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Abreviatures

ADPG: adenildifosfat-glucosa

ADPGPP: adenildifosfat-glucosa pirofosforilasa
AMPc: AMP ciclic

BE: enzim ramificador del glicogen

bp: parells de bases nucleotidiques

BSA: albUmina de serum bovi

CaM-PK: proté na quinasa dependentde Ca®*-calmodulina
CK: casé na quinasa

col.: col'laboradors

Da: dalton

DBE: enzim desramificador del glicogen
DMEM: medi de cultiu d’Eagle modificat per Dulbecco
FBS: sérum fetal bovi

G(M)S: glicogen (midd) sintasa

GFP: proté na verda fluorescent

GGN1: glicogenina-1

GK: glucoquinasa o hexoquinasa IV

GKRP: proté na reguladora de I'hexoquinasa
Glc 1-P: glucosa 1-fosfat

Glc 6-P: glucosa 6-fosfat

GP: glicogen fosforilasa

GS: glicogen sintasa

GSD: malaltia d'emmagatzematge de glicogen
GSK3: glicogen sintasa quinasa 3

HCA: andisi de clusters hidrofobics

HK: hexoquinasa

HsMGS: glicogen sintasa de mudscul huma



IGC: clusters granulars intercromatics

kb: kiloparells de bases nucleotidiques

kDa: kilodaltons

LGS: glicogen sintasa de fetge

MGP: glicogen fosforilasa muscular

MGS: glicogen sintasa muscular

moi: multiplicitat d'infeccid

NIDDM: diabetis no depenent de insulina
NRD1a: domini de reconeixement de nucledtid 1a
PAS: &id periodic i solucid Schiff

pfu: unitats formadores de plaques viriques
PGM: fosfoglucomutasa

PKA: protd naguinasa dependent d’AMPc
PKC: proté na quinasa dependentde calci
PML: oncoproté na de la leucémia promielocitica
PMM: fosfomanomutasa

PP: proté na fosfatasa

PTG: protein targeting to glycogen

SFC: compartiment de factors d’'empalmament
TRITC: isotiocianat de tetrametilrodamina
UDPG: uridildifosfat-glucosa

UDPGPP: uridildifosfat-glucosa pirofosforilasa
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A. Presentacio i Objectius

La present tesi recull una serie de resultats sobre el control de la
distribucié subcel‘lular de la glicogen sintasa muscular humana (HsMGS), aixi
com la seva comparacié amb d‘altres glicosiltransferases, que permeté per una
banda la descripcié d’amino&ids essencials per a la catdisi d’aquest enzim,
aixi com l'andisi de les semblances de les glicogen sintases amb proté nes
relacionades.

Els treballs del grup d’investigacié en que s’ha realitzat aquesta tesi
doctoral s’han centrat en la regulacié del metabolisme del glicogen aixi com en
les seves alteracions en la diabetis. Entre els temes dels que s’ha ocupat
recentment destaca la distribucié subcel‘lular dels enzims del metabolisme del
glicogen, principalment en el fetge. En el cas del metabolisme muscular encara
restaven moltes incognites per resoldre, que incloien gliestions basiques com
ara el mecanisme catalitic de I'enzim central de la sintesi del glicogen
muscular: la MGS.

Fins a la data no s’ha aconseguit la resolucié d'una estructura
tridimensional per a les glicogen sintases eucariotes i per tant I'arquitectura del
seu centre actiu es desconeix. Tant el nostre grup d'investigacié com d‘altres
havien provat d’obtenir I'estructura de la HsMGS perd degut, probablement, a
les seves complexes modificacions postraduccionals, no s'ha aconseguit.

Aixi doncs, el primer objectiu d'aquesta tesi doctoral fou extreure
informacid estructural mitjancant la comparacio les seqliencies aminoacidiques
i la prediccié d'estructura secundaria entre les glicogen sintases eucariotes i les
glicogen (midd) sintases, encarregades de la sintesi de midd en plantes i del
glicogen bacteria També s'estudiaren les relacions filogenétiques entre
aquests enzims per tal de determinar si d'altres de relacionats eren bons
candidats a esdevenir models per a la seva andisi estructural mitjancant
cristal*lografia de raigs X.

El segon objectiu perseguia, mitjancant una estratégia similar de
comparaci6 amb d‘altres glicosiltransferases, la identificacid d‘aminoaids
essencials per a la catdisi i la comprovacid experimental de la seva funcié. El
fet que el grau de conservacid entre les glicogen sintases és molt elevat, no
permetia esclarir quins residus possé en una funcio critica. Per tant es procedi
a comparar aquests enzims amb d'altres glicosiltransferases per tal de cercar
aquells que fossin conservats en un grup més ampli d'enzims.

Préviament a la realitzacidé d’aquesta tesi doctoral, el nostre grup havia
descrit que la fusié de la HsMGS amb la protéd na fluorescent verda (GFP)
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presentava una localitzacié subcellular regulada entre el citoplasma i el nucli
dependent de la concentracié de glucosa extracel*lular. Per la qual cosa, el
tercer objectiu d'aquest treball fou la caracteritzacid d'aquesta translocacio
nucleocitoplasmaica. Per una banda calia investigar el comportament de la
HsMGS endogena en un model que I'expressés de forma natural, i estendre
aquest estudi a d’altres models cel*lulars que presentessin la MGS per tal de
determinar si aquest fenomen era comu a tots els teixits que expressen la
isoforma muscular d'aquest enzim. A més es pretenia aprofondir en quines
eren els senyals metabolics que indd en tant I'import com I'export de laHsMGS
del nucli.

L'Itim objectiu de la tesi consisti en esbrinar el mecanisme de control
de la localitzacié subcel'lular de la HsMGS. Aquesta tasca se centraen la cerca
de determinants o residus claus en la seqliéncia de la HsMGS responsables de
la translocacié nucleocitoplasmaica.
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B. Introduccio General

B.1. Metabolisme del glicogen

B.1.1. El glicogen

La practica totalitat de les cél*lules contenen alguna molécula de reserva
energética. La glucosa, metabolit central de la majoria d'organismes
s'emmagatzema en forma de glicogen o bé de mido, essent el primer
caracteristic de les cél'lules animals, i el segon de les cél*lules vegetals.

