en los hepatocitos fetales, regulado de manera

diferente por glucagón o AMPc, es la forma específica de hígado adulto. Esta diferente

regulaciónpodríadebersea la presenciade factoresde transcripciónespecíficosparacada

etapadel desarrollo, que modularíande maneradistinta la expresióndel gende la PFK-

2/FBPasa2con el fin de adaptarlaa las peculiarescondicionesmetabólicasde cadatipo

celular,
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1.3.-Regulaciónporglucocorticoidesdela PFK-2/FBPasai2enhepatocitosfetales.

En el ensayode protecciónfrente a ARNasasllevadoa caboen las muestras

de hepatocitosfetalesincubadosen presenciadedexametasonasedemostróque, al igual que

en las célulasadultas,los nivelesde ARNm de la PPK-2/FBPasa2tipo L (y ligeramenteel

tipo M) seincrementantras la exposiciónal glucocorticoide(fig. 3.6). El estudiodel efecto

de la dexametasonase completódeterminandolos niveles de Fru 2,6-P2, actividadquinasa

y cantidad de enzimabifuncional presenteen el cultivo de hepatocitosfetalesincubados

durante24h con distintasconcentracionesde dexametasona.Como seapreciaen la figura

3.7, los nivelesdel metabolito, actividad quinasatotal y proteínainmunodetectadacon el

anticuerpocomún frente a la PFK-2/FBPasa2de hígadoadulto,aumentaronde unamanera

dosis-dependienteen concordanciaconel efectodel glucocorticoidea nivel del mensajerode

la PFK-2/FBPasa2.

Kummel y Pilkis en 1990 y Espinet y colaboradoresen 1993 mostraron,

respectivamente,que tanto en hepatocitosadultos en cultivo como en la línea celular de

hepatomade rata FAO-1, el AMPe antagonizabalos efectosde la dexametasonaen los

niveles del ARNni de la PFK-2/FBPasa2.Evaluamosestaposibilidad en los hepatocitos

fetalesincubandosimultáneamentelas célulascon dexametasonay ph-AMPo y analizandolos

nivelesdel ARNm de la PFK-2/FBPasa2mediantela técnicade Northem blot empleandola

sondade 1.4 Kb. Comopuedeapreciarseen la figura 3.8 (panelA, lineas3 y 4), los niveles

del ARNm de la pFK-2/FBPasa2aumentaronun 200% en relación a los obtenidosen la

incubación exclusivamenteconel glucocorticoide(línea2). El efectoobservadopor Kummel

y Pilkis sereprodujoen el ensayorealizadoen paralelocon hepatocitosadultos(fig. 3.8,

panel B). Estos resultadosconfirmanplenamenteel efecto diferencial que el AMPo tiene

sobrela regulaciónde la expresiónde la PFK-2IFBPaSS2en hepatocitosfetalesy adultos.
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Figura3.7. Cambiosa largo plazo en la concentración de Fru-2,6-P2,actividadquinasay cantidadde

PFK.2/FBPasa2presenteen hepatocitosfetales tratadoscon dexametasona,

Adaptadade Casado et al. <1995). Resultadosdelcultivo dehepatocitosfetalesincubadosdurante24h

con (O) o sin (O) distintas concentracionesde dexametasona.Panel A: Contenidoen Fru 2,6-l’2; PanelB:

Actividad PFK-2 total; PanelC: Cuantificacióndensitométricadel contenidodeproteínaen hepatocitosfetales

incubadosdurante 24h con dexametasona1 pM, analizadopor Western hlot empleandoel anticuerpopreparado

a partir de la proteínadehígadoadulto. E C 0.01 Vs control. Los valorescorrespondena la media ±EEM

de trescultivos.
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>igura 3.8. Efecto del AMPcsobre los niveles de ARNmde la PFK-2/FBPasal en bepatoc¡tos fetales

tratadoscon dexametasona.

Adaptada de Casado et al. (1995). 30 pg de ARN total extraído de hepatocitos fetales (panel A) o

adultos (panel U) en cultivo incubados durante 24h en ausencia(línea 1) o presenciade dexametasona1 pM

(línea2) suplementadaconph-AMPc100¡¿M (líneaS)oph-AMPc10 gM (línea 4), seanalizaronpor Northern

blol con la sonda común de 1,4 Kb de la PFK-2/FBPasa2. Los resultados obtenidos tras la normalización

respecto al contenido en ¡3-actina y expresadosen unidadesarbitrarias, son la media ±EEMde tres

experimentos. 1> C 0,01 va control,

1.4.- Regulaciónpor insulina y tiroxina de la PFK-2/FBIPaSaI presenteen

hepatocitosfetales.

Comoseha mencionadoenla sección3.4, tanto la insulinacomolashormonas

tiroideas no tienen efecto en la regulación de la expresión de la PFK-2/FBPasa2en

hepatocitosadultosen cultivo (Kummely Pilkis, 1990).Paracomprobarsi las doshormonas

ejercíanel mismo efectoen los hepatocitosfetales,célulasde 21 díasseincubarona distintos

tiemposy con distintasconcentracionesdeinsulina y tiroxinadeterminandola concentración

de Fru-2,6-P2,actividad quinasa,cantidad de proteínay niveles del ARNm de la PFK-

2/FBPasa2.
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En primer lugar, incubamos los hepatocitos fetales durante 18h con distintas

concentracionesde insulina y tiroxina. Comosepuedeapreciaren la figura 3.9, solamente

la hormonatiroidea elevó los niveles del metabolitoy la actividadquinasade una manera

dosis-dependiente,aunquela respuestafue marcadamentemenor que la producidapor la

dexametasona(fig. 3.7). La insulinano modificó ningunode los parámetrosdeterminados,

incluso a elevadasconcentraciones(10 MM).
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Fijura 3.9. Concentraciónde Fru-2,6-P2(panelA) y actividadquinasa(panelE) en hepatocitosfetales

incubadoscon insulina y tiroxina.

Resultadospromedio ±EEMdetres cultivosde liepatocitosfetalesde21 díasincubadosdurantelSh
enausencia(O) o presenciadedistintasconcentracionesdeinsulina(U) otiro;ina (•). 1’ < 0,01 va control.
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Posteriormente,determinamoslos niveles de Fru-2,6-P2y actividadquinasaen los

hepatocitosfetalesincubadosdurantedistintos tiempos(0, 6,15y 24h)con lasdos hormonas

a la concentraciónde 1 MM, concentraciónen la quela tiroxina ejercíaun efectomayor (fig.

3. 10). En los hepatocitosfetalesincubadoscon insulina no seobservóefectoalgunoen los

parámetrosdeterminados.La tiroxinaaumentóligeramenteel nivel del metabolitobisfosfato

y actividadquinasa,mostrandola máximainduccióntranscurridas24h de incubacióncon la

hormona.Se aumentóel tiempo de incubaciónhastalas 48h aunqueno seobservéninguna

modificaciónsignificativa a los resultadosobtenidostras 24h de incubación,

En esteexperimentotambién incubamos,durantedistintos tiempos, los hepatocitos

fetales de 21 días con dexametasona1 ¡¿M y, como se observaen la figura 3.10, la

concentración de Fru-2,6-P2 y actividad quinasa aumentaron tras la acción del

glucocarticoide, siendo el efecto ejercido por la dexametasonamucho mayor que el

observadoen lascélulas fetalesincubadascon insulinao tiroxina.

c~ 400- 120-
a)

I) 4-.
4-, 00 1..
3.- 0.o. 300- ~,
a, E
E
~ 240-
E
a. i 80

- 180-
Li-

1 120—
ca -v 30-
N
L 60-
1~u-

0— ¡ 0— ¡

0 6 1824 0 6 1824
T¡empo (horas) Tiempo (horas)

Figura 3.10.Concentraciónde Fru-2,6.P2y actividadquinasaen liepatocitosfetalesdell días tratados

con insulina, tiroxina y dexametasona.

Hepatocitosfetales de21 días seincubaroncon insulina 1 ¡¿M (U), tiroxina 1 pM (@)odexametasoma

1 pM (s), recogiendoa los tiemposindicadosmuestrasparadeterminarla concentraciónde Fru-2,6-P, (panel

A) o actividad quinasa(panel8). Los resultadoscorrespondena la media ±BEMde tres cultivos. P < 0.01

va control.
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Ya que el efecto máximo sobre los niveles de Fru-2,6-P2 y actividad quinasa se

produjo a una concentraciónde hormonasde 1 pM tras 24h de incubación,determinamos

mediantela deteccióncon el anticuerpocomún frente a la proteínaadulta, la cantidad de

PFK-2/FBPasa2presenteen los hepatocitosfetales incubados durante 24h con esa

concentraciónde hormonas(fig. 3.11). La tiroxina aumentóligeramentela cantidaddel

enzimabifuncionalen los hepatocitosfetales(120%vs 100% del valor control), si bienestá

muy por debajode la inducciónejercidapor la dexametasona(353%). Al no detectarun

cambio significativo en la cantidadde proteína, el efecto ejercidopor la tiroxina en la

regulaciónde la expresiónde la PFK-2/FBPasa2en hepatocitosfetales,al igual queocurre

en los hepatocitosadultos,debeproducirsea nivel postraduccional.
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Figura 3.11. Análisis de la cantidadde PflG2/FBPasa2presenteen bepatocitosfetales incubadoscon

insulina, tiroxina y dexanietfisOflhl.

