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Abstract

Bisphosphorylated metabolites and metabolic control

Fructose 2,6-bisphosphate, glucose 1,6-bisphosphate and glycerate
2,3-bisphosphate have been implicated in the control of metabolism and
other cellular functions. The distribution of these phosphorylated
compounds, the enzymes implicated in their metabolism, their variations
in different physiological and hormonal conditions, and their functions
in mammalian tissues are reviewed.

Introduccid

En la resposta metabélica a diferents condicions fisioldgiques i
hormonals alguns metabdlits gue actuen com "senyals" intracel.lulars hi
tenen un paper clau. Entre ells, es troben els nucledtids ciclics ( cAMP
i cGMP ), que juntament amb el Ca2+ actuen com "segons missatjers" de
diferents hormones i neurotransmissors, i,en certs teixits,determinats

compostos difosforilats tals com la fructosa 2,6-P la glucosa 1,6-P

2!
( Hers i Van Schaftingen, 1982; Beitner, 1979;

2
i el glicerat 2,3-P

2
Chiba i Sasaki, 1978 ). Aquests metabdlits reguladors deriven de molécules
abundants en totes les ceél.lules, perd no formen part de cap via metabdli-
ca principal. No sén precursors biosintétics ni intermediaris en la produc
cié d'energia, i la seva concentracid pot ésser regulada independentment
en resposta a diferents senyals extracel.lulars ( Hers i Van Schaftingen,
1982 ). Funcionen com "mediadors" intracel.lulars d'aquestes senyals, ja
que pocden modular l'activitat d'alguns enzims reguladors que controlen el
flux de les vies metabdliques.

En aquesta revisié es discuteix la distribucié dels tres metabdlits
difosforilats, les seves accions moduladores sobre enzims reguladors, el

seu metabolisme, i les variacions de la seva concentracié en resposta a

diferents condicions hormonals i fisioldgiques.
Distribucid

El glicerat 2,3-P, fou descobert per Greenwald ( 1925 ) en els eri-
trdcits. En la majoria de mamifers constitueix el compost organic fosfo-
rilat més abundant en aquestes cél.lules; en els altres teixits es troba

present en quantitats minimes (<1 pmol/g ) ( Chiba i Sasaki, 1978 ). La

glucosa 1,6-P, va ser identificada per Leloir et al.,( 1948 ) a partir




d'extractes de llevat. Esta ampliament distrjibuida; en els mamifers é&s
particularment abundant en els eritrdcits, cervell i midscul ( 40-90 nmol/
g ) ( Passonneau et al., 1969 ). La fructosa 2,6—P2 fou descoberta com un
factor activador de la fosfofructoquinasa per Van Schaftingen et al.(1980).
S'ha aillat de la majoria de cél.lules amb l'excepcié dels procariotes i

els eritrdcits ( Hers i Van Schaftingen,1982 ).

Accions moduladores

La glucosa 1,6-P2 pot modificar l'activitat de diferents enzims del
metabolisme glucidic. Activa la fosfofructoquinasa ( Ka: 100 M ), contra-
rrestant la inhibicidé produida per 1'ATP i el citrat. Activa també la
fosfoglucomutasa j la piruvat quinasa tipus "L",transformant la seva cina-
tica sigmoidal en hiperbdlica i contrarrestant la inhibicid produida per
1'ATP. Contrariament, la glucosa 1,6—P2 inhibeix els isoenzims I i II de
l'hexoquinasa, la fructosa 1,6-bisfosfatasa hepatica i la gluconat 6-fos-
fat deshidrogenasa muscular ( Beitner, 1979; Foe et al., 1983).

La fructosa 2,6--P2 és l'efector positiu més potent de la fosfofructo
quinasa ( Ka: 0.1 pM ). Actua sindrgicament amb 1'AMP; augmenta l'afinitat
per la fructosa 6-fosfat i alleujera la inhibicié per 1'ATP. A més, la
fructosa 2,6-P2 és’ 1l"inhibidor més potent de la fructosa 1,6-bisfosfatasa
(Ki: 1 pM ). Aquest enzim té& una alta afinitat pel seu substrat ( Km:

5 pM ) i és inhibida al.lostéricament per 1'AMP. L'accié de la fructosa
2,6-P2 €s sinérgica amb la de 1'AMP, i més forta a baixes concentracions

de substrat ( Hers i Van Schaftingen, 1982 ). S 'han demostrat també accions
sobre la fosfofructoquinasa depenent de PPi ( PPi:PFK ) de plantes, i ;
sobre 1'UDPglucosa fosforilasa de patata ( Gibson i Shine, 1983).