B.1.1.1. Estructura

El glicogen és un polisacaid ramificat d'alt pes molecular format per
unitats de glucosa. Aquests monomers s’‘uneixen mitjancant enllacos
glicosidicsa(1®4) i les ramificacions s'estableixen gra&ies a enllagos
glicosidicsa(1® 6) (Fig. B.1.). Aixi doncs, el glicogen no té una mida i una
massa establertes. Les observacions electromicroscopiques [Rybicka, 1996]
indiqguen que els granuls de glicogen varien des dels 2-3 nm de dianetre
(particules g), a acumulacions molt més denses, en forma de rosassa, i d'uns
100 nm, anomenades a i que son caracteristiques del fetge. En el muscul
només es troben les particules b de grandaria intermedia (20-30 nm).

La seva estructura molecular continua essent un problema complex, ja
que el nombre de residus de glucosa i l'estructura de cada molécula de
glicogen en particular és variable. Whelan, I'any 1969, ja establi un model per
al glicogen, acceptat actualment [Gunja-Smith et al., 1970; Whelan 1971]. En
essencia, el glicogen disposa d’'una cadena C, amb l'aldehid reductor lliure en
un extrem, cadenes B (unides a la cadena C o a d‘altres B) que posseeixen
ramificacions, i cadenes A que estan unides a les cadenes B pero que al seu
torn no es ramifiquen. Les cadenes contenen, de mitjana, 13 residus i aquelles
que disposen de ramificacions (B i C) presenten dues branques per terme mitja
(fig. B.1).

Tot i que el glicogen podria, en principi, créixer indefinidament, els
models teodrics basats de la disposicid espacial dels residus de glucosa dins la
molécula prediuen que per raons estériques la capa externa de la particula es
faria inaccessible per als enzims del seu metabolisme més enlla de la dotzena
capa. Aixi doncs, les molécules madures de glicogen que pronostiquen aquests
models estarien formades per 12 capes, pesarien aproximadament 10’ Da i
contindrien 55000 residus de glucosa [Meléndez et al,. 1998]. Aquests
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parametres teorics concorden amb els del glicogen & llat de diferents fonts i
amb la mida de les particules bobservades en les preparacions
microscopiques.

-]

- o ¥
mﬂ e ].- \:I ‘:.-
b %{%‘—_F.J \Lt)'
|

S e b

Fig. B.1. Esquema de l'estructura del glicogen animal. Una molécula de glicogen
d’origen muscular conté al seu interior la protei na glicogenina 1 unida a I'extrem reductof
(esfera verda). A partir d'aquesta cadena C, es disposen les cadenes B formant diverses
capes, finalment les cadenes A que no estan ramificades delimiten la molécula. Els residus
de glucosa s’uneixen mitjancant enllagos glicosidics de tipus al(04 i en els punts de
ramificacié per enllacos a106. Les unitats glicosidiques es representen en blau clar en la
projeccié de Haworth mostrant els &oms d’hidrogen en blau i els d'oxigen en vermell.

B.1.1.2. Funcid

La funcid basica del glicogen és la reserva energetica. Per una banda, la
seva natura macromolecular permet I'emmagatzematge de glucosa sense un
augment significatiu de I'osmolaritat cel*lular, i per una altra, la ramificacid li
confereix una alta accessibilitat per a que la degradacié enzimaica pugui ésser
molt rida en resposta a una demanda d’energia. A més a més, el glicogen és
soluble, a diferencia del mido, també mercés al seu alt grau de reamificacio i
aixo permet la seva distribucid pel citoplasma.

En els mamifers, existeixen dos reservoris principals de glicogen. La
quantitat de glicogen més important es troba en la massa muscular esquelética
[Cohen, 1986], perd és en el fetge on la seva concentracid és més elevada
[Roach, 1986]. El glicogen se sintetitza després de la ingesta d’aliments, quan
la concentracié de glucosa en sang és elevada i en canvi es degrada, en linies
generals, durant el deju en el fetge, i durant I'exercici en el muscul.

En el cas dels llevats, el glicogen se sintetitza quan el creixement deixa
de ser exponencial i la concentracié de glucosa comenca a disminuir o bé quan
manca algun altre nutrient i no els és possible realitzar la divisié cel*lular. El
glicogen es degrada un cop la glucosa ha estat esgotada [Sillje et al., 1999].
En la majoria dels bacteris també s'emmagatzema glicogen, i aquest comenca
a acumular-se quan es passa de la fase de creixement exponencial a
I'estacionaria degut principalment a la limitacié en la concentracié d‘algun
nutrient, com ara el nitrogen [Preiss, 1984]. En ambdds tipus d’organismes, els
mutants de péerdua de funcié d’enzims implicats en la sintesi de glicogen que
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presenten una abséncia total d’aquest polisacaid, continuen essent viables.
S’argumenta pero que la capacitat de produir i mobilitzar reserves de glicogen i
trehalosa, en el cas dels llevats, els confereix certs avantatges adaptatius
[Sillje et al., 1999].

Moltes protéd nes s'uneixen al glicogen i mercés a aquesta associacio
s'afavoreixen les interaccions entre elles, com ara les de les subunitats de les
protd na fosfatases dirigides al glicogen amb la glicogen sintasa (GS) i la
glicogen fosforilasa (GP) [Newgard et al., 2000]. També la glicogen sintasa
quinasa 3 (GSK3) es troba associada al glicogen [Ragano-Caracciolo et al.,
1998]. S’ha proposat que, el glicogen i les seves protd nes associades,
formarien un quasi organul, que ha estat anomenat glicosoma [Rybicka, 1996].

Una altra funcié per al glicogen que ha estat descrita, també esta
relacionada amb la seva capacitat d’unir i organitzar d'altres molécules. Segons
Hartl i col. els extractes d’oocits de Xenopus sén capacos d’organitzar un nucli
al voltant d'un DNA exogen si el glicogen és present. La falta daquest
component provoca la formacié d’'una cromatina esponjosa i el bloqueig de la
formacid del nucli [Hartl et al., 1994].

B.1.1.3. Localitzacio subcel-lular

El glicogen es distribueix en el citoplasma de les cél*lules. Els estudis
electromicroscopics mostren la preséncia de granuls de glicogen ao b en
preparacions de muscul, fetge, cervell i molts altres teixits aixi com en cél*lules
d llades d'organismes que comprenen totes les branques filogenétiques
[Calder, 1991; Kessel i Beams, 1990; Coulary et al., 2001 i Rybicka, 1996]

Tradicionalment, s’ha descrit I'existéncia d’'una associacid entre del
glicogen i el reticle endoplasmatic/sarcoplasmaic. La presencia de glicogen en
les preparacions de microsomes per fraccionament cel*lular foren les primeres
indicacions [Dallner i Ernstern, 1968]. Les imatges de microscopia electronica
també corroboraven la presencia de granuls de glicogen al voltant o properes
al reticle endoplasmaic llis [DiMauro et al., 1971; Wanson i Drochmans, 1972].

