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CAPITOL 3. CO-EVOLUCIO DELS ENZIMS DEL METABOLISME DEL
GLICOGEN

3.1 INTRODUCCIO

En els capitols anteriors d’aquesta memoria hem analitzat I'evolucié de
les isoformes de glicogen sintasa i com aquestes es relacionen amb distintes
isoformes d’hexoquinasa. Al comparar aquests enzims observem que
comparteixen trets caracteristics com la similitud dels patrons d’expressio o

I'origen de les isoformes de vertebrats a partir d’'un ancestre comu.

La combinaci6 d’isoenzims que expressa cada teixit coincideix amb I'is
que fa de les reserves de glicogen. El muscul i el cervell expressen MGS en
combinacié amb HK2 i HK1 respectivament, i son un exemple de teixits que
acumulen glicogen com a reserva propia d’energia. En canvi el fetge expressa
LGS juntament amb la GK i el glicogen hepatic és una reserva de glucosa per
als altres teixits, doncs el fetge pot degradar el glicogen i alliberar de nou
glucosa a la sang gracies a que expressa la G6P fosfatasa (G6Pasa). Tot aixo
suggereix que el paper del glicogen en un teixit concret es correlaciona amb la
combinacié de diferents isoenzims que expressa en cada etapa del

metabolisme.

L’evolucid de les hexoquinases segueix patrons similars als de les
glicogen sintases. Els eucariotes mantenen varies copies de I'enzim, amb un
ampli ventall de caracteristiques bioquimiques (Ky, inhibidors,...) (Brown et al.,
1967; Gancedo et al., 1977; Jang et al., 1997; Kaji et al., 1961; Vinuela et al.,
1963). En invertebrats observem que les isoformes han sorgit independentment
en cada organisme perqué estan més relacionats amb els seus paralegs que

amb els seus ortolegs.

Tanmateix quan arribem als vertebrats ocorre un fenomen de duplicacié
que genera els quatre tipus d’hexoquinasa de vertebrats, (HK1, HK2, HK3 i

HK4 o també anomenada GK), a partir d'un mateix ancestre comu. De la
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posici6 de la GK en larbre es pot inferir que aquest isoenzim apareix
immediatament després de que la duplicacié tingués lloc, i mostra a les HK1,
HK2, i HK3 com a versions més modernes de I'enzim (figura 3.1) (Cardenas et
al., 1998; Fothergill-Gilmore & Michels, 1993; Veiga-da-Cunha et al., 1996).
Aquestes isoformes de vertebrats mostren una major similitud amb els seus

ortdlegs que amb els respectius isoenzims.

Un cop s’ha produit la duplicaci6 de [Il'ancestre comu de les
hexoquinases de vertebrats, també succeeix un fenomen de fusié del domini
basic de 50 kDa, comu a les hexoquinases d’invertebrats, que doéna lloc a la
configuracio estructural actual de les HK1, HK2 i HK3. Aquest és l'origen que
explica que les hexoquinases d’alta afinitat de vertebrats siguin unes proteines
d’aproximadament 100 kDa, amb uns dominis N- i C-terminals similars amb un
origen comu (Cardenas et al., 1998; Kogure et al., 1993; Printz et al., 1993). La
GK de vertebrats en canvi, és I'tinica isoforma de vertebrats que escapa a la

fusié de dominis i que manté I'estructura d’un sol domini de 50 kDa.

Plantes Vertebrats Fongs
HKI HKII HK1 HK2 HK3 GK Hxk1 Hxk2 Gk
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\_ T Mutacions puntuals
Mutacions puntuals 1 " 1 ]
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Mutacions puntuals
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Figura 3.1 Filogénia de les hexoquinases. Representacidé que sumaritza les relaciones entre les
hexoquinases eucariotes i mostra la duplicacié i fusi6 de dominis. Per qliestions de claredat
I'arbre no manté I'escala temporal. Adaptat de (Cardenas et al., 1998)
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En aquest capitol analitzarem si les similituds en l'evolucid de les
glicogen sintases i les hexoquinases es poden extrapolar als altres enzims
implicats en el metabolisme del glicogen, amb [l'objectiu d’esbrinar els

processos adaptatius que defineixen les funcions metaboliques dels teixits.

3.2 RESULTATS

3.2.1 Evolucié de les Hexoquinases
3.2.1.1 Filogénia

Les relacions filogenétiques entre les hexoquinases eucariotes han estat
I'objecte d’estudi de diversos autors (Bork et al., 1993; Cardenas et al., 1998).
Nosaltres hem actualitzat aquests resultats aprofitant I'increment en el nombre
de sequéncies d’HK conegudes i combinant-les amb les noves dades
estructurals, fent incis en tot alld que indiqués un fenomen de duplicacié génica

a l'origen dels vertebrats.

Vam emprar el mateix procediment que vam seguir per establir la
filogenia de la GS i vam recopilar una base de dades amb 91 sequéncies de
hexoquinases eucariotes. Aquestes sequéncies pertanyien a organismes

representatius de tots els grups eucariotes.

Aquest cop vam aprofitar la disponibilitat de les estructures resoltes
d’hexoquinases (Aleshin et al., 1998; Kamata et al., 2004; Kuser et al., 2000;
Mulichak et al., 1998) per a fer la filogénia a partir d’alineaments estructurals,
molt més robusts perqué es basen en 'homologia dels elements de I'estructura.
Per fer els alineaments estructurals només es tenen en compte aquells
aminoacids que es situen en posicions que formen part de regions de la
proteina amb una estructura conservada i definida entre les espécies
comparades, i s’obvien els que estan en els girs o zones de la proteina

desestructurades.
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Figura 3.2 Filogénia de les hexoquinases eucariotes. Arbre filogenétic consens calculat
aplicant el métode de Neighbor-joining. En els nodes s’indiquen els valors de 1000 répliques de
bootstrap. Les puntes de fletxa indiquen els tres fendmens de duplicacié que originen els quatre

isoenzims de vertebrats.
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Utilitzant la plataforma MSDFold (Krissinel & Henrick, 2004) vam obtenir
I'alineament estructural de quatre de les estructures d’hexoquinases resoltes,
(HXxK2 de Saccharomyces cerevisiae (Kuser et al., 2000), HK de Schistosoma
mansoni (Mulichak et al., 1998), HK1 de rata (Mulichak et al., 1998) i la GK
humana (Kamata et al., 2004). Després vam eliminar de I'alineament resultant
tots aquells aminoacids que no formen part d’elements d’estructura secundaria.
Aquest alineament va ser fixat com el perfil sobre el qual vam alinear la resta

de les sequéncies d’hexoquinases.

