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INIRODUCCU)

Els leucocits constitueixen un material molt apropiat per a l'estudi

in vivo. Si deixem a part les cellules de tumors ascitics i alguns cultius

de teixits , els leucocits circulants son les cell tiles nucleades de mamifers

rues accessibles i, sense cap dubte, les cclIules hunranes normals mes

facils d ' obtenir i isolar en estat homogeni . Un avantatge addicional es

la possihilitat d'obtenir -ne mostres reprodifibles a partir d ' un mateix in-

dividu.'

Despres de llur isolanient , les ccllulcs estan en una suspensio tal, que
cada element individual esta en contacte intinn amb el medi lliure de
teixit conncctiu , membranes i vasos sanguinis . i de la qual poden esser
separats cis altres elements figurats de la sang aunb facilitat . El compte
d'aquestes suspensions pot esser fet amb exactitud.2

Fins aqui les condicions per a investigar el metabolisme d'aquestes

cellules son ideals , pet-6 horn ha de tenir en compte que la poblacio pot

no csscr hornogcnia , sino que mes aviat estara formada, en condicions

normals , per diferents tipus de cellules, i de cell tiles joves i madures.

L'estudi del metabolisme dels tipus individuals comes es possible de

forma innmcdiata en casos especials , corn cs ara la utilitzacio de cellules

de leucennics mieloides o limfatics, i d'exsudats indu 'its dins les cavitats

peritoncals d'animals d ' experimentacio . En cap d'aqucsts casos horn no pot,

perm, referir - se it cclIules normals.

Una altra possihilitat cs 1'aIllament dels diversos tipus d'elements, a

partir d'una poblacio de leucocits totals , nnitjan4ant diverses tccniques

rocs o nrenvs claborades. D'aquesta manera horn pot disposar ('in material

bptim per a tractar d'estudiar el metabolisme del glucogen en un teixit

hurna, normal i honnogeni.

Hi ha, it mes, tin altre incentiu , que es la no existcncia en el polirnor-

fonuclear de les dues formes de 1'enzim glucogeno-sintctasa, corn cs el cas

de muscul o fetgc, fet obscrvat inicialment per RosEu.r. I PuRr;z i ESMANN

i corroborat despres per altres investigadors.1, 12
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Obtencio de leucocits.
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Els leucocits foren obtinguts mitjan^ant dues tecniques fonamentals:
I) Leucocits totals (60 °Jo PMN, 40 °JoMN) a partir de residus de

plasmaferesi , dels quals se separen els eritrbcits per sedimentacio accele-
rada amb dextra 9 i les plaquetes per centrifugacio.

z) Leucocits polimorfonuclears apartir de sang total mitjan^ant la
^tecnica de RABlrrowlTZ,4 que consisteix en 1'adsorcio dels leucocits ^en
columnes de perles de vidre siliconades i I'elucio amb plasma i amortidors
que porten EDTA, i amb recuperacio dels polimorfonuclears gg ^o purl.

Les cellules foren homogeneTtzades per desintegracio ultrasbnica . La glu-
cogeno -sintetasa fou assajada per la tecnica de THOM1IAS i col.," amb
1'addicio de GfP o sense . La proteina , determinada pel metode de LowRY a

amb aIblimina bovina serosa com a standard . El glucogen , mesurat com
a glucose despres del seu isolament i hidrblisi acida.

1ZESUL'I'A7 S

Condicions optimes d'assaig de la glucogeno-sintetasa.

El pH de 7.8 es el que pracura una activitat mes elevada i tambe
una estabilitat mes gran (fig. I). La temperature optima per a 1'enzim,
considerant Cant 1'activitat com 1'estabiIitat, es la de go° C (fig. z).
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pH

rec. r. - r~>:r~cTi; D>~I, px so-
BR$ I,'ACTIVITAT I L')~STA:
BII,ITArr' DE I,A GI,UCOG$NO-
SIN'rETASA DE I,FUC^CITS.

I,a preparacib enzim:ltica, que
consisteix en la fracci6 particu-
lada despr@s de centrifugar a
So.ooo x g una mostra de leuco-
cits totals, fou incubada a 3o'C
els temps que indiqucm, despr€e
dels quals fou incubada ro mi-
nuts tambo a 30° C iuut amb el
test d'assaig.
Els pH que indiqucm s6n els
mcsurats en el transcurs de la
preincubaci6.