En el muascul esquelétic i mitjancant la tincid de Schiff-PAS, especifica
per a carbohidrats, es detecta la presencia de glicogen en la zona perinuclear,
subsarcolemmal i en les bandes I i M. Aquestes observacions reforcaven la
idea de la participacid de les estructures de membrana en la biosintesi del
glicogen [Engel, 1961]. El clonatge i expressid de la subunitat reguladora
Rci/Gm de la proté na fosfatasa 1 va aportar una prova més directa de
I'associacié del glicogen amb les membranes. Aquesta proté na, present en el
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muscul esquelétic, conté un domini d’unié a glicogen i un altre a membranes, a
més a més del lloc d’unid a la subunitat catalitica de la PP1 [Tang et al., 1991].

En el fetge la disposicid subcellular del glicogen podria estar
condicionada pel fet que s'acumula en grans quantitat en aquest teixit. En
aquest sentit apunten els estudis realitzats en el nostre laboratori. En ells es
mostra que la sintesi de glicogen es realitza de forma ordenada en els
hepatocits. Comenca en |'exterior, en les zones més properes a la membrana i
continua cap a linterior de la cél'lula [Fernandez-Novell et al., 1997; Garcia-
Rocha et al., 2001]. Aquesta acumulacié ordenada podria ésser un mecanisme
d’optimitzacid de carega per tal dassegurar una capacitat d'acumulacio
maxima del polisacaid.

En el llevat de la cervesa, Saccharomyces cerevisiae, i mitjancant
microscopia electronica s’ha descrit una estructura membranosa originada per
invaginaci6 de la membrana plasmaica al voltant de la qual apareixen
concentrades reserves de glicogen [Coulary et al., 2001]. Aquesta recurréncia
en l'associaci6 amb membranes també ha estat observada en Lophomonas
blattarum, un flagel*lat parasit intracel*lular, en el qual el glicogen es concentra
als voltants del reticle endoplasmatic llis [Kessel i Beams, 1990].

A part d'aquesta localitzacio citoplasmaica, entre els anys 1960-1970,
es descobri que en alguns cultius de cel*lules derivades de tumors, apareixia
una gran quantitat de glicogen en linterior del nucli. [Karasaki, 1971;
Zimmermann et al., 1976; Granzow et al., 1981]. Aquestes observacions van
despertar certa controvérsia [Oron et al.,, 1980; Kopun et al., 1982], pero
finalment la qlestié deixa d'estudiar-se. Tot i aixd0 no només es demostra que
en alguns casos (patologics) existia glicogen intranuclear, si no que també hi
era present l'activitat GS.

B.1.2. Sintesi i degradacio del glicogen

Tradicionalment es descriu que l'inici de la via de biosintesi de glicogen
comenca amb la formacié de glucosa 1-fosfat (Glc 1-P) a partir de glucosa 6-
fosfat (Glc 6-P) mitjancant I'accié de la fosfoglucomutasa. Tot seguit aquesta
glucosa 1-fosfat es transforma en UDP-glucosa (UDPG) (o ADP-glucosa en
bacteris) per la pirofosforilasa corresponent i a continuacié aquest glucosid de
nucleotid es usat per la glicogen sintasa (GS) per allongar una cadena
preexistent d’amilosa. Posteriorment aquest polimer lineal seraramificat per
I'accié de I'enzim ramificant.

La degradacié es realitza gracies a l'accid concertada i simultania de

I'enzim desramificant i la GP. La GP degrada les cadenes lineals produint Glc 1-
P i s'atura quan es troba a tres o quatre residus d’'un punt de ramificacio.
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Aleshores |'enzim desramificant elimina la ramificacid transferint la branca
(exceptuant el residu unit per I'enllag a(1® 6)) a una altra cadena del glicogen
mitjancant la formacié d’un enllag a(1® 4). Finalment elimina el residu del punt

de ramificacio alliberant glucosa [Roach, 1986; Preiss, 1984].

B.1.2.1. Sintesi i degradacio del glicogen al muscul esquelétic

El muscul esqueléetic dels mamifers ha estat un dels models més
utilitzats per estudiar les vies metaboliques de sintesi i degradacié del glicogen.
La glucosa es transportada a linterior de la fibra muscular on rgpidament es
transforma en Glc 6-P i que es dirigeix cap a la glucdlisi, la via de les pentoses
fosfat o la sintesi de glicogen.

Una de les caracteristiques especifiques del metabolisme del glicogen en
el muscul es troba en el transport i la fosforilacio de la glucosa. El transport de
glucosa en tots els teixits, exceptuant el tracte intestinal i el ronyo, es duu a
terme mitjancant transportadors que no depenen del transport d'ions o de la
hidrolisi d’ATP. Aquests han estat identificats i caracteritzats i reben els noms
de GLUT1 a 5 [Olson i Pessin, 1996]. Mentre que GLUT1 s’expressa en la
majoria de cél'lules i es troba majoritaiament en la membrana plasmaica,
GLUT4 s'expressa només en teixits sensibles a insulina com el muscul
esquelétic i el teixit adipds. El transportador GLUT4 transloca des de l'interior
de la cél'lula, on s'emmagatzema en vesicules, cap als tubuls transversals i la
membrana citoplasmdica, en resposta a la insulina [Birnbaum, 1992; Rea i
James, 1997]. En els dltims anys, pero, s’ha descrit I'existéncia, en el muscul
esqueletic, d’'un subgrup de vesicules que contenen GLUT4 que transloguen de
forma independent de la insulina i que responen en canvi a la contraccié
muscular [Coderre et al., 1995]. En la via de senyalitzacié d’aquest fenomen
s’ha implicat la proté na quinasa dependent d’AMP (AMPK) [Kurth-Kraczeket
al., 1999].

Un cop la glucosa és dins el citoplasma, I'hexoquinasa la fosforila en
posicid 6 i esta disponible per a ésser usada en la sintesi de glicogen. En el
muscul coexisteixen dues isoformes d’hexoquinasa (HK), la I, minoritaia, i la
II. Ambdues sén capaces d'unir-se a la membrana externa dels mitocondris,
tot i que apareixen també en la fraccid soluble. Aquesta localitzacio
mitocondrial s’ha justificat com una possible canalitzacié de I'ATP que prové de
la fosforilacié oxidativa cap a la fosforilacid de la glucosa [Wilson, 1997].