L’arbre filogenétic consens de les hexoquinases eucariotes basat en
aquest alineament estructural (figura 3.2) i mostra amb més grau de detall la
duplicacié que ocorre en vertebrats. Aixi podem afirmar que a partir d’'una sola
isoforma especifica d’'un ancestre pre-vertebrat s’originen per successives
rondes de duplicacié els quatre isoenzims de vertebrats. Cal remarcar que la
primera duplicacié dona lloc a la GK de baixa afinitat per la glucosa i a

I'ancestre comu de les hexoquinases d’alta afinitat.

3.2.1.2 Conservacio estructural

Aquestes observacions filogenétiques es reforcen quan realitzem
comparacions estructurals. El mateix solapament d’estructures (figura 3.3) que
anteriorment hem utilitzat en els alineaments estructurals, ara ens mostra
clarament com les hexoquinases de S. cerevisiae , S. mansoni i la GK humana

encaixen sobre I'estructura del domini C-terminal de I'HK1 de rata.

Tambeé s’observa com aquest mateix domini adopta una estructura molt
similar a la del seu propi domini N-terminal.

Aixd indica que les hexoquinases de vertebrats d’alt pes molecular
evolucionen per duplicacio i fusié génica a partir d'un ancestre comu mentre
que la GK reté caracteristiques estructurals similars a les hexoquinases
ancestrals. Aquest fet ja ha estat referit per altres autors a partir de I'alineament
de sequéncies d’ambdds dominis, N- i C-terminals, de les hexoquinases de
vertebrats (Cardenas et al., 1998; Kogure et al., 1993; Printz et al., 1993).
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[ Hxk2 Saccharomyces cerevisiae

[0 HK Schistosoma mansoni

[0 HK1 Rattus norvegicus

) GK Homo sapiens

Figura 3.3 Solapament estructural de les hexoquinases. Les estructures cristal-lografiques
de quatre hexoquinases eucariotes representatives es sobreimposen utilitzant el programa
MSDFold. A I'esquerra de la imatge tenim el domini N-terminal de 'HK1 de rata.

3.2.1.3 Localitzacié subcel-lular

L’'increment en el tamany de les isoformes de vertebrats es correlaciona
amb un canvi en la localitzacié subcel-lular de les hexoquinases de tipus 1 i 2.
Mentre que la GK és un enzim citosolic com les hexoquinases de pre-
vertebrats, HK1 i HK2 s’uneixen a la mitocondria per mitja d'un tram
d’aminoacids hidrofobics que han adquirit a I'extrem més N-terminal de la
proteina i que s’inserta en la membrana externa d’aquesta organel-la. (Sui &
Wilson, 1997). Per altra banda, estudis bioquimics previs (Aflalo & Azoulay,

1998) mostren que les hexoquinases de llevat no s’uneixen a la mitocondria.

Per elucidar si aquesta localitzacié subcel-lular és una novetat de les
hexoquinases de vertebrats o ja la presenten algunes hexoquinases ancestrals,
varem alinear [Il'extrem N-terminal de les hexoquinases eucariotes
representatives, prenent les hexoquinases de llevat (ScHxk1, ScHxk2 i ScGlk1)

com a control d’enzims que no s’uneixen a 'organel-la.
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En els primers deu residus, totes les hexoquinases de fongs i
d’'invertebrats analitzades, més la glucoquinasa de vertebrats, tenen un
aminoacid polar o amb carrega, (figura 3.4) que son incompatibles amb un
domini hidrofobic transmembrana. Aquests resultats suggereixen que cap altre
hexoquinasa, tret de les HK1 i HK2 de vertebrats, esta unida a la membrana

externa de la mitocondria.

al nl a2
Q0000000 200 L000000000000000000
20 30 a0 50

Figura 3.4 Extrem N-terminal de les hexoquinases. Alienament estructural de I'extrem N-
terminal d'un conjunt representatiu d’hexoquinases d'H. sapiens, C. intestinalis, D.
melanogaster i S. cerevisiae. En verd es ressalta el domini hidrofobic d’unié a la mitocondria,
exclusiu de les hexoquinases de vertebrats HK1 i HK2. La resta d’hexoquinases tenen
aminoacids polars o carregats en aquesta posicid, incompatibles amb un domini
transmembrana. En blau es ressalten els aminoacids carregats negativament i en vermell els
positius. Els elements d’estructura secundaria que es mostra corresponen a HsHK1.

Aquests fendmens de duplicacio, fusio i unié a la mitocondria que hem
descrit per a les hexoquinases de vertebrats concorden amb les dades
bioquimiques obtingudes en el Capitol 2. Aquest resultats ens indiquen que una
hexoquinasa ancestral, amb un sol domini d’uns 50 kDa, a I'arribar a vertebrats
es duplica en quatre isoenzims. Les diferéncies més destacades d’aquestes

isoformes sén la seva afinitat per glucosa i la seva localitzacié subcel-lular.

Des punt de vista de les dades bioquimiques i estructurals, les
hexoquinases de vertebrats es segreguen en dos grups que coincideixen amb
dues categories d’isoenzims. El primer grup inclou les HK1, HK2 i HK3 i es
caracteritzen per la seva alta afinitat pel substrat perd baix rendiment de
producte degut a la inhibicié per producte. Al segon grup pertany la GK, que té
una baixa afinitat per la glucosa perd té una gran capacitat de produir G6P

perque no es retroinhibeix.
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3.2.2 Evolucié dels transportadors de glucosa

Les cél-lules utilitzen D-glucosa com a font de carboni i energia i per aixo
necessiten proteines transportadores especialitzades per transportar la glucosa
des de la sang a través de la membrana plasmatica. En humans s’han descrit
quatre transportadors de glucosa (taula 3.1) que internalitzen aquest glucid per
transport passiu a favor de gradient, amb una afinitat moderada en el rang de
mM (Joost et al., 2002; Uldry & Thorens, 2004; Walmsley et al., 1998).

Taula 3.1 Isoformes dels transportadors de glucosa humans.
GLUT1 GLUT2 GLUT3 GLUT4
Gen SLCA2A1 SLCA2A2 SLCA2A3 SLCA2A4
Cromosoma 1p35-31.3 3q26.2-27 12p13.3 17p13
N° d’exons 10 11 11 11
N° d’aminoacids 492 524 496 509
Kwm 2-Deoxicic (MM ) 20 42 10 2
Recanvi (min-1) 20.000 Alt 51.000 25.000
Teixits Eritrocits, Fetge, Cervell Muscul esqueletic
barrera intesti, i cardiac,
hemato- pancrees, adipos
encefalica ronyo

Els transportadors de glucosa (GLUT) tenen un paper molt important en
el metabolisme del glicogen i I'homedstasi de la glucosa perqué un dels factors
que controla 'acumulacio de glicogen en els diferents teixits és la quantitat de

glucosa que poden internalitzar i el moment en que ho fan.

La quantitat de glucosa que poden transportar els GLUT ve dictada per
la seva afinitat relativa per la glucosa i per la seva velocitat de recanvi (és a dir,
molécules de glucosa transportades per minut).