Temps de preincubaci6:

o minuts ^

3o minuts

6o minuts

9o minuts ^------r
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Fn:. 2. - INFI,UI?NCIA DE

C.P.M.
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FIG. 3 . EFECTE DEI, TEMPS
D'INCUBACIO S(1BRR I,'ACTI-
VITAT GI,I'CO (A-'NU-SINTE-

'rASA.

Les diferents rectes representen

la nlarxa de la rcaccio do Ics di-

ferents concentracions de Pen-

ziu1, que son (de Inenys pendent

a rues ) 0,05, 0,125, 0,250, 0,375,
0,5 i o , 8 de lit 1116., concentrada

o 1,0. Els pcndents ealculats per

regressi6 lineal per a cada recta

son indicats a continuaci6

Concentracio de l'enzitn

1,0 0,8 0,5 0 , 375 0,25 0,125 0,05
Pendent

0,67 o,56 0,37 0,30 0,19 0,11 0,05
Aquets pendents s6n cis que fern
servir per a la representaci6 do

]a Proxima figura.
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La mostra enziniAtica , que con-

sisteix en el sobrenedant despr6s

de centrifugar a 15.000 x g un

homogenat de leucdcits totals,
es divideix en cinc parts alf-
quotes. En cadascuna hum n1e-
sura l'activitat despr6s do 0, 20,
40 i 6o minuts do prcincubaci6

a les diferents temperatures a
que t6 Hoc l'experiment. I,a in-

cubaci6 alnb cl test d'assaig per

a detcrminar I'activitat, t@ floc
en cada cas a la mateixa terilpe-
ratura que la prcincubaci6.

Temperatura de prcincubaci6 i
incubaci6 :

615

40'C

37°C A

30'C

20'C n

18°C •

915

A

•

•

1215

SEC. INCUBACIO

La reaccio es lineal durant el temps que utilitzem, i aixi mateix es
proporcional a la concentracio d'enzini (fig. 3). L'estabilitat de l'enzim
es molt bona a -2o° C i acceptable a +40 C (taula I).

Pu rifi caci Ii

Conn a resultat de les experiencies sobre sedimentabilitat del complex

enzimatic unit a glucogen, comencarem el proces de purificacio isolant la
fraccio que sedimenta entre 12.000 x g i 50.000 x g. Aixo ens porta a una

5

LA TEMPERATIJRA DE PREINCUBACIO SOBRE L'ACI'IVITAT

DE I,A GLUCOGENO-SINTETASA
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purificacio d'unes 25 - 35 vegades respecte a la proteina initial de 1'homo-

genat amb Luna recuperacio del go-ioo % taut per a la glucogeno -sintetasa

com per al glucogen ( taula 2).

Aquestes preparacions poden esser purilicades posteriorment per cro-

matografia de bescanvi ionic amb DEAE Sephadex.

La purificacio cs en aquest punt d ' unes 200 vegades , i la recuperacio,

elevada.

FIG. 4. - PROPORCIONAI,I-

TAT ENTRE LA CONCEN-

TRACIO D'ENZIM I LA VE-

LOCITAT DE LA REACCIU.

La concentracib d'enziui @s re-

presentada en aquesta gnhfica

respecte a la velocitat de Ia

reacci6, mesurada coin cl pen-

dent de cadascuna de Its rectos

de Ia figura anterior.
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CONCENTRACIO ENZIM

100

Les preparacions enzimatiques que fern servir resulten excloses practi-

carnent per complet dels gels del tipus del Sephadex G-too, per la qual

cosa poc podern esperar d'aquest tractament.

En canvi, la gel liltracio a traves de Sepharose 2 B, una agarosa que

separa molecules de pes molecular molt elevat, permet d'aconseguir una

purifcaci6 convenient del sediment de 50.000 x g.
Combinant tots els procediments que hem descrit fins ara, hoar pot

arribar a una purificacio total de I.2o0 vegades respecte al contingut en

proteina, i de 20 vegades respecte al contingut en glucogen, atnb una

recuperacio del 50 % (taula 3).

