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Abstract 

Fructose 2 , 6 -P2 and glucose 1 , 6 - P
2 

in e r ythrocytes during chick development . 
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Fruct ose 2 , 6 - P
2 

, con sider ed absent in mammalian
9
eryt h:~cytes , occurs in 

r ooster e r y t hrocyt es at a concentrat ~on ( ~
1

3 nmol . 10 cells ) similar to 
th§t of ~!ucose 1, 6 - P

2 
( 5.4 nmol. 10 cell s ) and glycerate 2,3- P

2 
( 1.9 nmol. 

10 ce l ls ) . In contrast with the levels of glycerate 2,3- P and similarly 
to t he l evels o f i nositol 5 - P , the levels of both fructose 2~6- P and glucose 
1 , 6 - P

2 
are very l ow in the e r ythrocytes of the embryos. They begÍn to increase 

just oefor e hat ch and continue to incr ease dur.ing the first few days post
hatching. Both fructose 2 , 6-P

2 
a nd glucose 1,6- P2 stimulate e rythrocyte 

phosphof ructokinase, and re l ieve the inhibition produced by glycerate 2,3- P 
and inosit ol 5 - P . 

2 

I ntroducció 

El glicerat 2,3 - P
2 

(2 , 3 - BPG), la glucosa 1,6- P
2 

(G- 1 , 6 - P2 ) i l a fructosa 

2 , 6 - P
2 

(F- 2 , 6 - P
2

) són metabolits que actuen com "senyal s" intracel . lulars im

plicades en el control de l metabolisme i d ' a l tres funcions cel . lul ars ( Bar

trons i Carreras 19a4 ; Carreras et al . 1986) . En els eritrocits , e l 2,3- BPG 

t é dif erent s funcions derivades de la seva capacitat d'interaccionar amb 

!'h emoglobina i les proteines de la membrana , entr e d ' altres l a modulació de 

l 'af initat per l'oxigen . A més, pot influir sobre l ' activitat de varis enzims 

del metabolisme glucidic i dels nucleotids adenílics, aixi com sobre la sintesi 

de proteines ( Chi ba i Sasaki 1978) . La concentració de 2 , 3- BPG experimenta 

notables variacions en els diferents tipus de cel . lules eritroides en les dife

r ents fases de l ' eritr opoiesi ( Carr eras i Bar trons 1985). En els eritrocits 

d ' aus adultes els nivells de 2 , 3 - BPG són molt baixos ; en ells l'afinitat de 

! ' hemoglobina per l ' oxi gen és modulada per l ' inositol fosfat Borgese i Larnpert 

1975 ; Isaacks i Harkness 1980; Isaacks et al . 1976; Bartlett i Borgese 1976 ; 

Bartlett 1980) . La G- 1 , 6 - P
2 

pot influir l ' activitat de diferents enzirns glico

lítics i de la v i a del fosfogluconat (Beitner 1985 ) . La F-2,6- P2 influeix 

sobre les activi t ats de l a fosfofr uctoquinasa , la fructosa l,6- P2 bisfosfatasa 

i la fosfoglucornutasa , i és un dels princi pal s reguladors del flux glicolitic 

i neoglucogenic ( Hue i Bartrons 1985 l . Les variacions de la concentració de 

G- 1 , 6 - P
2 

i de F- 2 , 6 - P
2 

i llurs irnpli cacions funcionals en els diferents tipus 

de cel . lules verrnelles i en les diferents fases de la seva diferenciació no han 

estat estudiades . Aquest treball té per objectiu estudiar les variacions dels 

nivells d ' aquests dos cornpostos difosforilats durant l'eritropoiesi de gall)i 

llurs implicacions rnetaboliques . 
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Metodes 

Els animals utilitzats han estat galls adults ( Gallus domesticus) 

Hubbard White Mountain de 20- 30 setmanes d ' edat, embrions incubats a 37°c i 

polls de Odies fins 6 setmanes d ' edat . La sang,obtinguda bé de la vena córion-

al . lantoideen els embrions ó de la jugular en polls i adults, ha estat r eco

llida en un volum d ' un medí contenint NaCitrat 15 mM, NaCl 150 mM i glucosa 

5 mM, pH 7 . 8 . El r entat dels eritr oc i t s s ' ha efect uat mit j ancant successives 

centr ifugacions a lOOOxg durant 5 mi n . en el mateix medí, permetent la separa

ció de trombocitsi leucocit s que queden en la fracció super ior del sediment . 