Aixi, segons les dades de la taula podem observar que el transportador
amb major capacitat per transportar glucosa és el GLUT2, malgrat que els

altres membres de la familia tinguin afinitats més altes per la glucosa.
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Figura 3.5 Filogénia dels transportadors de glucosa eucariotes.
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La relativa baixa afinitat del GLUT2 per la glucosa, en comparacio als
altres membres de la familia, i el fet de que sigui un transportador reversible, li
permeten equilibrar les concentracions de glucosa dins i fora de la cél-lula en el
rang de concentracions fisioldogiques de glucosa. Aquests trets distintius situen
a aquest transportador en el primer pla de ’hoemostasi glucidica. El GLUT2 en
les cel-lules B del pancreas contribueix a desencadenar la secrecié d’insulina
induida per glucosa (Thorens, 2001), i en els hepatocits permet la sortida a la
sang de la glucosa produida per gluconeogénesi o I'entrada de grans quantitats
de glucosa en situacié postpandrial. La localitzacio de GLUT2 a la membrana
esta regulada per N-acetilglucosilacié. Si aquesta glicosilacié no es produeix
correctament es redueix significativament el temps de vida mitja del
transportador a la membrana cel-lular i la secrecid d’insulina estimulada per
glucosa queda totalment desregulada. (Ohtsubo et al., 2005)

El GLUT4 ¢és la isoforma de transportador que s’expressa
majoritariament en muscul. La seva funcio esta altament regulada per insulina.
El GLUT4 es troba inactiu en unes vesicules intracel-lulars que en resposta a
insulina transloquen a la membrana cel-lular i el GLUT4 comencga el transport
de glucosa amb alta afinitat. La desregulacié de la translocacio de GLUT4 és
un dels primers mecanismes afectats per la resisténcia a insulina que condueix
a la diabetis de tipus 2 (Saltiel, 2001).

La recopilacié de sequencies de transportadors de glucosa ens ha
permés construir I'arbre filogenétic representatiu del transportadors de glucosa.
Per a major claredat només hem inclos en les filogenies les sequéncies dels
transportadors de classe | (els transportadors de glucosa) i hem obviat aquells

transportadors especifics d’altres glucids, els de classe Il i classe Il (figura 3.5).

Els resultats filogenétics i la comparaci6 amb les caracteristiques
bioquimiques dels GLUT ens presenten, un cop més, la dicotomia d'uns
isoenzims hepatics d’alta capacitat perd de baixa afinitat i uns isoenzims
especifics de muscul i cervell amb una elevada afinitat pel substrat perd baixa
capacitat de transport, tots ells originats per duplicacié génica d’'un ancestre

comu pre-vertebrat.
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3.2.3 Evolucié de la glicogen fosforilasa.

La glicogen fosforilasa és I'enzim encarregat de la degradacio del
glicogen. Catalitza l'escissié fosforolitica de I'Ultim residu glucosil unit a la
molécula de glicogen per un enllag a-(1,4) i I'allibera en forma de glucosa-1-P
(G1P). La GP presenta certes simetries amb la GS en la seva regulacio.

En mamifers trobem tres isoformes de GP, cadascuna de les quals
majoritariament s’expressa a fetge (LGP), muscul (MGP) i cervell (BGP). Els
tres isoenzims s’activen per fosforilacié d’un unic residu, i a més les isoformes
de muscul i cervell presenten activacio al-lostérica per AMP. La G6P, que en la
GS actua com activador al-losteric, en aquestes dues isoformes és un inhibidor.
Aixo les diferéencia de la GP hepatica, que t¢ com a principal inhibidor la

glucosa.

La GP i la GS es regulen per fosforilacié pero en sentit invers, és a dir, la
GP s’activa per fosforilacio mentre que la GS s’inhibeix. Aquest fet és rellevant
perqué ambdues isoformes comparteixen les mateixes subunitats reguladores
de la PP1 i condiciona la seva regulacié. En el cas del fetge hi han dues
subunitat reguladores principals, la G_ i la PTG. S’ha descrit que fins que la GP
no és inhibida per glucosa i es troba desfosforilada, la G, roman unida a la GP,
impedint I'activacié de la GS per desfosforilacié i aconseguint un balang molt
regulat entre la sintesi i degradacioé de glicogen (Green et al., 2004; Hampson &
Agius, 2005).

A nivell de sequéncia de la GP destacarem l'estudi de la GP hepatica
humana realitzat per (Newgard et al., 1986), per la importancia que tindra més
endavant en aquest capitol per a I'estudi evolutiu dels enzims del metabolisme
del glicogen. En aquest treball descriuen la clonacié de la GP hepatica humana
i destaquen que tot i tenir una identitat d’aminoacids del 80% amb el seu
homoleg muscular, ambdues sequéencies poseeixen una composicié de bases
nucleotidiques molt diferent, sobretot a nivell del contingut de G i C en la
tercera posicio del codé (GC3s).

En concret la isoforma muscular presenta en la tercera posicié del codd

una deoxicitosina o deoxiguanosina en el 86% dels casos, mentre que en la GP
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hepatica només representa el 60%. Per als autors aixd suposa un us de codons

marcadament diferent i esbiaixat entre el fetge i el muscul.

Moltes estructures de la GP han estat resoltes, i els detalls estructurals
dels processos d’inhibicié i activacié s’han descrit amb precisié (Goldsmith et
al., 1989; Sprang et al., 1988; Sprang et al., 1991). Aixd ens ajuda en el nostre
proposit d’establir la filogénia de la GP en els eucariotes perqué, una vegada
més, podem alinear les sequéncies disponibles en base a un alineament

estructural.

Vam recopilar de les bases de dades 55 sequéncies corresponents a
glicogen fosforilases eucariotes, entre les que ja estaven descrites i les noves
sequencies que vam trobar seguint la mateixa estratégia emprada per als altres

enzims.

Vam aprofitar les estructures de la GP de muscul de conill, la GP
hepatica humana i la GP de llevat per realitzar el solapament estructural de la

figura 3.6.

@ GP S. cerevisiae
[ GP hepatica, H. sapiens

@ GP muscular, O. cuniculus

Figura 3.6 Solapament estructural de les glicogen fosforilases. Les estructures
cristal-lografiques de la GP de llevat (codi d’accés: 1ygp), GP hepatica humana (1fa9), i GP
muscular de conill (1p29) es sobreimposen utilitzant el programa MSDFold.
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Figura 3.7 Filogénia de les glicogen fosforilases eucariotes. Arbre filogenétic consens calculat
amb el métode de Neighbor-joining. En els nodes s’indiquen els valors de bootstrap obtinguts en
1000 répliques. Les puntes de fletxa indiquen els fendmens de duplicacié que originen els tres

enzims de vertebrats.
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L’arbre consens per a les GP eucariotes que es mostra en la figura 3.7
es va obtenir pel metode Neighbor-joining a partir dels alineaments de
sequeéncia estructural. Pels valors de bootstrap al nodes on es separen el
vertebrats dels invertebrats, i als nodes d'on surten les branques de les
diferents isoformes de GP de vertebrats, podem afirmar que les isoformes de
GP de fetge, muscul i cervell en vertebrats, s’originen per duplicacions
geniques a partir d’'un ancestre comu.