La Glc 6-P dirigida cap a la sintesi de glicogen es transformada
seqliencialment en Glc 1-P, després en UDPG i finalment gracies a I'accié de la
isoforma muscular de la GS, en glicogen. La MGS esta altament regulada per
fosforilacid multiple, que provoca la inactivacié de I'enzim [Skurat et al., 1994].

11
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A més a més, I'enzim s'activa de forma al‘lostérica per la Glc 6-P, que a la
vegada també afavoreix la seva desfosforilacid i conseqlientment I'activacio
covalent [Villar-Palasi i Guinovart, 1997].

La sintesi de glicogen pot realitzar-se a partir d’'una molécula preexistent
del polisacaid tot augmentant-ne la seva mida o bé de novo. La proté na
glicogenina 1 és I'encebador de la sintesi de novo de glicogen ja que és capag
d’autoglicosilar-se en un residu de tirosina per després afegir-hi fins a unes 7 a
10 unitats de glucosa més. Aquesta petita cadena de residus de glucosa units
per enllagos a(1®4) ja susceptible de ser allongada per la GS [Cao et al.,
1993]. La glicogenina 1 (GGN1) va ser descrita al analitzar el glicogen del
muscul esquelétic. Es determina que existia una molecula de GGN1 unida
covalentment a cada molécula madura de glicogen muscular [Smythe et al.,
1990]. Sembla ser que existeix una interaccid directa entre la GGN1 i la
glicogen sintasa muscular (MGS) en linici de la sintesi de glicogen i que
després aquesta protd na roman unida covalentment a la molecula de glicogen
creixent. Recentment s’ha descrit una proté na activadora de l'activitat GGN1,
GNIP, que podria tenir d'altres funcions en regulacié de la transcripcid ja que
conté dominis d'unié a DNA [Skurat et al., 2002].

L'enzim ramificant introdueix les ramificacions en a(1® 6) del glicogen.
Aquest enzim no ha rebut tanta atencié com d‘altres participants de la via de
sintesi del glicogen. Es coneix perd que el muscul esquelétic i el fetge
expressen la mateixa isoforma derivada del gen GBE1 [Thon et al., 1993].
També ha estat descrit que l'activitat d’aquest enzim no és limitant per a la
sintesi de glicogen tot i la seva relativa baixa abundancia en comparacié amb
d‘altres enzims del metabolisme del glicogen [Caudwell i Cohen, 1980].

Un cop formades les molécules de glicogen aquestes resten
emmagatzemades llestes per a la seva degradacié en els casos en que la
cél*lula muscular necessiti glucosa. La degradacié del glicogen és realitzada per
la glicogen fosforilasa (GP) i I'enzim desramificant.

La primera presenta 3 isoformes: muscular, de fetge i de cervell
[Newgard et al., 1989]. La GP esta regulada tant covalentment com de forma
al*lostérica i produeix Glc 1-P a partir de glicogen i fosfat inorganic. Es coneix
la seva estructura tridimensional i han estat descrites moltes de les seves
caracteristiques catalitiques i de regulacié. Una de les més interessants és la
fosforilacié del residu de serina 14 que activa la protd na mitjancant els canvis
estructurals que provoca [Madsen, 1986].

La fosforilaci6 de la GP esta catalitzada per una protd na especifica

anomenada glicogen fosforilasa quinasa. Es un complex hexadecameric format
per quatre copies de quatre subunitats diferents [Kilimann, 1990]. Al seu torn
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aquesta quinasa és activada per l'augment en les concentracions de calci i per
fosforilacid per part de la protd na quinasa depenent d’AMP ciclic (AMPc)
[Heilmeyer, 1991].

També intervé en la degradacid del glicogen I'enzim desramificant
encarregat de degradar els enllacos a(1® 6)-glicosidics, aixi com d’eliminar per
transferéncia a una altre cadena, els residus propers als punts de ramificacio.
Existeixen isoformes diferents per a muscul i fetge derivades d’empalmament
alternatiu d’un Unic gen: AGL [Bao et al., 1997].

Glc J—

GLUT4

MGP
DBE
Glc6-P —— Glc1-P
| PGM l UDPGPP
|
J UDPG Glicogen )/ BE
Glucolisi MGS .—}
Pentoses fosfat
GGN1

Fig. B.2. Esquema del metabolisme del glicogen en cél'lules musculars. Es mostren
els enzims implicats en la sintesi i degradacid del glicogen, aixi com els metabolits
intermediaris. GLUT4: transportador facilitatiu de glucosa 4 (en la seva localitzacié a la
membrana plasmaica); HK: hexoquinasa, unida a mitocondris (en muscul existeixen dues
isoformes I i II); PGM: fosfoglucomutasa; UDPGPP: UDP-glucosa pirofosforilasa; la resta
d’enzims que participen en aquest metabolisme es troben associats a la molécula de
glicogen, bé covalentment com la GGN1: glicogenina 1; amb alta afinitat com la MGS:
glicogen sintasa muscular i la MGP: glicogen fosforilasa muscular; i amb una afinitat menor
com el BE i el DBE: enzim ramificant i desramificant, respectivament. Les abreviatures per
als metabolits son, Glc 6-P: glucosa 6-fosfat; Glc 1-P: glucosa 1-fosfat i UDPG: UDP-glucosa.
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B.1.2.2. Regulacié hormonal de la sintesi de glicogen en el muscul

Les dues hormones que més influeixen en el metabolisme del glicogen
en el muscul son la insulina i I'adrenalina.

La insulina promou la conversid de la glucosa en glicogen muscular i
pertorbacions de lacci6 d‘aquesta hormona provoquen alteracions en el
metabolisme del glicogen. La insulina activa tant el transport de la glucosa com
la GS. La combinacié d’aquestes dues etapes, transport i fosforilacid (que son
considerades a efectes de regulacié una de sola) i I'accié de la GS, controlarien
la sintesi de glicogen [Manchester et al., 1996].

El mecanisme pel qual la insulina promou la sintesi de glicogen és
complex. Per una banda controla I'estat de fosforilacié tant de la GS com de la
GP. La insulina promou la desfosforilacié de la MGS especialment en els llocs
3a, b i c [Parker et al., 1983] aixi com dels llocs 2 i 2a [Smith i Lawrence,
1985]. S’ha descrit que aquests 5 residus son els que exerceixen un major
control sobre I'activitat de I'enzim [Skurat et al., 1994].