Cuantificacióndensitométricadel contenidode proteínaen hepatocitosfetales de 21 días incubados

durante24h en ausencia(0) o presenciade insulina 1 pM (U)> tiroxina 1 ~M (•) o dexametasona(a),

inmunodetectadacon el anticuerpopreparado a partir de la proteína de hígado adulto. Los resultadosson la

media LBEM de tres cultivos. * P .c 0.01 Vs control.
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Kummel y Pilkis (1990) mostraronque si bien la insulina y la tiroxina no tenían

ningdn efectoen la regulaciónde la expresiónde la PFK-2/FBPasa2en hepatocitosadultos

en cultivo, potenciabanla inducciónejercidapor la dexametasona.En los hepatocitosfetales

de 21 días, la insulina y la tiroxina tambiénpotenciaronel efectodel glucocorticoide(figs.

3.9, 3.10 y 3.11, y).

A nivel del mensajerode la PFK-2/FBPasa2,únicamentela dexametasonao la

combinacióndedexametasona-insulina-tiroxiflainducela expresióndel enzimabifuncional,

corroborandolos resultadosobtenidosa nivel de la proteína(flgs. 3,12 y 3.13).

Todos estos resultadosnos indican que la regulaciónde la expresión de la PFK-

2/FBPasa2 ejercidapor la insulina y la tiroxina, al contrariode lo queocurrecon el AMPo,

es similar en ambostipos de hepatocitos.
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Figura 3.12.Análisis del efecto de dexametasona, insulina y tiroxina en los nivelesdeARNm de la PFK-

2/FflPasaZen hepatocítos fetales.

Los nivelesdeARNm del enzimabifuncional enbepatocitosfetalesincubadosdurantedistintostiempos

en ausenciao presenciade 1 ~M de cadauna de las bonnonassedeterminaronpor Northernbici empleando

la sendacomún 1.4Kb de la PFK-2/FBPasa2.La cuantificaciónsellevó a cabopor densitometríaláser tras

la correción segúnel contenidode ¡3-actina.Los resultadossonla media jEEM de tres cultivos. - P C 0.01

vs control.
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Yigura 3.13. Análisis del efecto de distintas concentraciones de dexametasona, insulina y tiroxina en los

niveles de ARNmde la PFK-2/EBPasa2 en bepatocitos fetales.

Los nivelesdeARNnI del enzimabiftmcionalenhepatocitosfetalesincubadosdurante24h enausencia

(línea 1) o presenciade 1 nM (línea2)> 10 nM (línea 3), 100 nM (línea 4) o 1 gM (línea 5) de hormonase

determinaronpor Northeni blot empleandola sondacomún 1.4 Kb de la PFK.2/FBPasa2(panel A). La

cuantificaciónse llevóa cabopordensitometríalásertrasla correciónsegúnel contenidode ¡3-actina(panelB).

Los resultadasson la media ±EEMde trescultivos. 1’ c 0,01 vs control.
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1.5.- Estudiode la estabilidaddel ARNm de la PFK-2/FBPasalen bepatocitos

fetales de rata.

La regulacióntranscripcionaldel gende la PFK-2/FBPasa2en hepatocitosno

excluye otros mecanismos pretraduccionales, entre los cuales se encuentra la estabilidad del

mensajero.

Una de las características de la PFK-2/FBPasa2 en cultivo primario de hepatocitos es

que tanto los niveles de proteína como de mensajero disminuyen en ausencia de

glucocorticoidesy/o insulina (Kummel y Pilkis, 1990). Esta característicanos permite

determinarla estabilidaddel ARNm de la PPK-2/FBPasa2en hepatocitosen cultivo.

La vida mediadel ARNm de la PFK-2/FBPasa2en cultivo primariode hepatocitos

fetalesde21 díasy hepatocitosadultosseevaludpor análisisNorthernblot usandola sonda

comúnde 1.4 Kb de la PFK-2/FBPasa2.Se considerócomotiempo O al momentoen el que

la cantidadde mensajeroes máxima,es decir, el momentoen el que el medio consuero se

reemplazó por el medio suplementado con albúmina. La disminución de los niveles de ARNm

fue másacusadaen los hepatocitosadultosqueen los hepatocitosfetales, mostrandounavida

mediade 4 y 8-lOh, respectivamente(fig. 3.14).

La estabilidad del ARNm también se estudió empleando inhibidores de la

transcripcióny de la síntesisproteica. Cuandolos hepatocitosse incubaronduranteóh en

presencia de actinomicina D 5 MM, los niveles del ARNm de la PFK-2/FBPasZ2

disminuyeronun 52% en las muestrasfetalesmientrasquefueronindetectablesen lascélulas

adultas(fig, 3.15, línea3). La incubaciónde los hepatocitosfetalesconcicícheximida5 gM

prácticamenteno afectólos niveles del mensajerodel enzima bifuncional (70% del valor

control). Sin embargo, los niveles del ARNmde la PFK-2ÍFBPasa2 en hepatocitos adultos

trasla incubaciónconla cicloheximidafueron,comoen el casodelinhibidor transcripcional,

indetectables(fig. 3.15, línea 4).

No se pudo realizar la normalización con la sonda de la j3-actina ya que la

actinomicinaD disminuyeel contenidode esemensajero(fig. 3.14, línea 2). Sin embargo,

como la disminuciónfue similar en los dos tipos de hepatocitosy con el fin de compararlos

niveles del ARNm de la PFK-2/FBPa5B2 tn ausencia y presencia del inhibidor

transcripcional,seconsiderarontambiénlos resultadosobtenidostrasla normalizaciónsegún
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Figura 3.14. Estabilidad del AJUtn de la PFK-2./FBPasal en cultivo primario de hepatocitos fetales.

Hepatocitosfetalesde21 días(@)yhepatocitosadultos<O) seincubaronenpresenciadesuerobovino

fetal al 10% y, trassucesivoslavados,se continuó la incubación en presenciadeun 0.2% de albúminalibre

deácidosgrasos.A lostiemposindicados,las muestrasse analizaronpor Northernblot con la sondade ADNe

1.4Kb dela PFK-2/FBPasal.Las autorradiografiasse cuantificaronpor densitornetríalílser y se normalizaron

dc acuerdocon el contenidoenfl-actina. Los resultadoscorrespondenala media jEEM de tresexperimentos.

P < 0.05 Vs control.

el contenidoen ARN de la fi-actina de lasmuestras,aunquehay que tenerpresentequelos

valores estánsobreestimados.Como seapreciaen la figura 3.16, al considerarlos valores

obtenidostras la normalizaciónlos nivelesdel ARNm de la PFK-2/PiBPasa2en hepatocitos

fetalesincubadoscon actinomicinaD 5 MM sontresvecessuperioresa los determinadosen

ausenciadel inhibidor. Por el contrario, los nivelesdel mensajerodel enzimabifuncional

disminuyeronen los hepatocitosadultos incubadoscon la actinomicinaD, siendola vida

media del ARNm de tan solo 25 minutos. En cualquiercaso, tanto si se consideranlos

valores obtenidos antes o despuésde la normalización, el estudio realizado con los

inhibidoresponede manifiestoun mecanismodiferentede regulaciónde la estabilidaddel

ARNm de la PFK-2/FBPasa2en ambasetapasdeldesarrollo.
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Figura 3.15. Efecto de eiclohexim¡da y

2lFBPasa2 en hepatocitos fetales,

Panel A: Autorradiograma representativo del análisis Norihem BloL del ARN total extraído de

hepatocitosfetalesy adultosincubadosen ausencia(línea 1), o en presenciade actinomicina D 5 pM (línea2)

ocicloheximida5 gM (línea 3). En el análisisse empleóla sendade la ?FIC-2/FBPasa2de 1.4Kb. PanelE:

Análisisdensitoniótricosin considerarla correcciónconel valor correspondientea la sendade la ¡3-actina.Los

rectingulosabiertosse correspondencon las ¡nuestrasdehepatocitosadultos,Los resultadoscorresponden a

la media±EUM de cuatroexperimentos. P < 0,05vs control.
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Figura 3.16. Efecto de la actinoniicinafl sobrela estabilidaddel ARNm de laPFK-2/FBPasa2encultivo

primario de hepatocitos fetales.

Hepatocitosfetalesde2l días (O)yhepatocitosadultos(0) seincubaronenpresenciadesuerobovino

fetal al 10% y, trassucesivoslavados,se continuo la incubaciónen presenciade un 0.2% de albúmina libre

de ácidosgrasossuplementadacon actinomicinaD 5 pM. A los tiempos indicados,las muestrasseanalizaron

• por Northernblot con la sondade ADNc de la PFK-2/FBPasa2de 1,4 Kb. Las autorradiografias (se muestra

unautorradiogramarepresentativoen la figura 3.15),secuantificaronpordensitometríalásery senormalizaron

• de acuerdocon el contenidoen(3-actina.Los resultadossonla media±EEMIde tresexperimentos. P < 0.05

vs control,

2.- Caracterizaciónde la PFK-2/FBPasa2durantela transiciónfetal-neonatalen

el hígadode rata.