En el invertebrats només trobem una sola copia del gen, el mateix

fenomen que observavem per a la glicogen sintasa.

3.2.4 Co-evolucioé dels enzims implicats en el metabolisme del glicogen

Si observem amb atencié els arbres evolutius que hem presentat en
aquesta memoria, veurem que tots tenen wuna caracteristica comu:
independentment de que en els eucariotes hi hagi més d’'una copia del gen en
questio, els quatre enzims analitzats sofreixen un fenomen de duplicacié génica

a l'origen dels vertebrats a partir d’'un sol ancestre comu.

Invariablement, les isoformes que es generen compartimentalitzen la
seva expressio en teixits diferenciats. Sempre trobem una isoforma majoritaria
de fetge i malgrat que la resta d’isoformes sén més ubiques, sovint sén
majoritaries en teixits amb una alta demanda energética com el cervell i el
muscul. Aquestes caracteristiques de duplicacié i compartimentalitzacio es
sumaritzen de forma esquematica en la figura 3.8. Es veu clarament com en els
quatre casos estudiats, la isoforma hepatica és la més proxima a I'ancestre
comu pre-vertebrat i es genera en el primer pas de duplicacio.

Aquesta duplicacié és suficient per crear les dues isoformes de la GS
perd en els altres enzims és necessari que la branca no hepatica generada en
la primera duplicacié sofreixi duplicacions successives, una en el cas de la GP,
o dues duplicacions més com en el cas de les HK i els GLUT, per crear la resta

d’isoformes.
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Figura 3.8 Evolucié dels enzims del metabolisme del glicogen. Representacio
esquematica dels arbres Neighbor-joining consens per als transportadors de glucosa
(GLUT), hexoquinases (HK), glicogen sintases (GS) i glicogen fosforilases (GP)
eucariotes. La linea vermella discontinua indica la separacidé entre els vertebrats i la
resta d’eucariotes. Els colors de les branques en vertebrats indiquen el patrd
d’expressido majoritari de cada isoforma: vermell= fetge, blau=muscul, groc=cervell,
verd=altres.

Els arbres filogenétics consens ens permeten deduir els processos de
duplicacié que han patit els enzims en vertebrats, perd ens manquen dades per
establir quant han divergit aquestes isoformes des del seu origen. Aquesta
informacio s’extrau a partir dels arbres Neighbor-joining basats en matrius de

distancia.
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La figura 3.9 mostra els arbres de Neighbor-joining, corresponents als
GLUT, HK, GS i GP i que ens indiquen les distancies evolutives entre les

sequeéencies de vertebrats.

GLUT HK GS GP
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Figura 3.9 Arbres de distancia dels enzims del metabolisme del glicogen. Abres
Neighbor-joining calculats a partir de les matrius de distancia per als transportadors de glucosa
(GLUT), hexoquinases (HK), glicogen sintases (GS) i glicogen fosforilases (GP) eucariotes. La
topologia que presenten és molt similar a la dels arbres consens que s’obtenen per les mateixes
sequeéencies i amb el mateix métode després de fer 1000 répliques de remostreig. L’arrel dels
arbres la situem en el grup dels ascidis, Ciona intestinalis i Ciona savignyi, que per motius de
claredat no es mostren. Els colors de les branques indiquen el patrdé d’expressié majoritari de
cada isoforma: vermell= fetge, blau=muscul, groc=cervell, verd=altres. Les branques
correspoents a les seqliiéncies de mamifer es detaquen amb un trag més gruixut.

En els quatre enzims analitzats destaca el fet que el global de les
distancies evolutives dels isoenzims musculars o de cervell, en mamifers, sén
més curtes que el de les isoformes de fetge en el mateix grup. Aixo indica que

les isoformes de muscul i cervell han sofert menys canvis al llarg de I'evolucio.

Cal no confondre el termes, el fet que les isoformes musculars de
mamifer tinguin distancies evolutives més curtes no vol dir pas que hagin
evolucionat poc sindé que han divergit menys entre elles. Per exemple, els gens
de I'LGS i MGS humana han estat evolucionant el mateix temps (han arribat

fins als nostres dies), perd en aquest temps la isoforma muscular ha variat
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menys respecte, posem per cas, a la mateixa isoforma en ratoli, del que les

isoformes hepatiques d’home i ratoli ho han fet entre elles.

3.2.5 Avaluacié de la pressidé selectiva en els enzims implicats en el

metabolisme del glicogen

Per aprofundir en la adaptacioé evolutiva que ralentitza les divergencies
evolutives en les isoformes musculars i de cervell, varem estudiar la pressi6
selectiva a la qual estaven sotmeses aquestes isoformes. Una manera de
mesurar aquest parametre és la relacidé Ka/Ks, on Ks és la relacio entre les
substitucions sindnimes i les posicions sindbnimes possibles en una sequéncia i
Ka €s la relacio entre el nombre de substitucions no-sindbnimes i les posicions

no-sindnimes.

Els canvis sindbnims en una sequéncia de DNA son les mutacions
silencioses, aquelles que no produeixen canvis d’aminoacid perqué el codi
genétic és degenerat. Pero si aquesta mutacié es produeix en una de les bases
que canvia I'aminoacid que codifica el codd, aleshores parlem de mutacions no-

sindbnimes.

Una relacié Ka/Ks>1 ens indica que la seleccié positiva esta actuant
sobre la sequéncia nucleotidica perqué afavoreix les mutacions amb canvi
d’aminoacid. Si Ka/Ks<1 significa que només es mantenen les mutacions
sindbnimes i que es depuren els canvis no-sinonims. En la situacié on la pressio

selectiva és neutre, aquesta relacio sera igual a 1.

Vam calcular la pressio selectiva a la que estaven sotmeses les distintes
isoformes de GLUT, HK, GS i GP en el vertebrats mitjancant el métode PBLSB
(Benner et al., 1998) i incorporant les millores proposades per D. A. Liberles
(Liberles, 2001).

Aquest metode ens permet calcular la relacid Ka/Ks al llarg de les

branques dels arbres filogenétics per reconstruccid6 de les sequéncies
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ancestrals obtingudes aplicant el metode de parsimonia a partir de les
sequencies de DNA i proteina simultaniament. Després, aquesta reconstruccio
es pondera segons la longitud de les branques i s’obté aixi I'historia evolutiva

de la familia.