Cinetica de l'enzim

Amb 1'enzim a diferents graus de purificacio hem efcctuat estudis

cinetics en els quals hem obtingut urea KM aparent per 1'UDPG molt roes

petita que 1'anteriorment publicada, pero que es troba al voltant de les

descrites per it la glucogeno-sintetasa d'altres teixits.
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V.

Totes les cinetiques han estat fetes en prescncia de GfiP.

Amb els valors de les velocitats initials autentiqucs obtingudes segons

descriviln en una altra banda ," calculare i n la KM apareut , nlitjan4ant

FIG. 5, - REPRESS\TACIO

SRGONS EADIE-nOFSTEE DF,

LA DEPENDI?NCIA DE I,A

vEI,OCITAT RESPECTr A

LA CONCENTRACIO DE SIIBS-

TI,AT

I,a preparacio enzimutica cOnsisti

en un Iiofilitzat de let fractions

amb activitat cnzim?Itica dcspres

d'una cromatografia d'intercanvi

ionic a travcs he DRAB Sepha-

dcx. La K, calculada mitjancant

aquesta representaci5 fs do

8,4 x io-` M.

tres procediments: els grafics de LINEWEAVER-BURK i LADIE-HoFSIEE

I3 'ambgura 5) i tin metode estadistic tal con, descriu WIr,KINSON,

d'un prograrna confeccionat per la Olivetti

D'aquesta manera son obtinguts valors

voltant de o,07 nIM.
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1alut

101.

per a la KM per 1'UDPG al

FIR. 6. - EI'ECrE DE LA

PREINCI-BACIO A 30°C EN

DIFRRF,N'I'S PRI?I'ARACIONS

DE I ,EI-COCI'1'S I'C)I,IMORFO-

N CI,EARS. ADDICI6 DE

MAGAESI I ]IERCAPTOETA-

NOL.

Els icue6eitI t-limorfonuclcars

foren homogeneitzats per solu-

caci0 inuncdiatamcnt dcspr@s

he llur ubtcn6 6 , i dividits en

parts al[quotes a Its qua's fo-

rce afcgits els difcrcnts pre-

parats :

,G6P -G6P

Enzim + 30 ni (1 Mg's + EtSn co m)I

Enzim + 3o niM ][g'+

Enziut + io 'I'M Mg's + EtSII ;o m\I n

Enzim + io mM Mg'' 0
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Absentia d'interconversid

Les preincubacions a 30° C en diverses condicions no fan variar sen-

siblement la dependencia respecte a la G6P que to aquest enzim. Es a dir,

l'enzim sembla existir en una Bola forma, dependent de G6P per a la seva

activitat.

Hem arribat a aquesta conclusio despres d'haver efectuat nombroses
experiencies de preincubacions de l'enzim en presencia de diferents com-
postos.

Aixi, el magnesi a concentracions de 30 i to mM, en presencia o no
de mercaptoetanol, no produeix una variacio sensible (fig. 6).

En altres ocasions ha estat comparat l'efecte del magnesi respecte
a la preparacio de 1'enzim sense additius, i 1'efecte de la barreja ATP
2 mM-Mg++ to mM, que no produeix efecte (fig. 7).

800
E
C.
U

600

400

FIG. 7. - EFECTE DE LA PRE-
INCUBACI6 A 30°C SOBRE

200
DIFERENTS PREPARACIONS
ENZIMATIQUES DE LEUCO-
CITS POI,IMORFONUCI,EARS.
ADDIC16 DE MAGNESI I

ATP-Mg. 60
La preparacio de 1'enzim fou feta
de manera id@ntica a la figura 6. TEMPS DE PREINCUBACI6, EN MIINUTS

.G6P -G6P

Enzim + 20 mM Mg" o

Enzim + Io mM Mg"

Enzim • v

Enzim + 2 mM ATP + io mM Mg'+ A e

En altres experiments efectuats amb preparations de leucbcits totals

(amb elevat percentatge de PMN, de 8o a go %) perb sense passar per

columnes, han estat obtinguts resultats bastant curiosos, corn es ara una

activitat igual assajada en presencia o absentia de G6P, als primers mi-

nuts de preincubacio, si 1'enzim es amb magnesi (fig. 8).