Unade las característicasdelperíodoperinatalesla expresióndeisoenzimas

hepáticosdel metabolismode carbohidratosdiferentede la queprevaleceen el tejido adulto.

Así, por ejemplo, el ARNm de la PEPCK no se detecta en fetos de 18-20 días,

incrementándoserápidamentedurantelas primerashorastrasel nacimiento(Munnich et al.,

1988). El modelo de expresión del gen de la PEPCK difiere del de otros enzimas

gluconeogénicos,comola piruvatocarboxilasa,FBPasay glucosa6-fosfatasa,sintetizados
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antesdel nacimiento(McGraneetal., 1992).En todos los enzimas mencionados, el momento

enel queseproducela activacióntranscripcionaldel gen es la causade lasdiferenciasentre

el periodofetal y neonatal.Hay otro tipo degenes,entrelos quecabecitar el gen de la L-

PK, en los que la diferenciaestriba en la expresiónde ARNm diferentesa lo largo del

desarrollo,debidoal usode distintospromotores.Así, duranteel períodofetal seexpresaeii

el hígadola formaU de la PK, forma «picade célulaseritroideas(abundantesen estaetapa

del desarrollo),mientrasquees la forma L la quepredominaen la etapaadulta (McGrane

etal., 1992).

El estudiode la regulaciónhormonalde la PFK-2/FBPasa2en hepatocitosfetalesen

cultivo quehemosexpuestoen el apanadoanteriorasí comoresultadosa nivel de proteína

descritos previamente(Martin-Sanzet al., 1987, 1989 y 1992), parecenindicarnosqueel

enzimabifuncionalpertenecea estegrupo de enzimashepáticoscuyaexpresiónesdiferente

a lo largo del desarrollo. Para poder verificar esta hipótesis abordamos un estudio riguroso

cíe la PFK-2/FBPasa2 durante la transiciónfetal-neonatalen el hígadode rata, El estudiose

llevó a cabo a nivel de actividad enzimática, cantidaddeproteínay nivelesde mensajerode

la FFK-2!FBPasa2.

2.1.- Actividad quinasa durante la transición fetal-neonatal

El estudiode la actividadenzimáticaPFK-2/FBPasa2lo centramosúnicamente

en la actividad quinasaya que el enzimabifuncional de hígadofetal presentauna escasa

actividadbisfosfatasa(Martin-Sanzet al., 1987).

A nivel de la actividadquinasa,unade lasprincipalesdiferenciasentreel isoenzima

presente en el tejido fetal y la PFK-2/FBPasa2hepáticaadultaes la distintarespuestatras la

fosforilación por la PICA (Martín-Sanzet al., 1992). Por ello, determinamosla actividad

PFK-2 total medidaen condicionesde Vmax (pH 8.5) y la actividad quinasade la forma

activa del enzima, es decir, la forma no fosforilada determinada a pH 6.6, en

homogeneizadoshepáticosfraccionadosconpolietilenglicol(2-15%)e incubadosenausencia

opresenciade unaunidad de la subunidadcatalíticade la PICA.

La actividad total PFK-2 en el hígadofetal fue aproximadamente120 unidades/mg

de proteína, aumentó un 40% 12h después del nacimiento, y disminuyó posteriormente hasta
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alcanzarvaloresestables2 días mástarde(50 unidades/mgproteína,valor correspondiente

a la muestrade hígado adulto) (fig. 3.17). La actividad medida a estepH representala

actividad del enzimaindependientede su estadode fosforilación, De acuerdocon ello, la

actividadno varió al realizarla incubaciónen presenciao ausenciadela subunidadcatalítica

de la PICA. Sin embargo,cuando se determinóla actividad a pH 6.6, que si muestra

diferenciasdependiendodel estadode fosforilación de la PFK-2/FBPasa2,se observó una

clara disminución de la actividad quinasaen los homogeneizadoshepáticos de ratas

postnatales.

El cocientede actividadestotal/activarefleja el estadode fosforilación del enzima.

El aumentodel cocienteimplicada la aparición de una forma de PFK-2/FBPasa2que

mostraríaantesu fosforilaciónla inhibición dela actividadquinasa,propiedadexclusivadel

isoenzimahepáticoadulto.En la figura 3.17sepuedeobservarcomolos valoresdel cociente

seincrementaron3h despuésdelnacimiento,sin observarsecambiosduranteel períodofetal

(días20-22degestación).Estosresultadossugierenqueel isoenzimafetal esprogresivamente

reemplazadodespuésdelnacimientopor unaforma queexhibecambioscinéticosen respuesta

a la fosforilaciónpor PKA. Esteenzimaes presumiblementesimilar al presenteen el hígado

adulto.
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Figura 3.17. Actividad PFK-2 durante el período perinatal.

Adaptada de Casadoet al. (1996). La actividad quinasa sedeterminé en homogeneizadoshepdticosde

diferentesedadestras el fraccionamientocon polietilenglicol(2-15%) e incubaciónen ausenciao presenCiade

unaunidadcatalíticadela PKA. (O) Actividad PFK-2a pH 8,5; (0) Relacióndeactividadesa pH 8.5/pH6.6.

Los resultadoscorrespondena la media±EEM de 5 6 6 determinaciOnesdiferentes.
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2.2.- Estudio imnunológico de la PFK-2/FBPasaZdurante la etapa perinatal

mediante anticuerpos específicos.

Valoramos la cantidad de PFK-2/FBPasa2hepáticaadulta a lo largo del

desarrolloempleandotantoel anticuerpoespecificofrenteal decapéptidoaminoterminalcomo

el anticuerpocomúnpreparadofrentea la proteínacompleladel hígadoadulto.

Como muestrala figura 3.18, el reconocimientopor el anticuerpoespecificosólo

empezódespuésdel día 22 de gestación,con un 52% de la intensidadcorrespondienteal

hígadoadulto. La relaciónentrela intensidadde la seflal obtenidaconesteanticuerpofrente

al reconocimientopor el anticuerpocomúnmostróun perfil idénticoal observadoal expresar

la actividadquinasacomola relaciónde actividadesensayadasa pH 8.5/pH 6,6, lo quenos

indica quela isoformahepáticaadultacomienzaefectivamentea expresarsetrasel

nacimiento.
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Figura 3.18. Análisis inmunológico de la PEK-2/FflPasa2 durante el período perinatal.

Adaptada de Casadoetal. (1996).Muestras dehígado fraccionadoscon polietilengflicolal 2-15% (p/v)

y sometidosa electroforesis SDSIPAGE (20 ~g proteína/línea), se analizaron por Western blot utilizando un

anticuerpo especifico(E) frente a la región aminoterminal del enzimade hígadoadultoo un anticuerpocomún

(O> preparado frente a la totalidad de la proteína adulta (inserto). La relación entre losvalores densitométricos

de las señalesobtenidas tras el reconocimiento por el anticuerpo especifico frente a las detectadas por el

anticuerpo común se expresacomo porcentaje del valor correspondientea la muestra de tejido adulto. El día

O seconsidera el día del nacimiento. Los resultadosson la media jEEM de tresexperimentos.
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2.3,- Reconocimiento diferencial del ARNmde la FFK-2/FBPasaZ durante la

transición fetal-neonatal en el hígadode rata.

Las fluctuaciones en la actividad PFK-2 y en la cantidadde enzimadurante

la etapaperinatalmostradasen las figuras3.17 y 3.18, secorrelacionaronperfectamentecon

los nivelesde ARNm detectadoscon la sondacomúnde 1.4 Kb de la PFK-2/FBPasa2(fig.

3,19). El análisisdensitométricode los Northernsblot mostróquela cantidaddel mensajero

del enzimabifuncionalseincrementóalrededordelnacimiento,disminuyendoposteriormente

hastaalcanzarniveles estables2 díasdespuésde nacer (fig. 3.20). Tal y como hablamos

observadoduranteel estudiode la regulaciónhormonalen hepatocitosen cultivo (fig. 3.2),

sólo se detectóuna especiede ARNm con un tamañode 2.1 Kb, independientementede la

edadde los animales.

Cuando las mismasmembranasse hibridaron con la sondade 0.5 Kb de la PFK-

2/PEPasasólo se detectóuna bandade 2,1 Kb alrededordel nacimiento(fig. 3.19), en

perfectacorrelaciónconel modelodereconocimientomostradopor el anticuerpoespecífico

para el dominio aminoterminaldel enzimade hígadoadulto,

Comose apreciaen la figura 3.20, la relación entrelas intensidadesde las bandas

obtenidasen la hibridación conla sondade 0.5 Kb frentea la sondacomúnde 1.4 Kb mostró

un perfil idénticoal observadotanto en el análisispor Westemblot (ftg. 3.18) como en la

medida de la actividad quinasa(fig. 3,17). Por tanto, la aparicióndel isoenzimahepático

adulto tras el nacimiento se debe al inicio de la expresión del ARNmde la PFK-2/FBPasa2

de hígado adulto en ese punto del desarrollo.
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Figura 3.19. Análisis del ARNmde la PFK-2/FBPasal de hígado de rata durante la transic¡dn fetal-

neonatal.