El contingut en G- l , 6-P2 s ' ha determina t en extractes acids usant - e l c om 

cofactor de la fosfoglucomutasa ( Pa ssonneau 1969) . El conting~t en F- 2 , 6- P
2 

i en 2, 3- BPG s ' han va l or a t seguint e l s metodes desc r its per Van Schaftingen 

et al. (1982) i Bar trons et al . (1982) respectivament . 

Les activitats enzimatiques han estat determinades seguint els següents 

metodes . Beutler (1975) per les activitats hexoquinasa , fosfofruc t oquinasa i 

piruvatq~inasa; Bartrons et al . (1983) per la fosfofructoquinasa 2 ¡ Climent 

F . et al (1985) perla G- 1,6- P2 sintasa , i Bassols et al . (1985) per la G- 1 ,6-

P2 fosfatasa . 

Per l ' aillament i separació de la fosfofructoquinasa 1 i la fosfofructo

quinasa 2 ha estat seguit e s sencialment e l procediment seguit per Tarui et al . 

(1972), obtenint- se una purificació de l 'ordre de 1000 vegades en ambdós enzims . 

Taula 1. - Aillament de fosf ofructoquinasa 1 i fosf ofructoquinasa 2 d ' hematies 

de gall . 

volum U/ml prote í na U/g prot. activitat rendiment purificació 

(mll (mg/ml) cotal (U) (\) 

HEMOLITZAT 2400 132 

PF!<- 1 o.os 0 . 4 102 100 
PFK- 2 0 .012 0 . 09 24 100 

SEPHADEX G-150 

PFK- 1 20 2.51 0 .642 391 50 49 91a 
PFK- 2 26 0.45 0.463 9a 1 1 47 1053 

Resultats i discusió 

1 .- Nivells de F- 2,6- P2 i de G-1,6- P2 , i dels enzims implicats en llur síntesi . 

Tal com s ' observa en la taula 2 , a dife r encia dels eritrocits de mamífer 

que no contenen F- 2,6- P2 ( Hers ec al. 1982), els eritrocits de gall poseeixen 

aquest metabolit a una concentració semblanc a la de 2 , 3- BPG , i lleugerament 

inferior a la de G- 1,6- P
2

. 
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Taula 2. - Nivells de metabolits difosforilats en hematíes de gall. Els valors 

corresponen a X! S.E.M .. El nombre d'animals per grup és de 8. 

pmol . mg proteina - 1 q - 1 
nnol . 10 • cel nmol . ml 

Glucosa 1,6-P
2 

71 . 16 + 20 . 33 5 . 37 + l. 34 13 

Fructosa 2,6- P
2 

17 . 32 + 2 . a6 l. 31 + 0.49 3 

Glicerat 2 , 3- P2 
24 . 29 + 6 . 67 1.88 + 0 .49 4.5 

Altres autors ( Isaacks i Harkness 1975 , 1980; Isaacks et al . 1976; 

Bartlett i Borgese 1976 ; Ruiz - Ruano et al. 1984 ) han demostrat que mentre 

la concentració de 2,3- BPG mostra un patró de variació bifasic al llarg 

del desenvol upament embrionari de poll , la concentració d'inositol fosfat 

s 'incrementa progressivament, per assolir els valors de l'animal adult als 

vuit dies del neixement . ElE nostres resultats Fig . 1 ) demostren perla 

F- 2 , 6 - P
2 

i la G- 1,6- P
2 

un patró semblant al de l'inositol fosfat. Els 

nivells dels eritrocits embrionaris ( 0 . 5 ~ 0 . 2 i 0 . 35: 0 . 1 nmol . 109 cel . 

lules-
1

, de G- 1,6- P
2 

i F- 2,6- P
2 

respectivament) són notablement inferiors 

a l s del gall . Augmenten a partir de la desclosa , i arriben als valors de 

l ' adult ( 5 . 37 : 1 . 34 i 1 . 31 ! 0 . 49 nmo1 . 109 c el . lules- 1 , de G- 1 , 6 - P
2 

i 

F- 2,6- P
2 

respectivament) a partir del tercer dia . 