El glicerat 2,3—P2, directa o indirectament modificant les concentra
ciéns de H' o Mg2+, inhibeix l'activitat de diferents enzims implicats en
el metabolisme dels glicids ( quinases de la glicolisi i glucosa 6-fosfat
deshidrogenasa ) i en el metabolisme dels nucledtids ( AMP deaminasa )

( Chiba i Sasaki, 1978 ).

A més d'aqﬁestes accions moduladores, el glicerat 2,3—1?2 i la glucosa
1,6-—P2 sén cosubstrats essencials de dues fosfomutases: la fosfoglicerat
mutasa i la fosfoglucomutasa, respectivament. La seva participacié en el
mecanisme de la reaccid enzimdtica és semblant en ambdds casos; actuen com
donadors d'un grup fosforil, transferit transitdriament a 1'enzim (Knowles,

1980 ). No s'ha descrit cap accié d'aquest tipus per la fructosa 2,6-P2.
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ACTIVITATS
|- Fosfoglucomutasa : Glucosa-1-P ~——= Glucosa-6-p
2-Glucosa-1,6—P2 sintasa : Glgcosa—l—P + Glucosa—-,6—?2 +
Gllcerat—l,3—92 : Glicerat-3-P
3-Fosfoglucoquinasa : Glucosa-1-P + ATP — Glucosa—l,6—P2 + ADP
4§ Fosfofructoquinasa : Fructosa-6-P + ATP —s Fructosa-1,6-P, + ADP
5-Glucosa-l,6-Pé sintasa : Glucosa-1-P + Glucosa-1,6-P, +
Fructosa—1,6—P2 Fructosa-6-P
6-Glucosa—1,6-P9 fosfatasa : Glucosa—l,G-P2 ——> Glucosa-6-P + Pi
]-chfofructoquinasa 2 : Fructosa-6-P + ATP-—a-Fructosa—2,6—Pz + ADP
B—Fructosabisfosfatasa 2 Fructosa—2,6~P2‘——>Ftuctosa—6—P + Pi
9-2,3-Bisfosfoglicerat sintasa : Glicerat-3-P + Glicerat-—Z,B—P2
Glicerat-1,3—P2 Glicerat-3-P
10-2.3-Bisfosfoglicerat fosfatasa : Glicerat-2,3-P, — Glicerat-3-P + Pi
|1-Fosfoglicerat mutasa : Glicerat-3-P < Glicerat-2-p

Fig.1l.- ACTIVITATS EMZIMATIQUES IMPLICADES EN EL METABOLISME DE LA

GLUCOSA—I,G—P2_,DE LA FRUCTOSA—Z,G—Pz I DEL GLICERAT—2,3—P2_




Metabolisme

Les reaccions implicades en la sintesi i degradacié de glucosa 1,6-32,

fructosa 2,6-P, i glicerat 2,3-P, es troben esquematitzades en la Figura 1
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( Beitner, 1979; Chiba i Sasaki,21978; Claus et al., 1984 ). Com pot obser-
var-se, es tracta de reaccions collaterals de la via glicolitica. En certs
casos s'han detectat enzims multifuncionals capagos de catalitzar tant la
sintesi com la degradacié del metabdlit regulador ( Taula I ). Dels dife-
rents teixits de mamifer s'han aillat sis entitats enzimatiques, de distri-

bucid variable, que posseeixen activitat glicerat 2,3-P, sintasa i glicerat

2,3-P2 fosfatasa, a més d'activitat fosfoglicerat mutasi ( Chiba i Sasaki,
1978; Carreras et al., 1981, 1983 ). En el fetge de rata un mateix enzim
catalitza ambdues activitats responsables del metabolisme de la fructosa
2,6—P2; la seva activitat és controlada per fosforilacié ( via proteina
quinasa depenent del cAMP )/defosforilacid, i és modulada per diferents

efectors al.lostérics ( Claus et al., 1984 ).

Taula I. Enzims multifuncionals

*
Enzim Activitats
Fosfoglucomutasa 1 +5
Fosfofructoquinasa : 4 + 3
6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa 7 + 8
Fosfoglicerat mutasa 9 + 10 + 11
Bisfosfoglicerat sintasg/fosfatasa 9 + 10 + 11

* Reaccions corresponents a la Figura 1.