-------------------------
--

--------------------- ------------

15 30
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ocasions en que les preparacions de PINMN no eren totalment pures, cis
resultats foren dificils d'interpretar.

Corn a conclusio podern pensar que l'enzim es troba en una forma to-
talment dependent de G6P, en aquestes cellules, i que, si hi ha un me-
canisme d'interconversid, difereix hastant en les seves propietats del dels
altres tcixits.

D'altra Banda les constants cinetiques de l'enzim purificat fan molt
mes probable la seva actuacid en condicions fisiologiques.

La purificacio aconseguida es molt acceptable si horn la compara anlb
les obtingudes amb nniscul' i fetge,'° i mcs si tenim en compte cl fet
de tractar-se d'un teixit huma normal i honiogeni, la qual cosa comporta
uncs manipulacions prevics claborades i que la quantitat de teixit dispo-
nible no sigui illimitada.

TAi1LES

1

TANT PER CENT D'ACTIV ITA'l' DE LA C1,UCOGENOSINTE'rASA
EN MOSrRES EMn1AGATZEMADES ALGUNS DIES

A 4'C I A -20°C

4'C 20'C
Dics emmagatzematgc - G6P + G6P - G61' + G6P

1 100 loo 100 100
5 8o 71 90 84

22 45 44 70 73
35 35 37 70 70

2

I'URIFICACI.5 PER CEN'1'RIFUGACIC DIFERENCIAL. RESULTAT GENERAL

Aqui presentem els valors de: coneentraei6 de la glucogeno-sintetasa, concentraci6 do protciua,
activitat especlfica resl>ectc at glucogen, vegadcs do purificaci6 de la glucogeno-sintetasa respecte
a la proteina i e1 rendimcnt en glucogeno-sintetasa, de l'homogenat cru (C), del sediment (ill)
i sobrenedant (IS) desprIs de ecntrifugar a 1.400 x g, sediment (121') i sobrenedant (12S) dcspr6s
de centrifugar a 12.000 X g i de la fracci6 particulada (5oP) i sobrenedant (5oS) dcspr6s de cen-

trifugar a 5o.ooo x g

Fracci6
enzinniltiea

Vol um
ml

Cone. G6
n1I/m/ml

proteina
cone
mg/ml

Activitat
especif.

nM/m/mg
proteina

Gluco'en
cone

'mg /1111

Activitat
especif.

nM/m/mg
glucogen

Rendim.
CS

'O

Purif. GS
x vcgades

C 54.0 61.2 12.5 4.9 0.95 64.4 100 1
IP 54.0 4.3 2.9 1.5 7.0
1 S 51.4 64.6 9.7 6.7 0.99 65.2 104 1.4

12P 51.4 6.o 4.0 1.5 0.0() 63.8 9.3
12S 49.6 70.0 6.1 11.5 o.88 79.5 lore 2.4
50P 49.6 67.6 0.5 140.8 0.72 93.9 101 28.8
5oS 49.0 0.5 5.8 0.21
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I'ROCI;DIvIENT GENERAL, DE I'URI I1ICACIO

Aqu( acicnl la concentraciu de protclua, activitat especifica respecte a la proteIna, coneentraci6 de

glucogen, vegades dc puriflcaci6 rcaIx'cte a 1'homogenat cru inicial, i cl rendiment en enzim de

I'hou)ogenat cru inicial, de la fracci6 particulada despres de 50.0110 x g, de la reuni6 de fraccions

aulb actiyitat despres de la filtracib a traces de gel de Sepharose zIl, i de la reuni6 de frac-

cions aulb activitat despres de la cromatografia de besc.uici i6uie anib DEAR Sephadex.

l'reparacio
Pr

)ICi))a

IllgIml

Activitat
cspeciIca

r1M/min/IngP

Glucogcn
nl*,nil

Purificacio
x yeoades

Rendinusn

("I'll 12 4.4 o.86 - -

Fraccici particulada 0.4,14 125.5 0.85 28.7 100

a 50.000 x g

Reunici fraccions o.ol;(i 688.g 0.35 157 83

Sepharose

Reunib fraccions 0.01 l 5238.2 0,0.1 l Igo 53
Deac Sephadex
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