A priori, el mecanisme de la insulina podria estar mediat, bé per la
inactivacio de les quinases que fosforilen la GS, bé per I'activacio de proté nes
fosfatases (PP) que desfosforilen I'enzim, principalment la PP1.

La insulina al unir-se al seu receptor de membrana provoca
I'autofosforilacié en tirosina del receptor i I'activacié de |'activitat quinasa vers
d'altres substrats [White i Kahn, 1994]. Aquests substrats son basicament les
protd nes anomenades substrats del receptor de la insulina (IRS) de les quals
se’n coneixen diverses isoformes: IRS-1 a 4 [Giovannone et al., 2000]. Un cop
fosforilats aquests substrats serveixen de punt d’ancoratge d‘altres proté nes
gue contenen dominis SH2. La unid als IRS provoca |'activacié de les seves
capacitats catalitiques. Una de les més importants és la fosfatidilinositol 3-
quinasa, que provoca un augment en les concentracions d'inositol 3, 4, 5-
trifosfat. Una altra protd na que s’uneix als IRS és Grb2 que permet la unié de
mSOS i finalment |'activacié de la via de les MAP quinases. Es proposa que
I'activaci6 de PKB, via les quinases dependents d'inositols, inactivaria la
glicogen sintasa quinasa 3 [Cross et al., 1995]. Daltres autors proposen que la
p90 rsk quinasa fosforilaria la Rgi/Gm activant-la [Sutherland et al., 1993].
Aquests Ultims resultats han estat discutits i encara resta per definir clarament
com participa la insulina en I'activacié de la PP1. Les subunitats reguladores de
la PP1 que s’uneixen a glicogen, Rsi/Gv, G, PTG i PPP1R6 semblen tenir un
paper destacat en |'activacié de la GS. La sobreexpressio de la PTG (protein
targeting to glycogen) provoca un fort augment en la concentracié de glicogen
intracel*lular, i també es produeixen augments significatius amb la Rg1/Gwm i la
G [Newgard et al., 2000].
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L'adrenalina a través dels receptors b-adrenergics indueix la glicogendlisi
mitjancant l'activacié de la cascada del AMPc que produeix finalment un
augment en la fosforilacio tant de la GS com de la GP. El mecanisme implica
diverses quinases i fosfatases. Una d’elles, la fosforilasa quinasa, de la qual ja
hem parlat en I'apartat anterior, integra tant la senyalitzacié per AMPc com
I'augment de Ca* intracel-lular. Aquesta quinasa fosforila directament la GP
activant-la. En canvi la GS es fosforilada per la PKA. Se suposa que aquesta
quinasa també inactiva la PP1 mitjancant la fosforilacio de la subunitat Gu/Rg i
gue aquest fet produiria un descens en la desfosforilacid de la GS. També
participaria en aquesta inhibicié I'anomenat inhibidor-1 de la PP1 que també es
fosforila per PKA i que un cop modificat s'uneix a la subunitat catalitica

[Hargreaves i Richter, 1988].
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Fig. B.2. Esquema de la regulaci6 del metabolisme del glicogen en cél'lules

musculars. Es mostren les protei nes implicades en la regulacid per hormones de la sintesi i
degradacio del glicogen. Les fletxes indiquen activacio i les linies vermelles inhibicié. Per al

cas de la glicogen sintasa muscular, MGS i la glicogen fosforilasa muscular, MGP: el que

s'indica és la transformacié de la forma no fosforilada a la fosforilada mitjancant cercles

vermells i I'activacio de la protei na amb un marc verd. La resta d’abreviacions usades soén IR:
receptor d'insulina; IRS: substrats del receptor de la insulina; PI3K: fosfatidilinositol 3-

quinasa, PDK: protei na quinasa dependent de fosfoinositols; PKB: protei na quinasa B; GSK3:
glicogen sintasa quinasa 3; GLUT4: transportador facilitatiu de glucosa 4; b-AR: receptor b-
adrenérgic; AMPc: AMP ciclic; GPK: glicogen fosforilasa quinasa; PP1: protei na fosfatasa 1;
PK?: d'altres protei na quinases.
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B.1.2.3. Diferéncies entre el metabolisme del glicogen muscular i
hepatic

Durant els darrers anys s’han fet paleses les nombroses diferéncies en
el metabolisme del glicogen entre el fetge i el muscul esquelétic. Des d'un punt
de vista teleologic, aquestes diferéncies son degudes a la diferent funcié que el
glicogen realitza en aquests teixits. El glicogen muscular és un reservori
exclusiu del teixit on es troba i es consumit principalment durant I'exercici
[Cohen, 1986]. En canvi, el glicogen hepdic representa una reserva de glucosa
per a tot I'organisme, ja que es degradat durant el deju i, merces la capacitat
desfosforiladora de Glc 6-P del fetge, transformat en glucosa lliure que passara
al corrent circulatori [Roach, 1986].

Existeixen isoformes especifiques de fetge per a la pratica totalitat dels
enzims claus de la sintesi i degradacié del glicogen. A part de la GS hepdica
codificada pel gen GYS2, també s'expressa el transportador GLUT2 [Olson i
Pessin, 1996] i la isoforma IV d’hexoquinasa, anomenada glucoquinasa (GK)
[Iynedjian, 1993].

L'entrada de glucosa en I'hepatocit es realitza basicament per el
transportador GLUT2. La baixa afinitat per glucosa i l'elevada capacitat
d’aquest transportador permet que I'entrada del monosacaid en la cél*lula
sigui de forma quasi exclusiva dependent de la glucémia. Aixi doncs només en
estats postpandrials el flux d’entrada de glucosa en els hepatocits esdevé
significatiu. Un cop en linterior de la céllula, I'enzim encarregat de la
fosforilacid de glucosa és la GK. Aquest enzim es troba en el nucli en el deju i
transloca al citoplasma quan els nivells de glucosa augmenten, permeten la
fosforilacid del monosacaid [Fernandez-Novell et al.,, 1999]. La GK també
presenta caracteristiques cinetiques que la diferencien de la resta
d’hexoquinases. En primer lloc no s'inhibeix pel seu producte, la Glc 6-P, i a
més presenta un comportament cooperatiu, malgrat que no s’ha demostrat la
seva oligomeritzacié i que I'existéncia de centres d'unié a glucosa alternatius al
catalitic és un aspecte en controversia [Cardenas, 1995; Agius i Stubbs, 2000].