Variacions fisioldgiques i significat funcional

La concentracid de glucosa 1,6-P, en el miscul esquelétic fluctua

2
en diferents condicions fisioldgiques, hormonals i patoldgiques. E1 cAMP,
l'adrenalina i l'insulina augmenten la concentracié del metab&lit; en canvi,
el cGMP, el Ca2+, la fosfolipasa A, la serotonina i la vasopresina la
disminueixen ( Beitner, 1979; Beitner et al., 1980, 1983a; wWakelam et al.,
1982 ). En cultius musculars, s'ha demostrat que la concentracié de glu-

cosa 1,6-P, augmenta durant la diferenciacid, essent mecdulable per efectes

2
hormeonals ( Wakelam i Pette, 1982 ). Els nivells de glucosa 1,6—P2 en el




miscul disminueixen en 1l'andxia, el dejuni i la diabetis; recuperant-se

amb 1'oxigenacié, la realimentacid i 1'administracisé d'insulina ( Beitner,
1979 ). Durant el creixement la concentracié de glucosa 1,6-—?2 augmenta en
el miscul esquelétic i en la pell, i disminueix en el cervell. En canvi,
els nivells d'aquest metabdlit en el miscul i en la pell §jsminueixen en
l'envelliment ( Beitner et al., 1979, 1981, 1983b; Nordenberg et al.,1981).

En tots els casos, la modificacid dels nivells de glucosa 1,6—P2
s'acompanya de les corresponents variacions en l'activitat dels enzims
susceptibles de modulacid pel metabdlit ( fosfofructoquinasa i hexoquinasa)
( Beitner.gE‘Ei., 1979 ). En alguns casos s'ha demostrat que la variacié
dels nivells de glucosa 1,6—P2 s'acompanya d'una modificacid de l'activitat
glucosa 1,6-bisfosfatasa ( Beitner, 1979; Beitner et al.,1981,1983b;
Nordenberg et al., 1981; Wakelam et al., 1982 ); perd no poden descartar-se
alteracions en les activitats enzimidtiques responsables de la sintesi del
metabdlit ( Wakelam i Pette, 1983 ).

D'acord amb aquests resultats s'ha suggerit que la glucosa 1,6-P2
podria actuar com mediador intracel.lular de l'accid de l'adrenalina en el
miscul ( Beitner, 1979 ). S'ha postulat també que podria participar en el
control del metabolisme hidrocarbonat en el cervell ( Guha i Rose, 1982 ),
i en l'alliberament d'insulina en els illots pancredtics ( Sener et al.,
1982 ).

Els canvis de concentracié de glucosa 1,6-P2 en el miscul, la pell
i el cervell durant el creixement i 1l'envelliment s'han interpretat com
un mecanisme d'adaptacié que regula les interrelacions del metabolisme
hidrocarbonat entre els diferents teixits ( Beitner et al., 1979, 1982,
1983; Nordenberg et al., 1981 ).

Degut a les seves accions sobre la fosfofructoquinasa i la fructosa
1,6-bisfosfatasa, la fructosa 2,6—P2 té un paper essencial en el control
de la glicolisi i la neoglucogénesi. En el fetge, la seva concentracid
depén de l'estat nutritiu. Pot arribar a 20-25 pM després de l'ingesta
de glucosa i disminueix a 1-2 uM durant el dejuni, el tractament amb glu-
cagé i la diabetis ( Hers i Van Schaftingen, 1982 ). Disminueix també en
preséncia d“adenosina ( Bartrons et al., 1984 ), etanol ( Van Schaftingen
et al., 1984 ) i d'alguns precursors neoglucogénics com glicerol, altes
dosis de fructosa i lactat ( Hue i Bartrons, 1984 ). També disminueix en
condicions andxiques. Els factors principals gque controlen la seva concen-

tracié en el fetge sén: la fructosa 6-fosfat,que afavoreix la seva sintesi

i frena la seva degradacid,i el cAMP que té efectes oposats.




La velocitat del flux glicolitic en el fetge pot relacionar-se amb

els nivells de fructosa 2,6-P,. Les diferents hormones poden actuar scbre

2
el cicle fitil fructosa 6-fosfat/fructosa 1,6-bisfosfat a través de dos
mecanismes: modificacddels nivells de fructosa 6-fosfat ( agents &-adre-
nérgics 1 vasopresina) a través de la glucogenolisi , o bé augment de
la concentracidé de cAMP ( agents ﬂ:—adrenérgics, glucagé i adenosina ),
activacié de la proteina quinasa i fosforilacidé de l'enzim multifuncional
de sintesi ( disminuint la seva activitat ) i degradacid ( augmentant-la).

