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SUMMARY

The validation process of an affinity chromatography on heparine-Sepharose method is described.

This method allows to resolve hepatic lipase (LH) from lipoprotein lipase (LPL) in a distinctly differen-

tiated way. It is applied on the purification of both LH from adult rat liver and white adipose tissue

LPL.

The way some different factors affect the percentage of extraction of one or another of these enzymes

has been also studied. It has been-observed that the LH one increases in a 24 010 of the total due to hepa-

rine and sonication, while sonication makes the one of white adipose tissue LPL increase in a 37 010.

Finally, this method is applied to the separation and semi-purification of newborn rat liver LPL, wich

is clearly similar in its chromatographyc behavior to the enzyme obtained from white adipose tissue.

This fact gives new additional evidence of the lipoprotein-lipase nature of this hepatic enzyme.

Key-words: Lipoprotein lipase; newborn rat liver; hepatic lipase; affinity chromatography; heparine-

Sepharose.

INTRODUCCIO

La Liproproteina lipasa (LPL) (E.C.3.1.1.

34) es l'enzim responsable de la captacio per

part dels teixits de la major part dels triacil-

glicerids plasmatics circulants que formen

part de quilomicrons (QM) o lipoproteines

de molt baixa densitat (ROBINSON , 1970). La

seva localitzacio funcional es a la superficie

de l'endoteli, lligada a la superficie cellular

per mitja d'un hepara o un dermata sulfat

(OLIVECRONA i Col., 1977). En aquesta pro-

pietat es basa una tecnica molt emprada en la

purificacio d'aquest enzim : la cromatografia

d'afinitat amb suport de heparina-Se-

pharosa.

Les activitats mes elevades de LPL es de-

tecten al teixit adipos (KORN i QUIGLEY, 1955;
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Fig. 1. Perfil d'activitat lipoproteina lipasa en fetge de nado de rata, entorn al part. Aquest perfil s'ha elaborat en
base a diferents treballs realitzats al nostre laboratori.

KORN, 1957), cor, mnscul esqueletic (KORN,

1955), glandula mamaria (Mc BRIDE i KORN,

1963), pulmo (HAMOSH i HAMOSH, 1957) i

aorta (HENSON i SCHOTZ, 1975).

Com que s'ha considerat sempre al fetge
com un organ exportador de triacilglicerids
(VLDL), hom assurnia com a logic que no
presentes activitat LPL, enzim de clar sentit
importador de triacilglicerids. En aquest sen-
tit, el fetge presenta un altre enzim, la lipasa
hepatica (LH), el qual es capac d'hidrolitzar
triacilglicerids oin vitro>> pero que uin vivo>>
no sembla actuar eliminant triacilglicerids
plasmatics. Quart s'injecta antiserum antili-
pasa hepatica a animals experimentals es
produeix una important acumulacio de co-
lesterol i fosfolipid a lipoproteInes de baixa
densitat (LDL) i a lipoproteines d'alta densi-
tat (HDL) plasmatiques, pero no es troben
afectades les concentracions de triacilgliceri-
des plasmatics (Kuusi i col., 1979). Aixi, es
postula que una possible funcion de la lipasa
hepatica podria constituir en 1'eliminaci6 de
colesterol i fosfolipids de LDL i HDL en el

seu pas a traves del fetge (NILSSON-EHLE i
col., 1982).

Malgrat tot aixo, en el nostre laboratori,
LLOBERA i col. (1979) van descriure la pre-
sencia d'activitat semblant a la LPL al fetge
de nado de rata. Posteriorment, at nostre la-
boratori, altres autors han confirmat 1'exis-
tencia d'aquesta activitat (GRINBERG, 1982)
(veure fig. 1).
En un model d'ajornament del part, RA-