Ambdues etapes, transport i fosforilacid estan clarament adaptades per
tal de produir un flux maxim de sintesi de Glc 6-P en situacions d‘alta
concentracio de glucosa extracel‘lular.

L'altra etapa clarament diferent en el muascul esquelétic i el fetge és la
realitzada per la GS. La GS hepaica es regulada de forma similar a la isoforma
muscular perd l'activacié per Glc 6-P provoca un augment en la velocitat
maima de l'enzim, mentre que en la isoforma muscular només té lloc un
augment de l'afinitat pels substrats [Villar-Palasi i Guinovart, 1997]. No s’ha
descrit per a la isoforma de fetge una fase d‘activacié independent de Glc 6-P
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com en el cas del muscul esquelétic, en que després d'una deplecid elevada de
glicogen, l'augment de quocient d'activaci6 no correlaciona amb les
concentracions de Glc 6-P [Montell et al., 1999]

El nostre laboratori ha descobert, a més a més, que la Glc 6-P prodi da
per la GK és capac d'activar tant la MGS com la LGS mentre que la Glc 6-P
sintetitzada per la HKI no és accessible a la LGS i en canvi si que permet
I'activacio de la isoforma muscular [Gomis et al., 2002].

L'inici de la sintesi de glicogen en fetge ha estat assignat a un enzim
homoleg de la glicogenina 1, anomenat glicogenina 2, que presenta diferents
isoformes per empalmament alternatiu. A diferéncia de I'isoforma muscular, la
glicogenina 2 no roman unida covalentment al glicogen i per tant s'especula
que pot proporcionar un major nombre de molécules inicials amb una menor
guantitat d’enzim present per cél*lula [Mu et al., 1997; Mu et al., 1998].

Treballs del nostre grup d'investigacié també han posat de manifest la
localitzacié subcel‘lular regulada de la LGS. En aquest cas, en situacions
d'abséncia de glucosa extracel'lular, l'enzim es troba dispers arreu del
citoplasma, mentre que en resposta a glucosa, la LGS s'acosta a la periféria de
la cél'lula on s'inicia la sintesi del glicogen. Com ja s’ha esmentat abans,
aquest fenomen podria estar relacionat amb la necessitat doptimar
I'emmagatzematge del glicogen ja que I'hepatocit és el tipus cel-lular que
n‘acumula una major quantitat.

Es fa evident, doncs, que el proposit de la sintesi i la degradacié del
glicogen en aquests dos teixits és diferent i que les proté nes que intervenen
en el seu metabolisme reflecteixen aquestes peculiaritats.

B.2. Glicogen sintasa muscular

B.2.1. El gen de la glicogen sintasa muscular

En mamifers, la GS presenta dues isoformes, codificades pels gens GYS
1i 2 i que corresponen als gens muscular i hepdic, respectivament. En el cas
dels humans el gen GYS 1 es troba en el cromosoma 19 inclos en la banda
citogenética 19q13.3. Estaformat per 16 exons que s'estenen al llarg de 27 kb
de DNA. [Orho et al.,, 1995]. La MGS s'‘expressa de forma ubiqua en
practicament tots els teixits a excepcidé del fetge [Kaslow i Lesikar, 1984;
Kaslow et al., 1985].

Molts estudis han cercat mutacions en aquest gen per tal de relacionar-
les amb la diabetis no depenent d’insulina (NIDDM). De tots els estudis
realitzats només s’ha descrit una mutacié de canvi d’aminoacid que provoqui
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un canvi en l'activitat de la HsMGS i que aparegui en pacients de NIDDM: la
mutacidé Pro442Ala, que és molt poc freqgient [Orho-Melander et al., 1999].
També s’ha detectat una mutacié en l'intré 14 que estalligada a la péerdua de
I'estimulacié de la transcripcié de la HsMGS lligada a I'exercici continuat. Els
individus que realitzen exercici de forma continua presenten uns valors
d’activitat GS més elevats que els sedentaris. Aquest efecte es perd en els
portadors d'aquest polimorfisme de restriccido Xbal en l'intré 14, tot i que no es
coneix el mecanisme pel qual aquest fenomen té lloc. Aquesta mutacié esta
forca estesa i apareix amb una freqiiéncia d’entre un 10 i un 20 % segons les
poblacions analitzades [St-Onge et al., 2001].

B.2.2. Regulacio transcripcional de la MGS

No es coneixen amb detall els mecanismes que regulen la transcripcié
de la GS de muscul, tot i que s’ha clonat la zona 5’ adjacent al gen GYS1 i s’ha
determinat la presencia de caixes GC i I'abséncia de caixa TATA [Nakayama et
al., 1994]. Els dos factors coneguts que activen la transcripcié del gen GYS1
son la insulina i I'exercici.

En individus sans la insulina promou la transcripcid del missatger de la
HsMGS. Es coneix pero que els pacients de NIDDM presenten un decrement en
I'expressid de I'mRNA de la HsSMGS i una falta d'estimulacié d’aquesta expressio
per part de la insulina [Huang et al., 2000]. Malgrat aquests resultats, d'altres
obtinguts usant cél'lules en cultiu de pacients de NIDDM mostren que la
insulina present en grans quantitats provoca un augment dels nivells de
missatger [Nikoulina et al., 1997]. En tot cas sembla clar que la insulina és
necessaria per tal de mantenir uns nivells basals estables a llarg termini.

També I'exercici provoca un augment de I'expressio del gen GYS1 i aix0
s’ha comprovat tant en atletes [Vestergaard et al., 1994] com en individus
sotmesos a exercici controlat [Dela et al., 1995].

B.2.3. La glicogen sintasa muscular i la regulacio de la seva activitat
enzimadtica

Historicament, aquest enzim va ser el tercer per al qual es descrigué
una regulacié mitjancant fosforilacié reversible i les seves caracteristiques
cinetiques han estat estudiades extensivament. La forma activa de la MGS esta
formada per I'oligomeritzacié d'una Unica subunitat de uns 85 kDa i
probablement és un tetramer [Cohen, 1986]. L'enzim s’uneix al glicogen i per
tant a I'hora de purificar-lo cal degradar el polisacaid. La fraccid que s'obté
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d’aquest procés esta formada per la MGS i la glicogenina 1 en una relacid
molar 1 a 1 [Pitcher et al., 1987].