Adaptada de Casadoetal. (1996). Northern blot representativode lahibridación de 30 ~¿gde ARN total

extraídode hígadode ratasen distintosmomentosdel desarrolloen el que se empleó la soncla de la PFK-

2IFBPasa2común de 1.4 Kb y la sonda hepdtica de 0,5 Kb, asf como la sonda ribosomal 185. El

autonadiogra~esrepresentativode tres experimentos.
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Figura 3.20. Niveles del ARl4m de la FFK-2/FBPasál de hfgado de rata durante la transición fetal-

neonatal.

Adaptadade Casadoet al. (1996). Análisisestadísticodelos nivelesde ARNm de la PFK-2/FEPasa2

hepát¡caadultavaloradospor Northernblot usandola sondascomúnde 1.4 Kb <@) y de 0.5 Kb (O) de la

PFX-2IFEPasa2.Los nivelesde mensajeroadulto (0.5 Kb va común,a), cuantificadospor densitometrialáser

y corregidosparlos nivelesdeARNm ribosoinal,seexpresancomoel porcentajerelativoal valor deJamuestra

adultaconsideradocomo100%. p < 0.001 parala sondacomúndesdeel día -2 a 0.5vscontrola los 60 días.

El día O se considerael momentodel nacimiento.Las datasson el promedio±EEMde tres experimentos.

1 2 60
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3.- Caracterizaciónde las formas de ARNm de la PFK-2/FBPasaZpresentesen

el hígadofetal

El estudiodel mensajerode la PFK-2/FBPasa2hepáticadurantela transición

fetal-neanataly el análisisdel efectodel AMPo en la regulaciónde la expresióngénicadel

enzimabifuncionalen hepatocitosen cultivo parecenindicarnosque, al igual queocurreen

el gen de la L-PK, se expresandistintos ARNm de la PFK-2/FBPasa2a lo largo del

desarrollo. Por ello, decidimoscaracterizaren profundidadla naturalezadel ARNm de la

PFK-2/FBPasa2duranteel períodofetal. Hastaestemomentohablamosutilizadohepatocitos

fetales de 21 días, Sin embargo,como podemosobservaren las figuras 3.18 y 3.19, el

reconocimientodel ARNm de la PFK-2/FBPasa2empleandola sondade 0.5 Kb fue mayor

en los fetos de 21 díasque en los de 20 días, por lo que decidimosquela edadmásidónea

parallevar a caboesteestudiocorrespondíaa los fetos de 20 días.

En primer lugar, el ARNm expresadoen el hígadofetal secomparóconel mensajero

expresadoen otros tejidos. Seutilizó la técnicadeNorthernblot empleandola sondacomún

dc 1.4 Kb y la sonda de 0.5 Kb de la PFK-2/FBPasa2.La sonda común reconoció

nuevamenteunaúnica especiede ARNm de 2.1 Kb en la muestrade hígadofetal (fetos de

20 días),mientrasque en las muestrasde hígadoadulto y músculoesqueléticose detectaron

las bandasde 2.1 Kb y 1.9 Kb, respectivamente,correspondientesa los mensajerosde la

PFK-2¡FBPasa2específicosde cadauno de estostejidos (fig. 3.21).

La sondacomún reconocetambiénlos mensajerosde los enzimasbifuncionalesde

corazóny cerebro,ya que la secuenciade la sondautilizadacomparteun 66%de homología

con los exones3-14del gen B de la PFK-2/PBPasa2(Darville et al,, 1991).En la muestra

fetal no se detectóningunabandade 4 Kb correspondienteal ARNm de la PFK-2/FBPasa2

de corazón,a pesarde queChikri y Rousseau(1995) mostraronla presenciade estetipo de

mensajerode la PFK-2/FBPasa2en el hígadofetal, Estos autoresemplearonla técnicade

RT-PCR que arnplifica la cantidad de mensajeropresenteen el tejido, por lo que la

discrepanciaconnuestrosresultadospodrfa debersea que la cantidadde ARNm dela PFK-

2lFBPasa2de corazónen la muestrafetal seapequeñae indetectablemediantela técnicade

Northernblot.
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Por su parte, la sondade 0.5 Kb sólo hibridó con el AR.N extraído de hígadofetal

e hígadoadulto (señalde 2.1 Kb), sin reconocera la muestrade músculoesquelético(fig.

3.21).

En el análisis del efecto de los glucocorticoidessobre la regulaciónde la PFK-

2/FBPasa2hemosdemostradoy confirmadoque la dexametasonainduce la expresióndel

enzima bifuncional en hepatocitosfetalesy adultos (fig. 3.8). Teniendo presenteestos

resultadosy con el fin de verificar la especificidadde las sondasempleadasanalizamosde

nuevounamuestrade ARNmobtenidadehígadode animalestratadoscon dexanietasona.De

nuevo, la intensidaddela señalobtenidatras la hibridación tantocon la sondacomúncomo

conla sondade 0.5 Kb se incrementéenla muestrade ARN obtenidadehígadode animales

adultos inyectadosintraperitonealmentedurante4 díascon una solución salinaestéril que

contenía50 gg de dexametasona(fig. 3.21, línea 3).

La pobreexpresióndel ARNm dela PFK-2/FBPasa2dehígadoadultoen las muestras

fetalesen comparacióncon los nivelesde mensajerodel enzimabifuncionaldetectadoscon

la sondacomún(relación 0.5/1.4,30%), pareceindicar queen el hígadofetal de ratadeben

estar expresándosedistintas formas de ARNm de la PFK-2IFBPasZ2.Paradeterminarcon

másprecisiónlas especiesde ARINm de la PPK-2/FBPasa2presentesen el hígadofetal así

comosu abundanciarelativa, se empleó la técnicade protecciónfrente a la digestión por

ARNasas.

En el ensayose utilizó la ribosondaempleadaen el análisisdel efectodel AMPo en

la regulaciónde la expresióngénicade la PFK-2/FBPaSa2que> al igual quela sondade 0.5

Kb, comprendeel exón iL, 2 y partedel exón 3 de la secuenciadel gen A de la PFK-

2/FBPasa2,lo quepermiteunaclaradistinción entrelos ARNms tipo L y tipo M, asícomo

el presenteen la línea celular de hepatomade rata FTO2B (fig. 3.5).

Comosepuedeobservaren la figura 3,22, en la muestrade ARN extraídodehígado

adultoseprotegióun fragmentode 480 bp, mientrasqueen el casode la muestrademúsculo

esqueléticoel fragmentoprotegido tenía el tamañoesperadode 179 bp. Además,en las

muestrasde hígado adulto y músculo esqueléticotambién se observaron una cantidad

minoritaria del fragmento correspondienteal músculo e hígado, respectivamente.La

cuantificaciónde los gelesmostróqueel ARNm de la PFK-2/FBPa5a2específicode hígado
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Figura 3.11. Niveles de ÁIRNm de la PFK-ZFBPasal hepática adulta expresado en diferentes tejidos.

Adaptada de Casadoa al, (1996). 30 gg de ARN total extralclo de hígado fetal de 20 días (línea 1),

hígado adulto (línea 2), hígado adulto de animales tratados con dexametasona(línea 3) y músculo esquelético

(lffiea 4) se analizaron por Northern blot empleando la samia de AUNo de 1.4Kb común a las secuenciasde

los ARNms de losdistintos isoenzinias de laPFK-2/FBPasa2,o la sendade la PPK-2/FBPasaZhepática de 0.5

Kb. Se muestra un Northern blol representativo. El anáLisis estadístico se realizó calculando la relación entre

la intensidad de las señales obtenidas con la sonda dc 0.5 Kb frente a las obtenidas tras la hibridación con la

sendacomún, despuésde la nonnalización segúnel contenido en AEN ribosomal 185. Los valoresse expresan

relativos al valor del tejido adulto que fue considerado como 100%. Los resultados son la media ±EEMde tres

experimentos. * P < 0.001lineas 1, 3 y 4 VS línea 2.
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adulto representael 19% del ARNm de la PFK-2/FBPasa2detectado en músculo

esquelético,mientrasqueel ARNm dela PFK-2/FiBPasa2tipo M suponeel 20% del total del

ARNm dela PFK-2/FBPasa2detectadoen hígadoadulto(tabla 4>. Estosresultadosestánde

acuerdocon trabajospreviamentepublicados,demostrandoque aunquelos tejidos expresen

mayoritariamenteunaespeciede ARNm de la PFK-2/FBPasa2,tambiénesposibleencontrar

pequeñasproporcionesde otras formas de mensajero(Espinetet al., 1993). Comocontrol

de la especificidaddel análisis seempleóde nuevoel ARN obtenidodel hígadode animales

inyectadoscon dexametasona.Tal y como habíanestablecidoCifuentesy colaboradores

(1991) se incrementéla señal en los fragmentosde 480 y 179 bp, esta última en menor

proporción.