MIREZ (1981) troba que 1'aparici6 d'aquesta
activitat enzimatica al fetge nomes es dona
als nadons i no als fetus post-madurs. Tambe
al nostre laboratori, GRINBERG (1982) con-
firma 1'existencia d'aquest pic d'activitat al
fetge dels nadons de rata, tot observant una
Clara correlacio directa entre activitat de
1'enzim i acumul de triacilglicerids al fetge.
Aixi, la presencia d'aquest enzim podria per-
metre al fetge jugar un paper d'aci mul de
triacilglicerids, fins que el teixit adipos blanc
es desenvolupes funcionalment.
Un problema greu amb el que topen

aquests estudis rau en que els resultats de la
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quantificacio de l'enzim que s'estudia poden

estar fortament emmascarats per la presencia

d'elevades activitats de lipasa hepatica. En

efecte, els metodes actuals de valoracio

d'ambdos enzims no son prou especifics, i la

lipasa hepatica hidrolitza uin vitro>> el

substrat emprat per a valorar LPL, amb un

creuament d'activitat de t'ordre del 30 al

40 %. Per tot aixo ens plantejarem la separa-

cio d'ambdues activitats mitjancant la posta

a punt d'un sistema de cromatografia en

heparina-Sepharosa descrit a la bibliografia

per a plasma post-heparinic (BOBERG i col.,

1977), i la seva adequacio at fetge de nado.

PLANTEJAMENT EXPERIMENTAL

Per assolir el nostre objectiu planificarem

tres fases experimentals:

1. Posta a punt de la tecnica descrita a la

bibliografia sobre plasma post-heparinic.

2. Aplicacio de la metodologia a la semi-

purificacio de LPL de teixit adipos i de LH

de fetge d'animal adult. Aquest enzims po-

drien esser utilitzats com a patrons en la se-

paracio cromatografica dels enzims de

fetge de nado.

3. Estudi del fetge de nado.

MATERIAL I METODES

Animals

Es van fer servir rates Wistar de l'animala-

ri de la Catedra de Fisiologia General de la

Facultat de Biologia, Universitat de Barce-

lona.

- com a font de teixits (fetge i teixit adi-

pos blanc) tant rates mascles com femelles de

200 a 300 g.

- com a font de plasma post-heparinic,

tant rates mascles com femelles de 200 a

240 g.
- com a font de fetge de cria varem fer

servir nadons obtinguts del creuament de fe-

melles de 200 a 250 g amb mascles de 1'estoc

de cria de l'animalari. Els nadons eren ali-

mentats 8 h despres del part i mantinguts

16 h en deju en un bany termostatitzat a

37 °C (GRINBERG, 1982).

Pols acetonica

Els teixits es van obtenir per decapitacio de

l'animal i disseccio rapida, i es varen conge-

lar amb nitrogen liquid (-192 °C). La deli-

pidacio de les mostres (necessaria donat el

metode radioquimic emprat en la valoracio

d'activitats lipassiques) es va fer mitjancant

obtencio de pots acetonica.

Plasma post -heparinic

El plasma post-heparinic es va obtenir per

injeccio i.v. d'una solucio d'heparina sodica

(Sigma) a una dosi de 33 U.I./100 g de pes

corporal. La sang es va obtenir per decapita-

cio de l'animal, tot recollint-la sobre EDTA

(Merck). El plasma s'obtingue per centrifu-

gacio a 2.000 rpm, 30 min a 4 °C.

Cromatografia d'afinitat heparina-Sepharosa

Tecnica descrita per OLIVECRONA (1971)

per purificar activitat LPL. Basada en la uti-

litzacio d'un suport rigid, la Sepharosa, a la

qual s'uneix covalentment heparina, la qual

s'ha demostrat (EGELRUD i OLIVECRONA,

1977) que s'uneix amb la lipoproteina lipasa,

mitjancant interaccio ionica.

Hem fet servir gel heparina-Sepharosa

CL-6B (Pharmacie) com a suport i tampo

Barbital (Merck) 5 mM, pH = 7,2 amb dife-

rents concentracions de NaCl com a eluents

(0, 0,5, 0,75, 0,9 i 1,5 M NaCl). Una solucio

de BSA (Sigma) lliure d'acids grassos 10 °lo

fou utilitzada com a estabilitzador.

El gel inflat segons el protocol subminis-

trat amb el producte, era empaquetat en co-

lumnes de 0,6 x 5 cm (3 ml de gel), amb un

volum de 50 ml de tampo Barbital 0,5 M

NaCl, en cambra freda (4 °C).

La mostra a cromatografiar fou plasma

post-heparinic o pols acetonica de teixits. El
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Metodes de quantificacio

Primer elms

1so 1

Segon eluit

a) Activitats enzimdtiques

Per valorar activitat LPL varem utilitzar

un metode descrit per NILSSON-EHLE i

SCHOTZ (1976) i modificat posteriorment per

COREY i ZILVERSMITH (1977).

Per valorar LH varem utilitzar un metode
descrit per EHNHOLM (1975).