El valor de Ka/Ks el separem en les seves components de Ka i Ksi els
representem graficament i la visi6 de conjunt posava de relleu diferéncies
significatives entre els grups. En el nostre cas, i basant-nos en les tendéncies
que haviem observat en els arbres de distancia, vam agrupar els valors de

Ka/Ks en els quatre grups seguents:

- isoformes musculars de mamifers.
- isoformes hepatiques de mamifers.
- isoformes musculars de peixos, amfibis i aus (vertebrats no-mamifers).

- isoformes hepatiques de peixos, amfibis i aus (vertebrats no-mamifers).

En la figura 3.10 s’observa com les isoformes musculars de mamifers es
distribueixen al llarg de l'eix de Ks, amb poc component de variacid no-
sindnima (Ka), indicant que les isoformes musculars de mamifer acusen una
forta pressié depuradora que evita I'acumulacié de noves mutacions en la
proteina. En comparacio, les isoformes hepatiques de mamifer mostren una
depuracié de les mutacions més relaxada que les isoformes musculars de
mamifer i molt similar a la de les isoformes tant musculars com hepatiques dels

peixos, amfibis i aus.

Per questions de claredat les grafiques anteriors només ens mostren les
distribucions de les isoformes hepatiques i musculars, perd el mateix
procediment es va seguir per a la resta d’isoformes. Els resultats de totes les
isoformes es sumaritzen en la taula 3.2, on el valor del pendent de les rectes de

regressio expressen el valor de Ka/Ks promig de cada grup.
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Figura 3.10 Relacions Ka/Ks dels enzims del metabolisme del glicogen en
vertebrats. Cada seqliéncia es representa en els grafics segons la llegenda:
Isoformes hepatiques de mamifer

Isoformes hepatiques de peixos, amfibis i aus (vertebrats no-mamifers)
Isoformes musculars de mamifer

Isoformes musculars de peixos, amfibis i aus (vertebrats no-mamifers)

oceoe

Taula 3.2 Valors de Ka/Ks en vertebrats

No-mamifers Mamifers No-mamifers Mamifers

GLUT1 0,107 0,064 LGS 0,088 0,064
GLUT2 0,154 0,176 MGS 0,090 0,021
GLUT4 0,174 0,074

LGP 0,074 0,069
HK1 0,057 0,080 MGP 0,034
HK2 0,092 0,031 BGP 0,067 0,047
GK 0,086 0,073
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Per aconseguir una visi6 més clara de les diferéncies de velocitats
d’evolucié que envolten als diferents grups, la figura 3.11.a ens mostra la
relacio els valors de Ka/Ks entre les isoformes hepatiques i musculars de cada
enzim (o de cervell, segons s’indica) i segregades segons si es tracta de les
isoformes de vertebrats no-mamifers o de mamifers. La mitjana d’aquestes
relacions es representa en la figura 3.11.b i ens indica que les isoformes
hepatiques, en mamifer, de promig incorporen mutacions 2,5 vegades més

rapidament que les isoformes musculars i de cervell.
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Figura 3.11 Comparacié de les relacions K,/Ks entre les isoformes hepatiques i
musculars. A) El quocient de relacions Ka/Ks es desglossa per a cada enzim, sempre
comparant I'isoenzim hepatic respecte a la isoforma muscular o de cervell. B) Representa el
promig de tots els quocients de relacions Ka/Ks, distingint entre els valors obtinguts en
vertebrats no-mamifers i mamifers. La barra d’error indica la SEM. ** p < 0.01.

Tant a partir de les grafiques com de la taula de valors Ka/Ks podem
deduir que les isoformes originades per duplicacié génica en els vertebrats, en
cadascun dels enzims GLUT, HK, GS i GP, tenen una velocitat d’evolucio
semblant (entesa com la velocitat de fixaci6 en la sequéncia, de noves

mutacions amb canvi d’'aminoacid), independentment del teixit on s’expressin.
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Aquesta tendéncia es manté fins que arribem als mamifers, on es
produeix un canvi molt acusat en d’adaptacié evolutiva entre les isoformes
segons s’expressin en fetge, muscul o cervell. Les isoformes hepatiques
mantenen una velocitat evolutiva semblant a la que segueixen els isoenzims de
peixos, amfibis i aus. Perd en mamifer, aquelles isoformes que s’expressen en
teixits d’alta demanda energética com muscul, cervell o fins i tot en eritrocits,
mostren una ralentitzacio significativa en el ritme d’incorporacié de mutacions

amb canvi d’'aminoacid, comparada amb els seus homolegs hepatics.

3.2.6 Contingut de G+C i us preferent de codons en els gens dels els

enzims implicats en el metabolisme del glicogen

Les sequéncies recopilades en el apartats anteriors representen un
conjunt significatiu de sequéncies especifiques de teixit i ens permeten explorar
les hipotesis presentades per (Newgard et al., 1986) sobre el biaix en I'is de
codons entre les isoformes de muscul i fetge degut a la composicié en

deoxiguanines i deoxicitosines de les sequencies.

Aixo té la seva rellevancia perqué I'is de codons que corresponen a
tRNAs poc abundants pot reduir I'efectivitat d’expressié d’'un gen. Els gens que
meés s’expressen acostumen a emprar els codons dels tRNAs més abundants

per facilitar la transcripcié (Duret, 2002).

En primer lloc vam determinar el contingut en G+C de les sequéncies de
vertebrats de GLUT, GS i GP en muscul i fetge utilitzant el programa CodonW
desenvolupat per J. Peden (Peden, 1999). Amb la mateixa implementacié vam

obtenir el contingut de G+C en la tercera posicio sinonima dels codons (GC3s).
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Al representar el % de G+C en front del % de GC3s (figura 3.12) de
seguida observem una segregacié de les sequéncies en els mateixos quatre
grups que haviem definit quan calculavem les velocitats evolutives. En aquest
cas, les isoformes hepatiques de GLUT i GS tenen una marcada tendéncia a
tenir un baix contingut en G+C, en l'altre extrem hi trobem les isoformes

musculars. Més centrades trobem les sequéncies corresponents a les

Figura 3.12 Nombre efectiu

65 1 de codons. Es representen
els valors de G+C per a les
b seqliencies de GLUT, GS i
— 60 - o ® GP, amb el mateix codi de
3 3 colors que a la figura 4.9. En
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5 Q‘ per RPL19 i en groc el
_g’ 50 f - K 9;" —————————————— corresponent a Ciona.
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% G+C a les terceres posicions sinonimes
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isoformes de peixos, amfibis i aus, just en el rang de G+C promig que mostren
les zones codificants dels gens de vertebrats (Xia et al., 2003), comprés entre
les dues linies discontinues.

El fet significatiu d’aquesta distribucié no és la tendéncia a agrupar-se
en una recta, ja que el %GC3s en ultima instancia es correlaciona i depén del

contingut de GC, sind la distribucié segregada segons el teixit on s’expressin.