En las muestrasde hígado fetal, el ensayode protecciónfrentea ARNasasse llevó

a caboa partir del ARN extraídotanto de tejido comode hepatocitosaislados,evitandode

estemodo las interferenciasque pudierancausarlas células hematopoyéticas.En ambos

casos,sedetectaronlos fragmentoscorrespondientesa los ARNm de la PFK-2/FBPasa2tipo

L (45%) y tipo M (36%), así como un tercerfragmentode 223 bp (19%) especificode la

muestrafetal, Estedítimo fragmentose observósistemáticamentey sugierela existenciaen

el hígadofetal de unaterceraespeciedeARNm dela PFK-2/FBPasa2,quecompartidaparte

de su secuencia con el ARNm de la PFK-2/FBPasa2tipo L diferenciándoseen

aproximadamente257 bp del extremo5’ del exón iL especificodel isoenzimahepáticoadulto

(fig. 3.22; tabla4). El análisisporordenadorde la secuenciade la PFK-2/FBPasa2de hígado

adulto reveló la presenciade un posiblesitio decortey empalme(“splicing’) alrededordel

nucícétido 418 (3’-GACNYYYYYY-5’, donde Y es una pirimidina y N cualquier

nucledtido),queexplicarla la presenciade este fragmentoespecíficode la muestrafetal.
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bp 123456, 7

1~

223—

179—

Figura 3.22. Caracterización de las especies de ARNin de la PFK-2/FBFasal presentes en el hígado fetal

mediante el ensayo de protección frente a AflNasas.

Análisis en gel de poliacrilamida al 8%> conteniendo SM urea, de los fragmentos protegidos frente a

la digestión con ARNasasde 40 pg do AP» total extraídode hepatocitasfetalesde 20 días (línea 1), hígado

fetal de 20 días (línea2), hígadoadulto (línea3), hígado adulto de animalestratadoscon dexametasona(línea

4) y músculoesquelético(línea 5), después de lahibridacióncon unaribosondatranscritaiii vitro a partir del

plásniidopBSSOOlinearizadocon fund III (línea7), segúnse hadescrito en la sección2.7 del capItulo 2. La

línea 6 correspondea la ribosondatras Ja digestión con ARNasas(control de la digestión>. El gel es

representativo de 4 experimentos.
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Fra2nlentoDrotegido<98

Banda de 480 bp Banda de 223 bp Banda de 179 bp

(Hígado adulto) (1-ligado fetal) (rndsculo y línea

Muestra FTO2B)

Hepatocitos fetales 45 ±3 19 ±1 36 ±3

1-llgadofetat 48±4 10±2 42±3

Hígado adulto so ±6 20±1.5

1-ligado adulto 120 j 5 26 ±2
+ dexametasona

Músculo esquelético i~ ±2 81 ±5

Tabla 4. Porcentaje relativo delasespeciesdeARNmdelaPFK-2fEBPasaldetectadasmedianteel ensayo

de protección frente a AflNasas.

Las señalesobtenidasen el ensayo ft¡eron cuantificadas par densitometría láser y son correspondena

la media ±EEMde cuatro experimentos.Los valorescorrespondientesa la muestrade hígadoadulto +

dexametasonaestánreferidos al hígado adulto (consideradocomo 1009~). Más infonnaeiénen la leyendade

la figura 3,22.

Por último, y como puede apreciarseen la figura 3.22, en todas las muestras

analizadas apareció un fragmento protegido de 300 bp proporcional al fragmento

correspondienteal ARNm de la PFK-2/FBPasa2especificade hígado adulto.La presencia

de estefragmentopodriaexplicarsebien por la existenciade un nuevo sitio de »splicing ‘ en

el genA de la PFK-2/FBPasa2,bienpor la localización en esaregión del ARNm de una

importanteestructurasecundariaqueimpedirlaunacorrectahibridaciónentreel ARNm y la

ribosonda,o bien por un error (mismatch)en la secuenciade la ribosondaempleada.

En el ensayode protecciónfrenteaARNasasquellevamosa caboen el análisisdel

mensajerodela PFK-2/Fl3Pasa2presenteencultivo primariodehepatocitosfetalesincubados

con ph-AMPc, no observamosel fragmentode 223 bp especificodel tejido fetal (fig. 3.6).
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Martín-Sanzy colaboradoreshablanmostradoqueel cultivo a largoplazo delos hepatocitos

fetaleseracondiciónsuficienteparaquecomenzaseaexpresarseen las célulasuna forma de

enzimabifuncionalquerespondíaa la fosforilaciónpor PICA, propiedadexclusivadel enzima

hepáticoadulto (Martín-Sanzet al., 1989). Estosresultadospodríanexplicarel hechode no

observarel fragmentoespecíficofetal en el ensayode protecciónfrente a ARNasasen las

muestrasen cultivo.

El fragmentoespecíficofetal de 223 bp compartecon la secuenciadel fragmento

específicoadulto de 480 bp las últimas 90 bp del exón iL. Por tanto, la sendadc 0.5 Kb

empleadaenNorthemblot reconocerlael mensajeroespecificofetal. Porello, sepreparóuna

senda por PCR que comprendieraexclusivamenteal exón iL y que reconociera

específicamenteal mensajerode la PFK-2/FBPasa2hepáticaadulta. A partir de la sondalL

mediantedigestióncon el enzimade restricciónXhoI, eliminamoslas últimas90 bp comunes

a los fragmentosadulto y fetal protegidosen el ensayode protecciónfrente a ARNasas,

empleandotambiénestefragmentocomo sondaen el análisisNorthernblot (sondalL-90).

Comoseobservaen la figura 3.23, la hibridaciónde las muestrasde ARN extraído

dehígadofetal de20 díascon la sendalL-90 fue másdébil quela correspondientea la senda

IL. Concretamente,mientrasque la señal detectadapor la sonda lL en la muestra fetal

suponeun 28% respectoal valor controlde la muestrade hígadoadulto> el porcentajetras

la hibridación con la sondalL-90 fue tan sólo de un 8%. Esta diferenciarepresentadael

ARNm de la PFK-2/FBPasa2específicode hígado fetal que fue detectadoen el ensayode

protecciónfrentea ARNasas.
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Figura3.23.Análisis por Northern blot del ARNm especifico de la PFK-2/FBPasaZhepáticaadultaen el

hígado fetal.
20 ¡¿g de ARN total de hígadofetal de20 (línea1), hígado adulto (línea2) y músculo esquelético (línea

3) se separé por electroforesisengel de agarosa al0.9% y, trasla transferenciaa una membrana denyion, fue

hibridado con la sonda iL y la senda1L-90 de la PFK—2/FBPasa2,así como con la senda ribosoma] 185. Se

muestra un Nothern representativo. Los niveles de mensajerose cuantificaron por densitometría láser y

normalizaron segúnel contenido ribosonial. Los valores se expresan como el porcentaje de la señal tomando

como valor 100% el contenido de la muestra de hígado adulto. Los resultados son la media ±EEMde tres

experimentos. P < 0.01 lineas 1 y 3 vs línea2.

1 2 3
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En el ensayo de protecciónfrente a ARNasas también se pudo distinguir en las

muestrasfetales el fragmento de 179 bp correspondientea los mensajerosde músculo

esqueléticoy líneacelularde hepatomade rataFTO2B <fig. 3.6). Sin embargo,en el análisis

por Northernblot del ARNm de la PFK-2/FBPasa2empleandola sondacomún de 1.4 Kb

no detectamoslas bandasde 1.9 y 2.2 Kb correspondientesa los mensajerosde músculoy

célulasFTO2B (fig. 3.21). A la vistade los resultadosobtenidosen el ensayodeprotección

frente a ARNasasdecidimos investigar nuevamentesi por la técnica de Northern blot

seríamoscapacesde identificar estosmensajeros.Por ello, seprepararonpor PCR, a partir

de ADN genómicode rata, sondascorrespondientesa los exones IM (sonda iM) y laf

(sondaFTO2B) de la secuenciadel gen A de la PFK-2/FBPasa2.Las sondaspreparadaspor

PCR sesecuenciaronparaverificar la naturalezade- los fragmentosamplificados.

Como seapreciaen la figura 3.24, la sonda1M hibridé con las muestrasde hígado

fetal (30%), hígadoadulto (20%) y, por supuesto,con la muestrade músculoesquelético

(valor consideradocomocontrol, 100%),Por suparte,la sondaFTO2Breconocióla muestra

correspondientea la línea celular mientrasque no observamosningunaseñalen la muestra

de hígadofetal, en discrepanciaa lo observadopor Dupriezy colaboradores(1993), Como

en el casodel mensajerode corazón,podrladebersea la mínimapresenciadel mensajerode

la PFK-2/FBPasa2de la líneacelular en el hígado fetal, no detectablepor Northern blot,

Comocon la ribosondautilizadano podíamosdiferenciarlos ARNm de lasPFK-2/Fl3Pasa2

de músculoy dela líneacelularFTO2B, intentamostambiénidentificar las distintasespecies

de ARNm del enzimabifuncionalpresenteen el hígadofetal de rata mediantela técnicade

RT-PCR,llevandocomocontrolesmuestrasde hígadoadulto, músculoesqueléticoy células

FTO2B.
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Figura3.24. Análisis del AENm de la PFK-2/FBPasaZde músculoesqueléticoen hígadofetal de rata,

20~g de ARN total dehígadofetal de 20 (línea 1), hígadoadulto (línea 2) y músculoesquelético(línea

3) se separépor electroforesis en gel de agarosaal 0.9% y, tras la transferenciaa unamembranadenylon, fue

hibridado con la sondaespecíficade las PFK-2/FBPasa2de músculo esqueléticoasícomo con la sonda

ribosomal 185. Se muestra un Nothern representativo.Los niveles de mensajero se cuantificaron por

densitometríalásery normalizaronsegúnel contenidoribosomal.Los valoresse expresancomoel porcentaje

de la sefial tomandocomovalor 100% el contenido de la muestrade músculo.Los resultadoscorrespondena

la media ±EEMde tresexperimentos.- P < 0.01 lineas 1 y 2 vs línea3.
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4.- Caracterizaciónde lasespeciesde ARNm de la PFK-2/EIiPasa2presentesen

el hígadofetal de ratamedianteel análisispor transcripciónen reverso-reacciónde Ja

polimerasaen cadena(RT-PCR).