1 - Control 100.00 ± 4.73 100 . 00±7.43
2- NaCl 1M 71. 67± 1.29 * 14 . 91±1.97 *
3- -serum 154.41 ± 3.66 * 30.94 ± 2.54 *

Fig. 2. Efecte del NaC1 1M de l'absencia de serum en
el medi de valoracio sobre les activitats lipasiques
eluides a 0,75 M NaCI i a 1,5 M Na Cl. (• = p. 0.05;
S-metode; Scheffe; 1959).

plasma post-heparinic va ser afegit a 1/2 vo-
lum de tampo Barbital 1,5 M NaCl, centrifu-
gat a 2.200 rpm 20 min i 4 °C i aplicat a la
columna. En el cas dels teixits la redissolucio
de la pols acetonica es va fer en tampo Barbi-
tal 0,5 M NaCl i s'ultracentrifuga amb un ro-
tor Beckman Ty75 a 21.400 rpm (30.000 xg),
30 min i 0-4 °C, utilitzant el sobrenedant.
Una vegada aplicada la mostra, es varen

fer tres eluits amb tampo Barbital a 0,5, 0,9 i
1,5 M NaCI (50, 37 i 30 ml respectivament).
Els eluits segon i tercer es recolliren en frac-
cions de 1,5 ml. Tot el proces es va fer en
cambra freda.

A cada fraccio dels eluits aixi com at redis-
solt, sobrenedant i at rentat a 0,5 M NaCl es
quantificaren les activitats LPL i LH i el seu
contingut en proteina total. Per tal d'aug-
mentar I'estabilitat dels enzims, les mostres
destinades a la valoracio d'activitat es con-
servaren amb BSA (Iliure d'AGLI) (10 µI al
10 % per cada 200 µl) i -80 °C.
Despres de cada cromatografia, la colum-

na es va reequilibrar amb 50 ml de tampo
Barbital 0,5 M NaCl.

b) Protetnes

Les proteines varen esser quantificades per
un metode descrit per LOWRY i col. (1951)
amb modificacions posteriors de ZAK i CO-
HEN (1961).

RESULTATS

Fase 1: Plasma post-heparinic

Despres d'un seguit de proves amb dife-
rents modalitats d'elucio les condicions bp-
times per a la separacio de LPL i LH (veure
fig. 4) varen ser:

- Iligat de la mostra a 0,5 M NaCl.
- rentat amb x 15 vegades el volum de

gel amb tampo Barbital 0,5 M NaCl.
- eluits a 0,75 i 1,5 M NaCl, tot trobant-

se al primer pic eluit l'activitat LH, i al segon
l'activitat LPL (volums d'eluci6 de 37,5 i
30 ml respectivament).
Amb una fraccib rica en activitat triacilgli-

cerid hidrolasa de cada eluit es va mesurar
1'efecte de la presencia de NaCI 1 M i de l'ab-
sencia de serum al medi de reaccio. L'activi-
tat del primer eluit presenta una inhibicio
Ileugera per NaCI 1 M i una activacio en un
medi carent de serum mentre que l'activitat
del segon eluit s'inhibeix fortament per NaCI
I M i per absencia de serum. D'aquesta ma-
nera poguerem confirmar que haviem sepa-
rat dues activitats enzimatiques diferents del
plasma post-heparinic. A mes, el seu com-
portament ens permete caracteritzar-les com
LH (primer eluit) i LPL (segon eluit) (veure
fig. 2).
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Fase 2 : Fetge i teixit adipos blanc

En aquest cas, la semipurificacib suposa

1'estudi de les condicions mes adequades per

al processament de la mostra previa a la cro-

matografia d'afinitat (essencialment quant a

la redissoluci6 de la pols acetbnica). En

aquest sentit, varem comprovar que l'allibe-

raci6 d'activitat enzimatica i proteina al
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----Activitat LPL.

sobrenedant de la ultracentrifugaci6 era li-

neal en el marge de 1 a 50 mg/ml de pols ace-

t6nica per a fetge adult i de 1 a 24 mg/ml per

a teixit adipos blanc (veure fig. 3). En el pri-

mer cas recuperavem al sobrenedant un

16 % de ('activitat LH i en el segon un 26 %

de l'activitat LPL. Per tal d'augmentar la re-

cuperacib d'activitat varem provar diferents

metodes que descrivim a continuaci6.