-1 
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En e l s teix its de mamífer s ' han descrit quatre activitats enzimatiques im

plicades en la s í ntesi de G- 1 , 6 - P
2 

( C liment et al . 1984 ) : 

a) G- 1 , 6 - P
2 

sintasa dependent de glicerat l,3-P
2

, 

G- 1-P + 1 , 3-BPG - G- l , 6 . P2 + 3 - PG 

b) G-l, 6 - P
2 

sintasa dependent de F-1,6- P2 , 

G-1 - P + F-1, 6 - P2 - G-l , 6 - P2 + F- 6 - P 

c) fosfoglucoquinasa, 

G-lP + ATP G-l , 6-P
2 

+ ADP 

d) G- 1- P dismutasa, 

G- 1- P + G- 1- P --- G- l , 6 - P2 + G 

Semblantment als eri t rocits de mamífer ( Accorsi et al. 1982 , 1984, 1985) , 

solament l'activitat G- 1,6-P
2 

sintasa dependent de 1,3-BPG és detectable en els 

eritrocits de gall , llur concentració ( 3 mU/10
9 

cel.lules) no sembla variar 

significativament al llarg del desenvolupament embrionari. Tampoc sembla variar 
9 

significativament al llarg del desenvolupament la concentració ( 175 pU/10 
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--- F-2 , 6 - P2 + cel . lules J de l'activitat fosfofructoquinasa 2 ( F- 6-P + ATP 

ADP) responsable de la síntesi de F- 2 , 6 - P
2 

( Claus et al. 1984 Les acti-

vitats hexoquinasa, fosfofructoquinasa i piruvatquinasa , que indirectament po-

drien influir sobre les concentracions d ~ ls metabolits difosforilats,també r o 

manen essencialment constants durant el desenvolupament embrionari . No s'han 

estudiat encara les possibles variacions de les activitats enzimatiques impli 

cades en la degradació de la F- 2 , 6 - P
2 

i de la G- l , 6 -P
2

. 
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Figura 1 .- Variacions dels nivells de metabol i ts fosforilats al llarg del 

desenvolupament embrionari . Els valors corresponen a X~ SEM en 

les figures A i B . Figura C: extret de Isaacks et al. (1976) . 



Les vari acions en els nivells de 2 , 3 - BPG i d'inositol fosfat al llarg 

del desenvolupament han estat explicades ( Ruiz - Ruano et al . 1984) en base 

a l ' existencia en proporció variable en la sang circulentde diferents pobla-

cions d ' eritrocits : una poblaci ó d ' eritrocits primitius originats en el 

sac vitel . lí, idos ó més poblacions d ' eritrocits definitius originats en el 

moll d ' os ( Chapman i Tobin 1979; Landes et a l. 1982) . Ruiz - Ruano et al. han 

postul at que e l s eritrocits embrionaris i e l s eritrocits definitius, que te-

nen diferent tipus d~hemogl obina , sintetitzarien predominantment un dels dos 

compostos fosforilats : 2 , 3 - BPG i inosit ol fosfat , respectivament. La substitució 

progressiva dels eritrocits embrionar i s pels er i trocits definitius determina

ria la disminució dels nivells de 2,3- BPG i l ' increment concomitan t dels ni

vells d ' inositol fosfat . Els nostres resultats podrien explica~se tot supo-

sant que mentre els eritrocits embrionaris tenen un nivell baix de F- 2,6- P
2 

i de G- 1 , 6 - P
2

, els eritrocits definitius tenen més alta concentració d'ambdós 

met abolit s . 

2 . - Efectes dels metabolits fosforilats sobre la fosf o f ructoquinasa . 

Per investigar les possibles implicacions metaboliques de la diferent con

cen tració dels compostos fosforilats en les d i verses poblacions d ' eritrocits, 

hem estudiat els efectes d'aquests compostos sobre l ' activitat de la f osfofruc

toquinasa (PFK) aillada d ' eritrocits de gall . 