En el fetge, la fructosa 2,6-92actua com un integrador en el control
del metabolisme dels carbohidrats, que reuneix informacidé de senyals de
diferents vies metabdligques ( fructosa 6-fosfat, PEP, &-glicerol-fosfat, Pi,
citrat i AMP ) i hormonals ( cAMP ).

El paper de la fructosa 2,6—P2 en el metabolisme d'altres teixits ha
estat poc estudiat, si bé les seves accions sobre la fosfofructoquinasa i
la fructosa 1,6-bisfosfatasa ( muscular ) sén semblants a les del fetge.

En les plantes la fructosa 2,6-P2 estimula la fructosa 6-fosfat
fosfotransferasa depenent de PPi ( PPi:PFK )( Ka 7 nM ), sense afectar
la fosfofructoquinasa citosdlica, ni cloroplastica; sembla ésser una senyal
important en la induccié de la germinacié ( Van Schaftingen i Hers, 1983 ).
Aquest sembla ser també la seva accié sobre espores d'alguns fongs on un
dels primers esdeveniments durant la germinacidé és un fort augment en la
concentracid d'aquest metabdlit, havent-hi una.correlacidé lineal entre la
concentracid de fructosa 2,6-1—"2 i la capacitat de germinacidé ( Van Laere et
al., 1983). En els fongs, la fructosa 2,6—1?2 té accions directes sobre la
fosfofructoquinasa ( Bartrons et al., 1982 )i la fructosa 1,6-bisfosfatasa,
mostrant unes caracteristiques cinétiques amb lleugeres medificacions a les
trobades en els enzims de teixits de mamifers.

El glicerat 2,3-P, acompleix en els eritrdcits diferents funcions

derivades de llur capacitat d'interaccionar amb 1'hemoglobina i amb les
proteines intrinseques de la membrana; la més important d'entre elles és
la de disminuir 1l'afinitat de 1l'hemoglobina per 1l'oxigen, facilitant
l'adient cessié als teixits. També s'ha postulat que podria participar en
la regulacié del metabolisme hidrocarbonat i dels nucledtids adenilics

( Chiba i Sasaki,1978 ).

La concentracidé de glicerat 2,3-?2 en 2ls eritrdcits de mamifer

varia notablement amb 1'espiécie, durant el desenvolupament i la diferenci-

acid dels eritrdcits. Els eritrdcits de les espécies que contenen hemoglo-

bines de baixa afinitat per l'oxigen posseeixen nivells baixos de glicerat




2,3—P2 ( 0.1-1 mM ), comparables als existents en els demés teixits. En
canvi, els eritrdcits amb hemoglobina d'alta afinitat per 1l'oxigen pos-
seeixen concentracions de glicerat 2,3—P2 molt més grans ( 4-13 mM )

( Bunn et al., 1974 ). En els mamifers, durant el desenvolupament fetal

i durant les primeres fases de la vida postnatal, es produeixen modifica-
cions en l'afinitat de la sang per l'oxigen de clar significat adaptatiu.
Aquestes modificacions, variables amb l'esp&cie, comporten canvis en el
tipus d'hemoglobina i en el pH intracel.lular, i s'acompanyen de variaci-
ons en els nivells de glicerat 2,3-P2 ( Jelkmann i Bauer, 1977,1980;
Gilman, 1980, 1981 ). Durant el desenvolupament dels eritrdcits en el moll
d'os i durant la maduracié dels reticuldcits en la sang circulant, es
produeix un augment en la concentracié de glicerat 2,3—P2, paral.lel a un
augment en la concentracié d'hemoglcbina ( Sasaki et 5&.,1982 ). Totes
aquestes variacions en els nivells eritrocitaris de glicerat 2,3—-P2 sén
degudes, en gran part, a variacions en les activitats enzimdtiques impli-
cades en llur metabolisme, gque han estat poc estudiades ( Sasaki et al.,

1982; Jelkmann i Bauer, 1980; Gilman, 1981 ).
Agraiments
Treball realitzat amb un Ajut de la CAICYT ( 669/81 ).
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