El estudio de las formas de ARNm de la PFK-2/FBpasa2presentesen el

hígadofetal de rataempleandolas técnicasde Northernblot y ensayode protecciónfrente

a ARNasasdemostróqueen el hígadofetal se expresanlas formas de hígadoy músculo

esqueléticoademásde una terceraforma específicadel períodofetal. Debido aque alguno

de los resultadosobtenidosno estin de acuerdocon resultadosobtenidospor otrosautores,

decidimosanalizarnuevamentelas especiesdeARNm de la PFK-2/FBPasa2de hígadofetal

empleando,en estaocasión,la técnicade RT-PCR,llevandocomocontroleslas muestrasde

hígadoadulto, músculo esqueléticoy líneacelularFTO2IB.

El análisis consta de dos fases. Primeramentese transcribe en reverso el ARN

utilizando un oligonucleótidodT16 como cebadory transcriptasaen reversoMuLV, para

posteriormentesintetizarla segundacadenade ADN y amplificarla doblecadenapor PCR.

Paraello seempleéen todaslas amplificacionesun oligonucleétido3’ antisentido localizado

al final del exén7-principiodel exón 8, la zonadel gende la PPK-2/FBPasa2másaltamente

conservadaen todaslas isoformas,y oligonucleétidos5’ específicosparacadatipo de PFK-

2/FBPsa2(fig. 2.1). Como control interno del proceso se utilizó un oligonucleótido5’

sentido(oligo N) comúna las especiesde ARNm a analizar (fig. 3.25).

La figura 3.26 muestralos productos obtenidosen la amplificación por RT-PCR

analizadospor electroforesisen gel de agarosa.Cuandose utilizó el oligonucleétidoII

especificode la PFK-2/FBPasa2hepáticaadulta, la amplificación fue evidentetanto en las

muestrasde tejido adulto como en los hepatocitosfetales, aunque con distinto gradode

amplificación (líneas 1 y 2). A partir del ADNc transcritoen reversodel ARN extraídode

hepatocitosfetales,empleandoen la amplificaciónel par decebadoresM-C (fig. 3.26, líneas

3y 4), segenerétambiénel fragmentode 579 bp correspondientea la PFK-2/FBPasa2tipo

M, confirmandolos resultadosobtenidosen el ensayodeprotecciónfrentea ARNasas(hg.

3.22) y Northernblot (fig. 3.23). Sin embargo,únicamenteenla reacciónllevadaacabocon

el par decebadoresRC y a partir del ARN extraídode célulasFTO2B (fig. 3,26, línea8)

se amplificóel productoesperadode 792 bp correspondientea la secuenciadel ARNm del
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Figura3.25. Representaciónesquemática del método RT-PCR.
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el sentidode la síntesis.
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enzimabifuncionalcaracterísticodela líneade hepatomasin detectarsefragmentoalgunoen

la muestrade hígadofetal, confirmandolos resultadosobtenidosen el ensayopor Northern

blot empleandola sondaespecíficaFTO2B.

Con e-l fin de asegurarla naturalezade los productosamplificadosde 644 bp y 579

bp en la muestrafetal (fig. 3.26, lineas 1 y 3), los fragmentosobtenidosseextrajerondel.

gel y secuenciaronsegúnse ha descrito en la sección2.10 del capitulo 2 (Material y

Métodos).Losproductossecuenciadospresentabanun 100% dehomologíaconlassecuencias

del ARNm de la PFK-2/FBPasa2tipo L (Darville a al., 1987) y tipo M (Crepin et al,,

1992).

bp

¶078

603

310

Figura3.26. Electrofores¡sen gel deagarosadel análisispor RT-PCR de la PFK-ZIFBPaS¡i2de hígado

fetal de rata.

ARN obtenidode hepatocitosfetalesde 20 días(lineas1, 3, 5 y 11), hígadoadulto(lineas2, 6 y 12.),

músculoesquelético(lIneas4, 7 y 13) y líneacelularFTO2B (lIneas 8, 9, 10 y 14) se transcribióen reverso

usando como cebadoroligo dT16. Las AUNo correspondientes se amplificaron par PCR empleandocomo

cebadoreslasparesde oliginucleotidosH-C parala amplificacióndelaPFK-2/FBPasa2hepáticaadulta(líneas

1 y 2), M-C en el casode la PFIC-2/FBPasa2especifícademUsculo esquelético(líticas 3 y 4), 50, laf-C y

lbf-C para la PPK-2/FBPasa2de la línea FTO2B (lIneas5-10)y el par N-Ccomocontrol interno del proceso,

comdnparalas distintasespeciesde ARNm (lineas 11-14). Les fragmentoscorrespondientesa las lineas 1-4

se extrajerondel gel y sesecuenciaronparaasegurarla naturalezadel productoamplificado.Los resultadosson

representativosde cuatro experimentos.

1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314
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Paradeterminarla proporción de cadaunade las especiesde ARNm de la PFK-

2/FBPasa2amplificadasen las muestrasde hepatocitosfetalesse llevó a cabo una PCR

semicuantitativa,en la que el oligonucleótidoC, común en todas las amplificaciones>se

marcó en su extremo5’ libre con [y-32P]ATP.Los productosseanalizaronen un gel de

poliacrilamida conteniendourea 8 M y, tras secar el gel y exponerlo a una película

autorradiográfica,secuantificaronpor densitometríaláser (fig. 3.27). Como seobservaen

la tabla 5, cl AiRNm de la PFK-2/FBPasa2tipo L y tipo M representanun 53% y 47%,

respectivamente,del total de ARNm de la PFK-2/FBPaSa2detectadopor PCRen la muestra

fetal. Estosresultadosestánde acuerdo con la cuantificaciónrealizadaen el ensayode

protecciónfrentea ARNasas(tabla 4).

A B C

Kb 123 123 123

0.7—

0.5- 35ff
0.4— a

0.3—

Figura3.27.Análisis del ARNm delaPFK.2(FBPBSR2presenteen hepatocitosfetalesmediantela técnica

de RT-PCR.

Tras transcribir en reverso 5 pg de ARN total extraído de hepatocitos fetales de 20 días (línea 1>,

hígado adulto (línea2) y músculo esquelético<línea 3) usandoaligo dT16, se llevó a caba la amplificación par

PCR empleandolospares de cebadores1-FC (panel A), M-C (panel E) y N-C (panel C), tal y como se indica

en la sección2.9del capítulo de Material y Mátodos. El aligonucledtidoC, comúnen todas las amplificaciones,

se marcó en su extremo5’ libre can [y-32P]ATP para poder cuantificar losproductos amplificados. El análisis

es representativo de cuatro experimentos.
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Muestra Fra2mentohepático Fragmentomuscular

1-lepatocitosfetales 53 ±4 47 ±4

Hígadoadulto 85 ±5 15 ±1

Músculo esquelético 8 ±1 92 ±8

Tabla 5. Análisis semicuantitativodel ARNm de la PFK-ZfFBPasalpresenteen hepatocitosfetales

medIantela técnica de RT-PCR.

5 ¡tg de ARN total extraídode hepatocitosfetales de 20 días,hígado adulto y músculoesqueléticose

transcribieronen reversoy amplificaron usandooligonucleátidosespeciticospara las secuenciasde la PFK-

2/FBPasa2tipo L y tipo M, y un oligonucleátidocomúna ambassecuenciasmarcadoen suextremo 5’ libre

con [y-’2P]ATP.Las sefiales amplificadasse midieron por densitometr(a láser y se expresaroncomo el

porcentajede los productosespecíficosamplificados(paresH-C y M-C) trasla norn]alizaciónconel producto

amplificadocomocontrol interno (par N-C>, considerandocomo 100% la sumadc las sefialesobtenidascii la
amplificación con los oligonucicétidosespecíficos.En la figura 3.27 se muestra un autorradiogrania

representativo.Los resultadosson la media ±EEMde cuatroexperimentos.

5.- Identificación del extremo5’ deI ARNm de la PFK-2/FBPasa2específicode

hígado fetal. Reacciónde extensióncon cebador(“Primer extensión”)

Los resultadosobtenidosparecenindicar la existenciade una terceraespecie

de ARNm de la PFK-2/FBPasa2específicade hígado fetal, diferente en su extremo5’ al

ARNm del isoenzimahepático adulto. Para identificar el extremo 5’ se llevé a cabo la

reacciónde extensióncon cebador(“Primer extensión”).

PoliA-ARN extraído de hepatocitosfetales de 20 días, hígado adulto y músculo

esqueléticose hibridé con un cebador complementarioa los nucleótidos472-493 de la

secuenciadel gen A de la PFK-2/FBPasa2(Langeet al., 1989). El oligonucleótidosemarcó

en su extremo5’ con [‘y-32P]ATPutilizando el enzimapolinucleátidoquinasaT4, Tras la
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hibridación, el oligonucleótidose extendiópor transcripciónen reversoemnñeandocomo

moldeel ARNm de la PPK-2/FBPasa2presenteen las muestrasde poliA-ARN a analizar.