No es coneix l'estructura tridimensional de la GS i existeixen pocs
estudis referents a les relacions estructura-funcié de I'enzim. Abans d'iniciar-se
aquesta tesi, es coneixia que els extrems amino i carboxil, que conten els llocs
descrits de fosforilacid, sén les regions més variables entre isoformes [Farkas
et al., 1990], i que el motiu KVGG, al voltant de la lisina 38 de la MGS de conill,
estaria implicada en la unié a UDPG [Tagaya i Fukui, 1987; Mahrenholz et al.,
1988].

Es coneixen diferents metabolits que afecten I'activitat de la MGS. Entre
els inhibidors es troben diversos nucleotids: ATP, ADP, AMP i UDP mentre que
el principal activador és la Glc 6-P [Villar-Palasi i Guinovart, 1997]. Recentment
s’ha descrit una zona rica en arginines que participaria en l'activacié al‘lostérica
per aquesta molécula a través, probablement, de canvis conformacionals en
I'enzim [Hanashiro i Roach, 2002].

La MGS de conill conté 9 residus de serina que son fosforilats in vivo.
S‘anomenen 1a, 1b, 2, 2a, 3a, 3b, 3¢, 4 i 5, i corresponen a les serines 697,
710, 7, 10, 640, 644, 648, 652 i 656, respectivament. Aquest llocs estan
conservats en la HsMGS [Skurat et al., 1994]. La fosforilacié d’aquests residus
provoca un augment de varis ordres de magnitud de la concentracié de UDPG
per a aconseguir la meitat de la velocitat maxima de catdisi. Endemés aquesta
modificacié covalent produeix també un augment molt elevat de la
concentracié necessaia de |'activador Glc 6-P per a aconseguir la meitat de la
velocitat maxima. En canvi, la velocitat maxima no resulta afectada
sensiblement [Roach et al., 1976].

Les quinases que participarien en aquesta inactivacié sén multiples. El
lloc 2 seria fosforilat per la quinasa dependent d’AMPc (PKA) [Cohen i Hardie,
1991] tot i que també es proposen la quinasa dependent d’AMP (AMPK)
[Carling i Hardie, 1989] i la fosforilasa quinasa [Roach et al., 1978]. El lloc 2a
seria aleshores fosforilat per la casé na quinasa 1, que necessita d'una
fosforilacio prévia ja que reconeix motius del tipus S(P)-X-X-S. La mutacio6 de la
serina del lloc 2 per alanina provoca la pérdua de la fosforilacié tant del mateix
lloc 2 com el del 2a, reforcant aquesta hipotesi [Skurat et al., 1994].

Els altres dos llocs importants que regulen I'activitat de la MGS sén el 3a
i el 3b. En aquest cas sembla que la principal quinasa implicada és la glicogen
sintasa quinasa 3 (GSK-3), tot i que no es descarta la participacié d'altres. La
fosforilacid per part de la GSK3 implicaria també una fosforilacié prévia per
part de la casé na quinasa 2 en el lloc 5 per tal que la GSK3 fosforili
sequiencialment els llocs 4, 3¢, 3b i finalment el 3a [Fiol et al., 1987]. La fosfo-
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Fig. B.3. Esquema dels diferents llocs de fosforilacio de les glicogen sintases. Es
mostren les posicions dels llocs de fosforilacié de la MGS de conill i les quinases que actuen
en cada residu. PKA: protei na quinasa dependent d’AMPc; CK1: casei na quinasa 1; CK2|
casei na quinasa 2; GSK3: glicogen sintasa quinasa 3; PKC: protei na quinasa dependent ds
calci; CaM-PK: protei na quinasa dependent de Ca*-calmodulina. La GS de fetge no
posseeix €ls llocs 1a i 1b, mentre que la resta de serines fosforilables estan conservades. En
el cas de la GS de llevat només han estat descrits tres llocs de fosforilacié un dels quals és
una treonina (en taronja), i que no sén homolegs als de les GS animals. En la GS de llevat
també apareix una zona de baixa similitud amb la resta de GS en I'extrem carboxil.

U

rilacid dels llocs 1a i 1b no té un efecte significatiu en I'activitat de I'enzim i es
desconeix quina és exactament la seva funcié [Skurat et al., 1994].

In vivo la concentracié de Glc 6-P present en muscul és insuficient,
segons els estudis in vitro, per a activar la MGS fosforilada, per tant cal que
I'enzim sigui desfosforilat per tal d’aconseguir una activacié GS efectiva per a la
sintesi del glicogen. La desfosforilacié es catalitzada principalment per la PP1,
tot i que també s’ha implicat la isoforma PP2a [Farkas et al., 1988]. En aquest
procés participen especialment les subunitats reguladores de la PP1 que
s’'uneixen al glicogen. El muscul expressa principalment les subunitats Gu/Rg; i
la PTG (protein targetting to glycogen). La unié de la Gu/Rg: a la subunitat
catalitica augmenta la desfosforilacié de la MGS i activa la glicogenogénesi. En
resposta a adrenalina, aquesta subunitat reguladora es fosforila provocant la
dissociacid de la subunitat catalitica i per tant la inactivacidé del complex
Gwm/Rg1-PP1 [Hubbard i Cohen, 1993]. Més recentment també s’han descrit les
subunitats PTG i PPP1R6 [Armstrong et al., 1997] que també activen la sintesi
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de glicogen i es troben en diversos teixits, com el muscul i el fetge [Newgard,
2000].

B.2.4. Localitzacio subcel‘lular

La sintesi de glicogen té lloc al citoplasma per la qual cosa se suposa
gue la MGS era un enzim estrictcament citoplasmaic. Tot i aix0, el nostre
laboratori demostra que la fusié de la MGS amb la proté na verda fluorescent
(GFP) transloca al nucli en cél*lules cultivades en abséncia de glucosa [Ferrer
et al., 1997]. El fet que en determinades condicions metaboliques la MGS es
trobi en l'interior del nucli també esta recolzada per diferents treballs anteriors
on es descrigué la sintesi de glicogen nuclear [Karasaki, 1971; Zimmermann et
al., 1976; Granzow et al., 1981; Kopun et al., 1982] i I'existéncia d'activitat GS
en l'interior de nuclis de cél'lules tumorals de l'ascites HD33 Ehrlich-Lettre
[Granzow, 1981]. Alguns treballs foren incapacos de detectar la MGS en
I'interior del nucli en situacions que mimetitzen l'exercici, en aquest cas
sotmetent a electroestimulacid les extremitats inferiors de conills [Nielsen et
al., 2001].