També cal destacar que aquesta segregacié es produeix a partir d’'un
origen comu, des d’on les isoformes de muscul i fetge divergiran cap a extrems
oposats. Aixod estaria d’acord amb l'origen duplicatiu d’aquestes isoformes: en

els vertebrats més primitius encara mantindrien la composici6 de G+C
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originaria de I'ancestre comu, per anar divergint poc a poc a mida que pugem
en I'escala evolutiva.

Per comprovar aquest ultim extrem, vam situar en la mateixa grafica les
sequéncies de GS de Ciona intestinalis i Saccharomyces cerevisiae.
Efectivament els valors de GC d’aquestes seqliéncies les situaven en el rang
mitja de contingut G+C i molt propers a les sequéncies de vertebrats no-

mamifers.

Per descartar possibles artefactes fruit de la casualitat i per verificar si
aquesta segregacio segons el contingut G+C depenia de I'especificitat de teixit
0 era una caracteristica dels gens d’enzims del metabolisme del glicogen, vam

establir una série de controls.

En primer lloc vam buscar una proteina d’expressié constitutiva i ubicua,
en aquest cas la proteina ribosomal RPL19 humana. Els valors de G+C
tornaven a situar la proteina en el centre de la grafica, indicant que el rang de
G+C que consideravem com a promig dels gens vertebrats era valid.

Com a proteines de especifiques de fetge perd sense relacio amb el
metabolisme del glicogen vam seleccionar dues, la apolipoproteina A2 (ApoA2)
i la fosfolipasa C (LipC). Ambdues proteines sén exclusives de fetge. En aquest
cas vam representar totes les sequéncies de mamifers que vam poder trobar
per aquests gens, ja que la tendéncia a divergir cap a valors extrems de G+C
en els gens del metabolisme del glicogen s’accentuava com més amunt de
'escala evolutiva ens trobavem. Un cop representades, les sequéncies de
mamifer de LipC i ApoA2 s’agrupaven en el rang promig de G+C i no

mostraven cap tendéncia a divergir cap a cotes baixes de G+C.

Aixi doncs, la tendéncia dels gens de GLUT, HK, GS i GP estudiats a
acumular G o C si s’expressen en el muscul, o tot el contrari en el cas de les
isoformes de fetge, no és fruit de I'especificitat de teixit i podria ser un tret

diferencial dels gens implicats en el metabolisme del glicogen.

Com hem esmentat anteriorment, la correlacié entre contingut G+C i les

GC3s ens permet veure clarament les tendéncies que segueixen els gens pero
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com que son variables dependents, aquesta correlacié no ens aporta cap més
informacioé que destacar que el contingut de G+C de les isoformes de fetge i
muscul divergeix al llarg de I'evolucio.

Per reforcar el concepte de que el contingut G+C divergeix en aquestes
isoformes, la figura 3.13 ens mostra la composici6 G+C de les seqléncies
d’'organismes representatius, normalitzades pel valor promig de G+C de les
sequéncies codificants de cada animal (Xia et al., 2003) (Genome Indices,
http://gi.kuicr.kyoto-u.ac.jp). Aixi es confirma la tendéncia dels locus on
s’ubiquen els gens del metabolisme del glicogen a variar la seva composici6 de

bases nucleotidiques en funcié del teixit on s’expressen.

Un cop analitzat la composicié en G+C dels gens de GLUT, HK, GS i
GP, ens trobavem en condicions per analitzar si aquesta desviacido en el
contingut GC implica un biaix en I'is de codons per part de les isoformes.

Per a aquest analisi vam utilitzar el parametre del nombre efectiu de
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E GLUT2
8 T mGYS2
6 _ m GPL

- GLUT1
4 GLUT4

C mGYS1
2+ mGPB
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Figura 3.13 Divergéncies en la composicié G+C. El % del contingut en G+C del gens
analitzats es normalitza respecte el %GC promig de les seqiieéncies codificants de cada
especie.
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codons (EN¢) (Wright, 1990). El codi genétic és degenerat, un aminoacid pot
estar codificat per més d’'un codo. El valor de I'index EN¢ per una sequéncia
donada varia entre 20, quan només un codd s’empra per cada aminoacid, o 61

en el cas de que s’utilitzin tots els codons disponibles en el codi genétic.

Una sequéncia pot tenir una pressié selectiva que forci a un patrd
concret en I'us de codons per afavorir 'expressid, potenciant la preséncia dels
codons dels tRNA més abundants. Aixo repercutira en un EN. més baix perqué

hi haura menys varietat de codons.

Perd cal remarcar que en el fons el parametre EN; també depén del
contingut G+C de la sequéncia i que amb una composicié de bases donada, no

tots els codons es podran utilitzar.

L’equacio 3.1 ens relaciona EN; amb GC3s, assumint que no hi ha cap

pressio selectiva externa, on S és la frequéncia de GC3s en una sequeéncia:

29
S2+ (1 - S)

EN,=2+S+

Quan l'us de codons d’'una sequéncia només depengui de la seva
composicié intrinseca de G+C, aquesta es situara en algun punt de la corba
representada per aquesta equacio. En canvi, una sequéncia sotmesa a una

pressio selectiva s’allunyaria de la corba ideal cap a valors més baixos de EN.
Altre cop vam fer us del programa CodonW per calcular el parametre

EN; en tots els gens de vertebrats de GLUT, HK, GS i GP, i els vam

representar en funcié dels seus valors de GC3s.
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La figura 3.14 ens mostra com els valors de EN; de totes les sequéncies

dels enzims del metabolisme del glicogen analitzades es situen molt properes i

seguint la tendéncia de la corba ideal en abséncia de selecci6, amb

independéncia del patré d’expressio. Com a control altre cop vam fer servir les

sequéncies de LipC i ApoA2, que tampoc mostraven simptomes de pressid

mutacional.

65

Nombre efectiu de codons

GC3s

Figura 3.14 Nombre efectiu
de codons. Es representen
els valors de EN; per a les
sequencies de GLUT, GS i
GP, amb el mateix codi de
colors que a la figura 4.9. En
negre es representen els
valors per a LipC i ApoB2. La
corba és la representacid
grafica de I'equacio 3.1.

La distribucio dels gens analitzats en la grafica ens indica que el biaix en

I'ds de codons per part de les isoformes muscular i hepatiques és un artefacte

de la divergencia en la composicié G+C intrinseca d’aquests gens i que no sén

fruit d’'una hipotética pressio selectiva per potenciar I'is preferent d’'uns codons

respecte a un altres. Una altra questié és la for¢ca evolutiva que a provocat la

divergéncia en la composicio G+C.
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3.3 DISCUSSIO

En aquest capitol hem mostrat com els enzims GLUT, HK, GS i GP,
implicats en el metabolisme del glicogen es dupliquen en vertebrats per originar
les isoformes respectives, i com aquestes evolucionen a ritmes diferents en

funcié del seu patré d’expressio.