Quant a LH, la presencia d'heparina a

concentracions de 100 U.I./ml augmenta

1'alliberaci6 d'activitat al sobrenedant fins a

un 34 %, perb no interfereix el lligam de l'en-

zim a la columna cromatografica d'hepari-
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TAULA I

TEIXIT

Fetge d'adult Condicions

sense heparina
heparina 100 U.I/ml
no sonicat
sonicat (4 x 1')

centrifugaci6:
10.000 g
20.000 g
30.000 g

Activitat L.H. Conc. proteina
(S % vs. S + P) (S % vs. S + P)

16,19 t 0,7 45,13 f 1,6
23,70 t 1,9* 50,67 f 9,2
14,23 f 3,4 53,27 f 3,5
30,36 t 5,2* 63,36 t 2,8

21,01 f 2,3 42,13 f 3,5
16,96 t 3,6 37,13 t 4,2
14,37 t 2,0

No sonicat Sonicat

Activitat % vs. S + P Activitat %6 vs. S + P

Teixit adipos blanc
Redissolt 335,5 t 5.7 - 335,4 t 7,2 -
Sobrenedant 90,7 t 1,6 26,2 124,5 t 4,8 36,8*
Precipitat 255,4 t 4,6 73,8 213,9 t 13,4 63,2•

Fetge de nado
Redissolt 1.094,4 ± 22,0 - 887,2 t 24,8 -*
Sobrenedant 608,5 f 162,6 51,5 747,4 t 15,7 68,5
Precipitat 572,2 t 13,3 48,5 343,9 f 7,6 31,5*

Taula I. Efecte de diferents factors sobre I'alliberacio d'activitat o proteIna al sobrenedant.
S: Sobrenedant.
P: Precipitat.
Significativitat : test t-Student, tractament vs no tractat ; • p . 0.05 Activitat LPL en nmol/ml.h.

na-Sepharosa. La redissoluci6 dels precipi-
tats no augmenta la recuperacio d'activitat at
sobrenedant. La sonicacio (4 x 1 min.,
1 min. de repos en bany de gel) no to cap
efecte inactivador de l'activitat LH, i aug-
menta la recuperacio d'aquesta al sobrene-
dant fins a un 30 010. Amb diferents forces
d'ultracentrifugacio (10.000, 20.000 i 30.000
xg) no s'aprecien diferencies significatives
quant a la recuperacio d'activitat LH at so-
brenedant (veure taula I).

Per a la LPL es va provar 1'efecte de la so-

nicaci6, trobant-se que no to un efecte inhibi-

dor sobre l'activitat LPL i que augmenta la

recuperaci6 d'activitat al sobrenedant fins a

un 37 07o (veure taula I). No varem provar

1'efecte de I'heparina donat que es descriu un

efecte activador de l'activitat LPL a la

bibliografia (IVERIUS i col., 1972; Twu i col.,

1975; GUERRIER i PELLET, 1980), efecte que

hem comprovat al nostre laboratori (dades
no publicades).

Una vegada definides les condicions ade-
quades de processament de les mostres de
fetge adult i teixit adipos blanc, es va rea-
litzar una cromatografia d'afinitat en
heparina-Sepharosa (veure fig. 4) i tro-
bArem:

- que l'activitat lipasa hepatica s'elueix
caracteristicament a 0,75 M NaCl, i no apa-
reix gens d'aquesta activitat al segon eluit
(1,5 M NaCl).
- que l'activitat LPL a teixit adipos blanc

s'elueix a 1,5 M NaCl.
El grau de purificaci6 aconseguit amb

aquest procediment ha estat 34 vegades per
LH a fetge adult, i de 265 vegades per LPL
de teixit adipos blanc (havent-hi fraccions
amb enriquiment de 2.800 vegades respecte
al sobrenedant).



AILLAMENT D'UNA ACTIVITAT TRIACILGLICERID HIDROLASA A FETGE DE NADB DE RATA 65

Fase 3 : Fetge de nado

Es va determinar la linealitat en l'allibera-

cio d'activitat mesurada pel metode LPL en

el marge de concentracions fins a 100 mg/ml.

La recuperaci6 d'activitat era del 51 % (veu-

re fig. 3).