B.2.5. Sobreexpressio de la MGS

Abans d'iniciar-se aquesta tesi doctoral, es descrigueren els efectes de
la sobreexpressid especifica en muscul esquelétic de la MGS de conill en
animals transgenics [Lawrence et al.,, 1997; Manchester et al., 1996]. Un
augment de GS, de fins a 10 vegades, prodi a també un augment en
I'acumulacié de glicogen (d'unes 5 vegades) i de la quantitat de GP (fins a 3
vegades). En canvi el transport de glucosa a través de membrana no es veia
afectat i la concentracié d'UDP-glucosa disminud  a.

Aix0 contradeia la teoria fins aleshores acceptada que en el muscul el
control de la via de sintesi del glicogen era exercit exclusivament pel transport
de glucosa (incloent-hi també la fosforilacid de la glucosa, ja que mitjancant
els seus metodes d’andisi els feien indistingibles), és a dir principalment per
GLUT4 i que la GS simplement regulava la concentracié de Glc 6-P per tal de
mantenir-la en uns nivells estables [Shulman i Roden, 1999].

Aquests treballs també mostraven algunes dades molt interessants, com
el fet que la GP s'expressés més en les fibres musculars transgéniques. Es
discutia que I'augment de GP seria una resposta a la major concentracié de
glicogen i que el polisacaid en seria l'inductor. Pero en el cas dels animals
transgenics de GLUT1 en el muscul, que també presenta unes concentracions
semblants de glicogen no s‘observa un augment de l'activitat GP [Ren et al.,
1993]. Aixi doncs, podria tractar-se d’un efecte directe de la sobreexpressio de
la MGS.
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B.3. Glicogen sintasa i situacions patologiques

No s’ha descrit cap malaltia d'emmagatzematge de glicogen degut a
mutacions de la MGS. Tampoc s’han realitzat experiments d'inhibicié per
antisense d'aquest enzim en models cel*lulars ni s'han constru t animalsknock-
out. Probablement I'absencia de MGS produeix efectes deleteris durant el
desenvolupament, ja que és en un enzim central del metabolisme i a més
s’expressa en la practica totalitat de I'organisme. Pero la falta d'informacio no
permet anar més enllade les hipotesis.

En canvi I'abséncia o disminucié de l'activitat LGS si que ha estat
descrita en humans, i s'ha anomenat GSD 0. Aquesta malaltia apareix en
nadons o infants de curta edat, que durant el deju presenten hipoglicémia,
hipercetonémia i baixes concentracions d’alanina i lactat en sang. Tot i que la
ingesta alleugera aquests simptomes també provoca hiperglicemia i
hiperlacticémia. L'activitat GS en les biopsies hepdiques d'aquests pacients és
molt baixa o no es detectable. Ha estat descrit que aquest fenotip es degut a
diferents mutacions en el gen GYS2 que provoquen pérdua de funcid i que es
presenten majoritariament de forma homocigotica en els individus afectats
[Orho et al., 1998].

Perd és en la patogenesi de la diabetis mellitus no dependent d'insulina
(NIDDM) aixi com en pacients obesos o amb predisposicio familiar a patir
NIDDM on la participacié de la MGS ha estat més discutida. En els pacients
diabétics apareix una menor o nul‘la activacié de la MGS per insulina, [Golay,
2002] [Schalin-Jantti, 1992]. També s’ha detectat una menor activitat GS en
pacients obesos hagin desenvolupat o no una NIDDM [Golay et al., 2002] i en
pacients de NIDDM [Thorburn et al., 1991]. Apareix doncs un conjunt de
defectes tant en I'activacié com en la quantitat d’enzim present en les cel*lules
dels malalts o de pacients potencials. La qliesti6 que sorgi d’aquests estudis
era determinar si aquests defectes eren causa o conseqiiéncia de la NIDDM.
Algunes evidencies com |'aparicid primerenca d’aquests defectes en individus
sense una diabetis establerta suggerien que formaven part de les causes. Per
altra banda tant l'activacid i la regulacié transcripcid basal de la MGS son
dependents d'insulina i degut a que la senyalitzacid per insulina en aquests
individus estava alterada, la disminucid en l'activacid i la quantitat basal de
MGS resultarien ésser una conseqiencia de la resisténcia a aquesta hormona.

Per intentar establir si els defectes en l'activitat MGS eren causa de
NIDDM es realitzaren diferents andisis genetiques a la recerca de mutacions
en el gen de la MGS i estudis de linkage en diferents poblacions i pacients de
NIDDM. Mentre que alguns detectaren un cert lligam entre mutacions presents
en el locus GYS1 i la NIDDM [Shimomura et al., 1997; Schalin-Jantti et al.,
1992; Nakayama et al., 1995] d‘altres no obtingueren resultats positius [Majer,
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1996] [Elbein, 1994]. En estudis amb bessons, un dels quals era diabétic i
I'altre no, es demostra que existien efectes ambientals importants per a
I'etiogénesi de la NIDDM, que els defectes en el metabolisme muscular del
glicogen eren un efecte secundari i que la manca d’activacié de la MGS per
insulina no era suficient per a explicar el decrement en el metabolisme no
oxidatiu de la glucosa [Vaag et al., 1996].

Tot i que no es pot descartar la presencia de mutacions en la MGS que
provoquin de forma concertada amb d‘altres defectes genétics la NIDDM,
sembla clar que és la regulacié de I'enzim el que veu més afectat. Una de les
mutacions més freqiients que apareixen en la poblacio és el polimorfisme Xbal
que presenta dos alllels Al i A2 situat en un intré del gen GYS1 [Orho-
Melander et al, 1999a]. L'al'lel A2 esta associat a NIDDM i a la sindrome
metabolica X. S’ha argumentat que aquest al'lel mutant estaria lligat amb
d'altres defectes en locus diferents ja que no sembla probable que una mutacié
en un intré produeixi susceptibilitat per a NIDDM. Ara bé, els individus que
duen aquesta variant no presenten l'augment de MGS basal en resposta a
I'exercici continuat tal i com ocorre en individus amb I'allel A1 [St-Onge et al.,
2001].

Resta doncs encara establir de forma definitiva la participacié de la MGS
i els seus mecanismes reguladors en la NIDDM.
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