Degut a les caracteristiques bioquimiques de I'HK1 i la GK, és més
eficient produir la G6P necessaria per activar 'LGS expressant la GK que no
pas I'HK1. Aquest Us més racional dels recursos es tradueix, a nivell de teixit,
que alla on s’expressa I'LGS I'hexoquinasa majoritaria sera la GK. En canvi a la
resta de teixits extrahepatics que com el cervell i el muscul expressen 'MGS, al
mateix temps expressen alguna de les hexoquinases d’alta afinitat (HK1, HK2 o
HK3).

La segregacio de les isoformes en els diferents teixits coincideix amb el
rol de cada teixit en 'homeostasi de la glucosa. Al llarg d’aquesta capitol han
sorgit resultats que indiquen una subdivisio dels isoenzims estudiats en dues
categories:

» Alta afinitat pel substrat perd amb capacitat catalitica limitada.

» Baixa afinitat pel substrat, perd en les condicions de treball adients

tenen una velocitat maxima elevada.

L’HK1 és un exemple d’enzims del primer grup, amb molta afinitat per la
glucosa pero que s’inhibeix per producte. La GK pertany al segon grup perqué
té una Sy 5 un ordre de magnitud meés gran que la de I'HK1 i tanmateix produeix
G6P en grans quantitats. La ScHxk2 es troba a cavall entre els dos grups, amb
una afinitat per la glucosa semblant a la de 'HK1 perd sense inhibicid per

substrat.

Podem arribar a conclusions similars si apliquem aquest raonament a les
isoformes de la glicogen fosforilasa i a I'estudi de les molécules que activen o

inhibeixen I'activitat de les isoformes de GP.
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El producte de la GP és la G1P, que es transforma a G6P i a partir
d’aqui pot entrar en la glucolisi per subministrar energia a la propia cél-lula o
alliberar-se en forma de glucosa per acci6 de la G6P fosfatasa. El fet que les
isoformes musculars i de cervell de GP s’activin per AMP i nivells elevats de
G6P les inhibeixin, implica que assoliran la seva maxima activitat quan la
cél-lula tingui les seves reserves energétiques molt baixes. En aquest cas, el
desti de la G1P alliberada del glicogen sera la glucolisi a fi de satisfer la
demanda d’ATP.

En el fetge en canvi, no cal arribar a tenir 'estat energétic de la cél-lula
compromeés per degradar glicogen, doncs la glucosa que s’allibera del glicogen
hepatic s’inverteix en el consum d’altres teixits. Aixd s’aconsegueix perque la
GP hepatica és sensible als nivells de glucosa. Quan la concentracié de
glucosa baixa, la GP del fetge ho percep gracies al paper equilibrador de
glucosa del GLUTZ2 i s’activa. Aixi la G1P podra alliberar-se del fetge en forma
de glucosa gracies a que aquest teixit expressa la G6P fosfatasa. Un com més
veiem com les caracteristiques bioquimiques de les distintes isoformes que
catalitzen la mateixa etapa del metabolisme determinen la funcié de la via

metabdlica en el teixit on s’expressen.

Aquesta definicié en dos grups d’alta i baixa capacitat també es pot
extrapolar als teixits si els classifiquem segons els seu metabolisme del
glicogen.

El muscul entraria dins del primer grup: pot acumular glicogen a baixes
concentracions de glucosa gracies a que internalitza la glucosa per GLUT4,
aquesta glucosa és avidament fosforilada per HK2 i la G6P que es produeix és
suficient per activar I'MGS. Tot i aixi esta molt lluny d’acumular tant glicogen
per gram de teixit com el fetge.

En el fetge en canvi estaria en el rang del segon grup. La glucosa
intracel-lular esta en equilibri amb la glucosa en sang perd la GK només
fosforila glucosa eficientment quan la concentracid de glucosa augmenta
després de la ingesta i la digestio dels aliments perque té una Sps de 7,5 mM i
I'accié de la GKRP encara fa que sigui més alta. En aquesta situacio si que es

produeix G6P sense inhibici6 i en quantitat suficient per activar I'LGS.
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D’aquesta forma s’assegura que el fetge només acumula glicogen quan
hi ha glucosa en excés i que de cap manera esta privant dels substrats a
d’altres teixits. Al cap i a la fi no tindria cap sentit prendre la glucosa al muscul
per poder fer glicogen al fetge si a continuacié cal degradar-lo per fer-lo arribar

al muscul, necessitat d’energia, en forma de glucosa.

Vist d’aquesta manera, podem observar el detall significatiu de que hem
posat en cada un dels grups una isoforma diferent per catalitzar la mateixa
etapa metabolica. Els enzims del metabolisme del glicogen estan duplicats,
pero les isoformes resultants sempre van a parar en grups diferents, de manera
que el metabolisme del glicogen esta dissenyat emprant enzims d’alta afinitat o

de baixa afinitat.

Un dels trets comuns de les filogenies dels enzims implicats en el
metabolisme del glicogen és que totes les especies de vertebrats analitzats
presenten totes les isoformes perd aparentment els isoenzims de baixa afinitat
que s’expressen maijoritariament en fetge apareixen en el primer fenomen de

duplicacio i els isoenzims d’alta afinitat sorgeixen més endavant (figura 3.15).

Segona
duplicacio

AfinitatT s Capacitat¢
VERTEBRATS

. Afinitat¢ , Capacitat T
Primera

duplicacio

Figura 3.15 Evolucié dels
isoenzims especifics de teixit.
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Aquest resultat suggereix que I'aparicié de teixits diferenciats que té lloc
en els primers estadis evolutius per arribar als vertebrats moderns coincideix
amb l'especialitzacido metabodlica d’alta i baixa capacitat. Aixi podem especular
sobre l'existéncia i les caracteristiques d’'un organisme proto-vertebrat en el
qual s’hagués produit la primera duplicacié genica. Aquest animal concentraria
I'expressio de les isoformes de baixa afinitat en un teixit estalviant recursos per
als teixits més avids de glucosa que expressarien la combinacié d’isoenzims
d’alta afinitat. Més endavant, aquesta compartimentalitzacié de I'expressio
génica en teixits independents afavoriria l'aparicid i I'evoluci6 de noves

isoformes fins assolir la configuracié que ha arribat fins als nostres dies.

Actualment encara existeix aquest proto-vertebrat? Els ascidis
representen un estadi massa primitiu en I'evolucié dels vertebrats i la seva
dotacié enzimatica ho confirma. Segurament cal anar a buscar els indicis en el
vertebrat més primitiu que es coneix, la lamprea. L'estudi del genoma i el
metabolisme d’aquest organisme en poden aportar noves dades que

contribueixin a compendre I'evolucié metabdlica dels vertebrats.