Tal i com s ' observa en les Fig . 2 i 3,la F- 2 , 6-P , a nivells fins i tot 
2 

irferiors als que es troben en hematies de gall ( 1 µM), és capa~ d ' estimular 

l a PFK, disminuint l a s
0

_5 aparent sense afectar la vmax· Aquest efecte, nota-
+ + 

ble inclús a concentr ac i ons fisiologiques de K i NH
4 

( Fig . 2 l en que la PFK 

es troba altament activada ( la s
0

_
5 

perla F- 6 - P disminueix de 0 . 4 a 0 . 07 mM 

Fi g . 2 és més acusat quan l ' enzim esta en condicions de menor estimulació 

la S
0 

disminueix de 0 . 6 a 0 . 15 mM) ( Fig . 3 ) . 
. 5 

L ' inositol- 6 - fosfat IP
6

) 5mM produeix una considerable inhibició de la 

PFK, tan t a condicions d ' activació de l ' enzim ( Fig. 2) , en que la s
0

_
5 

augmenta 

de 0.4 a 0 . 6 mM, comen condicions d ' una menor activació ( Fig . 3), en que la 

s augmenta fins a 1 . 5 mM . Dones bé , aquesta inhibició es veu en gran manera 
0 .5 
deslliurada perla F- 2,6- P

2 
( 1 pM) , disminuint la s

0
_
5 

fins i tot a valors 

inferiors als control ( 0 . 2 mM) . 

En la Fig . 4 s ' observa un efecte semblant de la F- 2,6- P
2 

sobre la inhi

bició produida per ATP. Podem asumir que a nivells fisiologics d'ATP ( 1 . 5 mM ) 

i en absencia de F-2 , 6 - P
2 

la PFK es trobaria totalment inhibida . 
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la F- 2,6-P2 i l'IP6 sobre l'activitat PFK . Mescla d'incuba-
50 mM, ATP 1.5 mM, pH 7.1. ( ■ ) F- 2,6-P

2 
5 }.IM , ( Á ) F-2,6-P

2 IP 6 1 mM, ( O ) IP 
6 

5 mM, ( • ) control. 



El 2 ,3-BPG a concentracions f isiologiques en eritrocit de mamífer ( 5 mM) 

pr odueix t ambé una i nhib i ció de la PFK, la qual és inferior pero a la produida 

per rP
6 

( Fig . 2) . Arnbdós compostos produeixen una disminució ce la V , enmax 
car a que solament l 'IP

6 
produeix un increment de la s0 _5 aparent . 
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Figura 4 . - Efecte de la F- 2 , 6 - P
2 

sobre la inhibic ió 
d ' incubació : Hepes 50 mM, F- 6- P 0 . 25 mM , 
( A ) F- 2 , 6- P

2 
1 pM, ( e ) sense F- 2,6- P2 . 

de la PFK per ATP . Mescla 
pH 7 . 1. ( O ) F- 2,6- P2 5 pM , 

La G- 1 6- P produeix una activació de la PFK , no competitiva respecte 
, 2 

+ 2 . 10- 5 
l ' efecte de la F- 2 , 6- P2 

Fig . 5 ) . Les KA de la G- 1,6- P2 
i del K ( i 

10- 1 
M respectivament ) indiquen que si bé aquests composi:os son també capaces 

d ' estimular la PFK, ho fan a unes concent racions superior s que la F- 2,6- P2 
K 5 . l O - ? M ) F ig . 6 ) . 

A 
Es pot dones conclour e que , a conceni:racions fisiologiques, l a F- 2,6 - P2 

i la G- l , 6 - P
2 

son capaces d'estimular la PFK en els eritrocits de gall . Resta 

per investigar els efectes sobre l ' enzim d ' eritrocits e~brionaris . 
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F- 2,6- P2 i G- l,6-P2 han estat duts a terme en presencia de Hepes 50 mM 
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Agraiments 

Treball realitzat amb Ajuts de la CAICYT, del FIS i de la CIRIT . 
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