En las muestrascontrol de hígado adulto y músculo esqueléticose detectaronlos

fragmentosesperadosde 365 bp y 166 bp, respectivamente(Crepin et al,, 1989a). En el

análisisdel poliA ARLN obtenidode hepatocitosfetalesse obtuvierontres productosde 365

bp, 332 bp y 166 bp (fig. 3.28). El fragmentode 365 bp coincidecori el capsite del ARNm

dela PFK-2/FBPasa2dehígadoadultolocalizadoen la Cys + 124 (Darville et al., 1989)con

respectoal sitio de iniciación de la transcripción<posición +1) (Lange et al., 1989). El

fragmentode 166 bp correspondeal ARNm de la PFK-2/FBPasa2especificode músculo

esqueléticopresente,como ha quedadoestablecidoen las seccionesanteriores, en las

muestrasfetales.La presenciade, un fragmentoadicionalparececonfirmarla existenciade

una forma de ARNm de la PFK-2/FBPasa2en el hígado fetal que tendría un extremo5’

diferenteal de las especiespresentesen hígado adultoy músculoesquelético.

Debido a queel mensajerode la PPK-2/FBPasa2es muy poco abundante(<0.01%

del total de ARNm), no fue posible secuenciarlos AUNo obtenidos en la reacción de

extensiónconcebador.La disponibilidaden un futuro próximo de unalibrería deADNc de

hígadofetal de ratapermitirácontinuarestos trabajose identificarel mensajerofetal de la

PFK-2/FBPasa2.
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Kb 1 2 3 4

05—a
04-• SI

03—~ ~

—r

—C

Fign 3.28. Análisisdelextreno5’ deIARNun delaPFK-2/FBPasalde hepatocitosfetales,hígadoadulto

y músculo esquelético.

Las resultadosson representativosde tresexperimentosen los que5 pg de poliA-ARN extraídode

hepatocitosfetalesdc 20 días(lútea2),hígadoadulto(iffiea 3> y mdsculoesquelético(línea 4) sehibridaroncon

1O~ cpmdel oligonucleótidoP (fis. 2.1), y se extendieronpor transcripciónen reverso,La línea 1 corresponde

a! ADN del bacteriofago4X174digerido can Hñif 1. Las flechas muestranlos fragmentosobtenidosen el

análisis:a - 365 bp, b - 332 bp, o - 166 bp.

-a
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La fasehipoglucémicaquetienelugar en el reciénnacidocomoconsecuenciadelcese

del aportematernode glucosa,se compensaa travésde distintos mecanismosentrelos que

cabecitar la movilizacióndel glucógeno,la disminuciónde la elevadacapacidadglucolítica

¡ dediversostejidosy el desarrolloprogresivode la gluconeogénesis,situacionesfavorecidas

por factoreshormonalesy nutricionales(Martín-Sanzet al., 1989; Casadoet aL, 1993),Uno

de los factoresquecontrolanlos flujos glucolítico/gluconeogénicohepáticosesel cambioen

la concentraciónde Fru-2,6-P2(Pilkis y El-Maghrabi.,1988). En el hígado,estemetabolito

essintetizadoy degradadopor el enzimabifuncional PFK-2/FBPasa2(Pilkis et aL, 1990>.

Sehan caracterizadovadosisoenzimasbifuncionalesespecíficosde tejido que difieren en

tamaño,propiedadescinéticaseinmunológicasasícomoen su respuestaa fosforilación por

proteínaquinasas(Rider et al, 1985; KitamuraeÉ al,, 1989; Sakatay Uyeda ,1990;Sakata

etal., 1991;Watanabeet al,, 1994).Existenevidenciasquesugierenquela PFK-2/FBPasa2

de hígado fetal es una isoforma distinta de la expresadaen tejido adulto: a) diferente

comportamientoen filtración en gel, b) diferenteperfil peptidicotrasla digestióncon CNBr,

c) fosforilación por PICA y PKC queno implica cambiosen suspropiedadescinéticasy d)

diferenteespecifidadfrentea anticuerposquereconocenla región aminoterminalde la PFK-

2/FBPasa2adulta(Martín-Sanzet al., 1992).

Un modelo interesantepara el estudio del papel del AMPc en el control de la

expresión génica es la transición del período fetal al períodoneonatal. Esta etapa se

caracterizapor una caída en la relación plasmáticainsulina/glucagónlo que provocauna

modificación importante en el metabolismo hepático de carbohidratos, controlado

principalmentea través decambiosen el modelode expresiónde enzimasclavesen lasvías

glucoliticay gluconeogénicacomopor ejemplola PFK-2/FBPasa2,PEPCKy L-PK (Girard

et al., 1992; Lyonnetet al., 1988).PFK-2/FBPasa2y PKjueganun papel importanteen el

control de los flujos glucollticofgluconeogénicoen el hígado a través de su acción en la

velocidadde los ciclos fútiles y coordinandosurespuestaa hormonasy factoresnutricionales

(Huey Bartrons, 1985).

En hepatocicosadultosel glucagóno su segundomensajeroel AMPc rápidamente

disminuyenla transcripcióndel geny, por consiguiente,los niveles del ARNm de la PFK-

2IPBPasa2 (Rosaet al., 1993). Sin embargola exposiciónde hepatocitosfetalestanto a un
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derivadopermeabiedelAMPc como al glucagónincrementala actividadquinasa,la cantidad

de proteínay los nivelesdel mensajerodel enzimabifuncional.

La PEPCK se utilizó como modelo de enzimas modulados por cambiosen la

concentraciónde AMPo <liad y Hanson,1988; McGraneet al., 1992). La expresiónde la

PEPCK en respuestaal AMPc fue similar en los hepatocitosfetalesy adultos,tal y como

hablasido descritopreviamente(Pégorieret al., 1992).

El bloqueotranscripcionalde la L-PK provocadopor el glucagóny el AMPo en el

hígadoadulto (BergotcÉ al., 1992; Decauxet al,, 1989), contrastacon el incrementoen los

nivelesdel mensajeroen hepatocitosfetalesincubadoscon el derivadodel AMPc. Estudios

previos en el modelo de expresiónde la PK hepática duranteel desarrollo sugirieron la

posibilidad de un bajo contenidode esteenzimaduranteel Ultimo períodode la vida fetal y

la lactancia <Tremp et aL, 1989). En estos experimentosse emplearonhomogeneizados

hepáticoso hígadosde ratonestransgénicos.En este trabajo se han utilizado hepatocitos

aislados,libres de contaminaciónde célulaseritroideas,En estascondicionesseobservauna

clara señal de la forma L de la PX aunquela posibilidad de Ja presenciade la forma

eritroideade la PK <tipo R) enodiulasfetalesno puedeserdescartada(Lyonnetetal., 1988).

L y R-PK son codificadaspor un único gen pero, debido a la presenciade distintos

promotores,difieren en la región de flanqueo5’. Duranteel período fetal se expresaría

mayoritariamentela forma eritroidea, mientrasque la forma L predominaríaen la etapa

adulla.

La forma adultade la PFK-2/FBPasa2seguiría un modelode expresiónsimilar al

descrito para el enzimahepáticode la PK (Poole et al., 1982; Blair et al., 1986). Sin

embargo,a la vistadelos resultadosobtenidosen estetrabajo,hay una falta deparalelismo

entrelos cambiosen la expresióndel enzimabifuncional en el períodoposínatal<horas)

comparadocon el tiemporequeridoparala inducciónde la forma L-PK (días) (Podeet al.,

1982).

Es conocidala importanciade los glucocorticoidesen la regulaciónde los flujos

glucolítico/gluconeogénicohepáticosa través del control de la expresión de enzimas

reguladoresde esos flujos (Granner y Pillds, 1990). La PFK-2/FBPasa2respondea

glucocorticoidesen cultivo primario de hepatocitosfetales. El aumentoen los niveles de
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ARNm es evidentedespuésde 15h de cultivo y causacambiostanto en la actividadde la

PFK-2/FBPasa2como en la concentraciónde Fru-2,6-P2. La coestimulaciónde los

hepatocitosfetalesconglucocorticoidesy hormonasque incrementanlos nivelesde AMPc,

suponeun aumentoen los nivelesdelARNm del enzimabifuncional superioral observado

en el tratamientoexclusivo con dexametasona,situación opuestaa la de los hepatocitos

adultos. Estos resultadosparecenindicar la participación de factores transcripcionales

~72específicosquejugaríanun papel relevantedurantela transiciónperinatal. Son nece~grioS
estudiosposteriorespara explicar la hipótesisque se ha sugerido y delimitar las bases

molecularesde esta diferenterespuestahormonalen la expresión de la PFK-2/FBPa5a2J
duranteel desarrollo.