Les dades de les relacions Ka/Ks en mostren que I'evolucio dels
principals enzims del metabolisme del glicogen segueixen uns camins molt
particulars. Tots els valors de Ka/Ks calculats son més petits que la unitat i per
tant ens indiquen que els gens analitzats estan sotmesos a una pressio
depuradora. Tanmateix és molt significatiu que aquesta pressié selectiva
s’accentui en les isoformes musculars de mamifer. Les isoformes
majoritariament hepatiques incorporen mutacions a un ritme similar al llarg de
tota I'evolucid dels vertebrats, en canvi les isoformes musculars de mamifers
acceleren la depuracié de les mutacions que indueixen canvis d’aminoacid

respecte als isoenzims de vertebrats no-mamifers.

Aquests canvis en la velocitat d’evolucio suggereixen que les isoformes
musculars de mamifer han assolit un grau de complexitat i coordinacié que
respon correctament a les necessitats fisiologiques dels teixits on s’expressen,
perd que qualsevol mutacié pot alterar dramaticament l'eficiencia de tot el

procés. Aparentment les isoformes hepatiques no mostren aquest
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comportament i aixd suggereix que la configuracid6 del metabolisme del
glicogen en el fetge té més llibertat per adaptar-se als canvis i t¢ més marge

per tamponar les alteracions produides per les mutacions.

Les caracteristiques diferencials del metabolisme del glicogen en muscul
i fetge reforcen aquest plantejament perqué indiquen que el procés de sintesi
de glicogen en el muscul és més complex que en fetge tot i seguir les mateixes
etapes. Aixi observem que per iniciar la sintesi de glicogen en muscul les
vesicules de GLUT4 es fusionen amb la membrana cel-lular, 'HK1 transloca
des del citosol vers el mitocondri i 'MGS surt del nucli cap al citosol, tot aixo
amb la intencié de maximitzar 'aprofitament de la glucosa. En canvi en el fetge
el transportador GLUT2 esta constitutivament a la membrana, 'LGS es troba en
el citosol i I'inic enzim que transloca és la GK.

Una prova addicional del delicat equilibri que s’estableix en el
metabolisme de la glucosa en muscul és que el seu mal funcionament és un
dels primers desajusts que es produeix en la diabetis tipus 2. La diabetis s’inicia
amb una resisténcia a la insulina per part dels teixits periferics que condueix a

una absorcio de la glucosa deficient (Saltiel, 2001).

El canvi en el ritme evolutiu no és I'tinica diferéncia que observem entre
els gens. La sorprenent desviacio del contingut G+C en les sequéncies €s una
prova més de I'evolucié independent de les isoformes hepatiques i musculars,
Es un fet conegut que altres gens duplicats tenen una composici6 G+C
oposada, com el cas de la insulina respecte els IGF (Ellsworth et al., 1994) perd

es desconeixen els mecanismes que la produeixen i la mantenen.

Les menors diferéencies de G+C les observem entre les isoformes
hepatiques i musculars de peixos, essent els gens dels parells humans els que
tenen el contingut més dispar (Rodin & Parkhomchuk, 2004). Aquesta creixent
divergéncia en el contingut de G+C dels gens duplicats en el transcurs de
I'evolucié dels vertebrats ens confirma que les isoformes dels diferents enzims
del metabolisme del glicogen sorgeixen per duplicaci6 d’'un ancestre pre-
vertebrat, doncs en el moment de la duplicacié els gens de la nova parella

tenen idéntica composicio G+C.
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La desviacio en el contingut G+C podria ser la consequéncia d’un biaix
en I'us de codons, pero els estudis que hem fet revelen que els gens analitzats
no s’allunyen del nombre efectiu de codons disponibles segons la seva

composicié de nucleotids (Wright, 1990).

Cal destacar que aquesta divergencia en el contingut G+C que
observem en les isoformes analitzades va acompanyada d’una relocalitzacié
cromosomica dels gens duplicats i un canvi en el patré d’expressié. El nexe
comu de tots aquests fenomens podria trobar-se en el fet conegut que els gens
d’expressi6 constitutiva i ubiqua tendeixen a trobar-se en zones riques en G i C
per afavorir la seva transcripcid (Vinogradov, 2003; Yamashita et al., 2005).
Aixd permet explicar perqué tot i que en el procés de divergéncia cap a
composicions G+C oposades a priori qualsevol dels membres de la parella
d’'isoformes podria enriquir-se en A i T, en tots els gens que hem estudiat la
isoforma que perd G+C és la que té el patrdo d’expressio més restringit a un
teixit en concret. L’exemple més clar el trobem en les glicogen sintases
humanes. L’'MGS, malgrat que és més abundant en muscul esquelétic i
cardiac, s’expressa virtualment en tots els teixits excepte en el fetge i té un
58% de G+C, aquest valor contrasta amb el 45% de G+C que posseeix la
isoforma LGS, d’expressio restringida al fetge.

Tanmateix en I'analisi s’observa que també hi ha isoformes especifiques
de teixit amb una composiciéo G+C elevada, com el cas de la GP de cervell o el
GLUT4. L’explicaci6 més plausible per aquests casos és que I'enriquiment o
pérdua de G+C probablement va quedar fixat en la primera duplicacié que
donava lloc a la isoforma especifica de fetge i la isoforma ubiqua a partir de la
qual després s’originaven la resta d’isoformes d’alta afinitat. Aquestes darreres
isoformes més tard podrien restringir la seva expressidé a un teixit determinat

perod la seva composicié de bases ja estava enriquida en G+C.

El nombre de gens no es correspon amb la complexitat fenotipica dels
organismes, com enuncia la paradoxa del valor G (Betran & Long, 2002; Hahn
& Wray, 2002), i evidéncies recents indiquen que enlloc del nombre total de
gens és la diversitat dels patrons d’expressio el que afavoreix el grau creixent

de complexitat en els organismes. Aquesta diversitat d’expressié s’aconsegueix
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enriquint la varietat de promotors, repressors, estimuladors, etc., que regulen la
transcripcio dels gens (Levine & Tjian, 2003). La duplicacié génica i la posterior
relocalitzacié cromosodmica que hem determinat en els gens del metabolisme
del glicogen és un dels mecanismes que permeten incrementar el nombre dels

elements reguladors transcripcionals.

Els resultats presentats en aquest capitol porten implicit el concepte de
co-evolucio, tant dels teixits amb els enzims que el conformen com dels propis
enzims amb els altres enzims situats en la mateixa via metabolica. Aixi es
defineixen els moduls funcionals que determinen les funcions metabodliques
dels teixits, a través d’'un procés adaptatiu reciproc que desemboca en els
tandem esquisidament regulats de GLUT2/GK/LGS/LGP i GLUT1-4/HK1-
2/MGS/MGP-BGP.
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