En sonicar un redissolt de 50 mg/ml de

pots acetonica de fetge de nad61'activitat va-

lorada pel metode LPL augmenta (la recupe-

raci6 passa a esser d'un 68 o), encara que

experimenta un descens significatiu de l'acti-

vitat total mesurada at redissolt, indicant que

aquest enzim no resisteix la sonicaci6 (veure

taula I).

En realitzar una cromatografia d'afinitat

amb mostra de fetge de cria, varem haver de

canviar les condicions d'elucio ja que 1'acti-

vitat LH no era eluida en la seva totalitat a

0,75 M NaCl. Les noves condicions foren:

- lligat i rentat amb tamp6 Barbital 0,5

M NaCl.
- eluits a 0,9 i 1,5 M NaCl (amb els ma-

teixos volums que abans).

Amb aquestes condicions aconseguirem

resoldre dos pics d'activitat lipasica: un at
primer eluit (0,9 M NaCl) que ha de corres-

pondre a LH, i un altre at segon eluit (1,5 M

NaCl) (veure fig. 4), sens dubte corresponent

a un enzim diferent de 1'anterior, de compor-

tament semblant a la LPL de teixit adipos

blanc. El pic d'activitat LPL at primer eluit
pot explicar-se per efecte del creuament de
1'activitat LH amb el metode LPL.

La purificaci6 assolida es de 1'ordre de 80
vegades, tant per 1'activitat LH (primer eluit)

com per 1'activitat LPL (segon eluit).

DISCUSSIO

En aquest treball posem a punt un metode
de cromatografia d'afinitat en heparina-
Sepharosa, ja descrit a la bibliografia, que
permet resoldre en dos pics clarament dife-
renciats la lipasa hepatica (LH) de la lipopro-
teina lipasa (LPL). Efectivament, la LH
(present a plasma post-heparinic i a fetge pe-

ro no a teixit adipos blanc, resistent at NaCL

1 M i parcialment inhibida per la presencia

de serum at medi d'incubacio) elueix de la

columna cromatografica a 0,75 M NaCl,

mentre que la LPL (present a plasma post-

heparinic i a teixit adipos blanc per-6 no a fet-

ge adult, sensible a NaCl 1 M i depenent del

serum) no elueix fins a 1,5 M NaCl.

En aplicar aquesta tecnica cromatografica

at fetge de nado, s'obte, a mes de 1'activitat

tipica del fetge, la LH, un pic d'activitat de

comportament cromatografic semblant al de

la LPL de teixit adipos blanc i de plasma

post-heparinic. Posteriors estudis hauran de

permetre una caracteritzaci6 mes acurada

d'aquest enzim que, sens dubte, ha de trac-

tar-se d'un isoenzim de la lipoproteina lipasa.

La presencia atipica, at fetge de nad6 de

rata, d'activitat lipoproteina lipasa pot capa-

citar aquest organ per captar directament els

triacilglicerids circulants en forma de QM i

procedents de la ingesta de la llet materna.

Es sabut que la rata neix amb un teixit adipos

blanc molt poc desenvolupat funcionalment,

de forma que el cami per a la utilitzaci6 de

greixos que s'esdeve en l'animal adult (per
exemple durant el dejuni: QM a teixit adipos

blanc gracies a la seva LPL, esterificaci6, li-
polisi que rendeix Acids grassos Mures, els

quals viatgen cap at fetge per a ser beta-
oxidats fins a cossos cetonics per a la seva
utilitzaci6 per teixits periferics) es fa practi-
cament impossible, malgrat la situaci6 de
forta demanda energetica en que es troba el

nado. Aixi doncs, la presencia de LPL al fet-

ge faria molt mes curta la via d'utilitzacio

dels lipids materns (QM a fetge gracies a la
seva LPL i beta-oxidaci6 fins a cossos ceto-
nics).

Concordant amb aquesta hipotesi, Ferrer i
col. (1978) descriu que en alimentar amb
dieta rica en triacilglicerids a nadons de rata,
la velocitat de cetogenesi hepatica augmenta
fins a valors molt elevats des de les 0 a les
24 h postpart. Aquest augment coincideix en
el temps amb l'aparici6 de 1'activitat hepa-
tica semblant a la LPL que descrivim. El
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desfagament entre 1'entrada de TAG a fetge i
la sortida en forma de cossos cetdnics suposa
un increment de triacilglicerids hepitics tal
com descriu en RAMIREZ i col. (1983 ) i GRIN-
BERG (1982) al nostre laboratori.
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