Comodemuestranlos resultadospresentadosen estetrabajo, la estabilidaddelARNm

de la PFK-2/FBPasa2en hepatocitosfetalesy adultos fue diferente, mostrandouna vida

media de 8-lOh y 4h, respectivamente.No seconocenexactamentelos mecanismosque

controlanla vida mediade los distintos ARNm en el citoplasma.Segúnestudiosrecientesse

cree que ésta viene determinadapor la existenciade una secuenciade reconocimiento

pentamérica(AUUUA) (Shaw y Kamen, 1986). La supresiónde esta secuenciaaumenta

extraordinariamentela estabilidad del ARNm y, por el contrario, la adición de otras

secuenciasAl) confierenunamenorestabilidad.Sehaidentificadounaproteínaqueescapaz

de reconocery unirsea estassecuenciasAUUUA contenidasen el ARN (Malter, 1989) y

se piensaque la formación de estecomplejo puede hacer al ARNm susceptiblede ser

degradadorápidamenteen el citoplasma.El efectodel AMPc en célulasfetalesno se afectó

por el tratamientocon cicloheximiday se mantieneen presenciade actinomicina13. Por

tanto, A?MPc, cicloheximiday actinomicinaU podríaninhibir la expresiónde estaproteína

implicada en la degradacióndel ARNm de la PFK-2/FBPa5a2.

Al inicio de estecapituío hemosindicadoqueel hígadofetal pareceexpresaruna

forma dePFK-2/FBPasa2diferenteala presenteen el tejido adulto. Losresultadosobtenidos

en estetrabajo muestranqueesteisoenzimafetal es progresivamentereemplazadodespués

del nacimiento por una forma de la PFK-2/FBPasa2que exhibe cambios cinéticos en

respuestaa la fosforilaciónpor PICA. Por lo demás,esteenzimaespresumiblementesimilar

al presenteen el hígadoadulto.LaactividadPFK-2aumenta12h despuésdel nacimientopara
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posteriormentedisminuir avaloresadultos,lo que refleja el alto dinamismoen la síntesisy

degradaciónde la PFK-2/FBPasa2que tiene lugar durantela transición fetal-neonatal.El

reconocimientode la PFK-2/FBPasa2adultausandoun anticuerpoespecificoy el análisis

Northern blot empleandola sondacomún de 1.4 Kb demuestrande forma coherenteel

acúmulode la PFK-2/FBPm2característicadel hígadoadultodespuésdel nacimiento.

A nivel del mensajero,hay ciertacontroversiaacercade la formadc ARNm dc la

PFK-2/FBPasa2presenteen el hígado fetal. A través del ensayode protecciónfrente a

ARNasashemosidentificadoen el hígadoy hepatocitosfetalesdurantelos últimos díasde

gestacióncantidadessimilaresde ARNm dela PFK-2/FBPasa2específicade hígadoadulto

y músculoesquelético,de acuerdocon la actividadde los promotoresL y M. El promotor

L es activo desdeel día 19 de gestación.A lo largo del desarrollofetal, unaprogresiva

metilaciónenla posición-2059reprimela actividaddel promotorL pero,apartir del día 19,

la desmetilaciónpermitiríala unión de factoresde transcripcióncomenzandoa expresarseel

ARNm dela PFK-2/FBPasa2hepáticaadulta(Zimmermany Rousseau,1994).

En el ensayodeprotecciónfrentea ARNasastambiénsedetectóun fragmentode223

bp específicodel tejido fetai quepodría correspondera un tercer mensajerode la PFK-

2/FBPasa2que difererla en 257 bp del extremo5’ del mensajerohepáticq adulto. Este

fragmentopodríaexplicarel sitio adicionalde iniciación de la transcripcióndetectadoen el

hígadofetal mediantela reacción deextensióncon cebador(“primer extension’j.

Usando el ensayo de protección frente a ARNasas, Dupriez y colaboradores

demostraronla actividad de un promotor adicional en el hígado fetal (promotor E). Sin

embargo,tantopor análisisNorthernblot usandouna sondaespecíficadel ARNm generado

por este promotor, así como mediante la amplificación por PCR empleandoparesde

oligonucleótidoscorrespondientesa la secuenciadel promotor P, no hemosobservadola

presenciadeestaespeciede ARNm detectadoen células FTO2B <Dupriez et al., 1993).

La relevancia fisiológica de la presenciade distintos isoenziniasPFK-2/FBPasa2

durantela transiciónperinatalpodría ser interpretadaen baseal peculiarmetabolismode

carbohidratosque tiene lugar en esta etapa del desarrollo. Las reservasde gLucosa se

mantienenconstantesdurantela vida fetal graciasal aportematernocontinuo.Por tanto, el

feto no requiereunavía gluconeagénicaoperativaparamantenerla glucemia.Realmente,el
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h~ado fetal estápreparadopararealizarunaintensaglucolisis(Girard et al., 1992)y, como

demuestranlos resultadasde este trabajo, una PFK-2/FBPasa2pobrementereguladaes

suficienteparafavorecerel flujo a travésdela PFK-l, Desdeestepunto devista, la proteína

adulta sólo deberíaexpresarsedespuésdel nacimiento>ya quesólo desdeestemomentoes

necesariouna forma que regule el ciclo Fru-1, 6-P2/Fru6P y, por tanto, permita que la

gluconeogénesistengalugaren el momentoenel queel depósitode glucógenosedepleciona

ylos nivelesplasmáticosdeglucosadisminuyen,situacióncaracterísticadel períodoneonatal

y en generaldel órganoadulto,pero no del hígado fetal.
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1.- La incubaciónde hepatocitosfetalesconglucagóno con un derivadopermeable

del AMPo incrementóla actividadtotal, la cantidadde proteínay los nivelesdel ARNm de

la PFK-2/FBPaSá2y L-PK, en contrastecon el comportamientoexhibidopor los hepatocitos

adultos,Por tanto, debenexistir señalesespecificasen e] tejido fetal que participenen la

respuestade la PFK-2IFBPaSB2y L-PK a hormonasqueincrementenlos nivelesde AMPc.

El efectosemantuvoiii vivo asícomo en presenciade cicloheximida,lo quesugierequeel

AMPo podríaactivar la degradaciónde algunaproteínaque estuvieradesestabilizandoa Ja

PFK-2/PBPa~presenteen los hepatocitosfetales.

2.- La concentraciónde Fru-2,6-P2,actividadquinasatotal, proteínay nivelesde

ARNm de la PPK-2/FBpasx2se incrementarontras la incubaciónde hepatocitosfetales y

adultosen cultivo con dexametasona.Este efectosepotencidpor la insulinay la tiroxina.

Estos resultadosconfirman el papel de estas hormonas en el mantenimiento de la

transcripcióndel gende la PFK-2/FBPasa2en hepatocitosen cultivo.

3.- La coestimulaciónde hepatocitos fetales con dexametasonay un análogo

permeableal AMPcincrementólos nivelesdel mensajerode la PFK-2/FBPasa2por encima

del valor obtenidosólo con el glucocorticoideo el análogodel AMPo, situaciónopuestaa

ladclos hepatocitosadultosincubadosenlas mismascondiciones.Bstosresultadosconfirman

plenamenteel efectodiferencialqueel AMPo ejercesobrela regulaciónde la expresiónde

la PFK-2/FBPasa2a lo largo del desarrollohepático.

4,- La vida mediadel ARNm de la PFX-2/FBPasa2en hepatocitosfetalesy adultos

fue de 8-lOh y 4h, respectivamente.El estudio llevado a cabo con inhibidores

transcripcionalespuso de manifiesto un mecanismode regulación de la estabilidad del

mensajerode la PFK-2/FBPasa2diferenteen ambasetapasdel desarrollo.
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5.- El isoenzimafetal dela PFK-2/FBPasa2esprogresivamentereemplazadodespués

del nacimientopor unaforma quepresentapropiedadescinéticase inmunológicassimilares

a las mostradaspor el enzimapresenteen el hígadoadulto.La apariciónde esteisoenzima

se debeal inicio en esepunto del desarrollode la expresiónmayoritariadel ARNm de la

PFK-2/FBPasa2característicodel hígadoadulto.

6.- Mediante el ensayode protección frente a ARNasasy el uso de sondasque

reconocenespecíficamentela PFK-2/FBPasa2dehígadoadulto, músculoesqueléticoy de la

línea celular FTO2B, hemosdemostradola presenciaen el hígado fetal de cantidades

similares del mensajerode la PFK-2/FBPasa2característicode hígado (46%> y músculo

esquelético(35%), sin detectarel ARNni característicode la línea celular de bepatomade

rataFTO2B.

7.- La presenciaen el ensayode protecciónfrente a ARNasas de un fragmento

protegidoexclusivamenteen la muestrafetal sugierela existenciade unaterceraespeciede

ARNm de la PFK-2/FBPasa2que sediferenciaen aproximadamente257 bp delextremo5’

del exón iL específicode la PFK-2/FBPasa2de hígadoadulto. El análisisde la secuencia

de la PFK-2/FBPasa2revelóla presenciade un posiblesitio de cortey empalme(“splicing”)

quepodríadarlugar a estaterceraespeciede mensajeroespecificodel hígadofetal.

8.- El análisispor reacciónde extensióncon cebador “primer extension”indicó la

existenciade2 sitios de iniciación de la transcripciónen el hígadofetal. Uno deestossitios

coincideconel sitio de iniciación dela transcripcióndel ARNm específicode hígadoadulto,

mientrasquedel sitio adicionalpodría originarsela nuevaespeciede ARNm de la PFK-

2/FBPasa2detectadaen el hígadofetal.
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