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El cervell representa aproximadament el 3% del pes corporal d'un adult normal i
consumeix el 20% del total de glucosa i oxigen que utilitza l'organisme. La glucosa és el
substrat energétic més important, aportant un 90% de l'energia total consumida per aquest

órgan (Drewes & Gilboe, 1973; Mcllwain & Bachelard, 1985; Siebert et al, 1986;
Sokoloff, 1989). Les reserves de carbohidrats en el cervell són relativament baixes i sois
poden compensar durant uns minuts les seves necessitats energétiques. El cervell és, per

aquest motiu, totalment depenent del subministrament continu de glucosa des del torrent

sanguini. En condicions normáis, la capacitat de transport de glucosa a través de la
barrera hemato-encefalica, en el sentit de circulació sanguínea cap al cervell, és 3 vegades
superior a la velocitat de fosforil.lació de la glucosa per lTiexoquinasa cerebral (Lund-
Andersen, 1979). Si l'entrada de glucosa en les cél.lules del teixit cerebral no és un pas

limitant en el metabolisme d'aquest teixit, el control de l'oxidació deis carbohidrats haurá
d'efectuar-se en les reaccions enzimátiques considerades reguladores de la glucolisi
(Lowry & Passonneau, 1964; Drewes & Gilboe, 1973; Kintner et al., 1980).

El control de la glucolisi cerebral és exercit fonamentalment a través de la regulado
de lliexoquinasa, la 6-fosfofructo-l-quinasa i la piruvat quinasa, en adició al control del
transport de glucosa que, en algunes condicions com l'anóxia i la hipoglucémia, pot ser

un factor limitant (Lund-Andersen, 1979). Diferents autors (Lowry and Passonneau,
1964; Ruderman et al., 1974; Gorell et ai,.1977; Kintner et al., 1980; Ogushi et al.,
1990) han postulat que el punt limitant i regulador de la glucolisi cerebral és a nivell de la
PFK-1. Aquest enzim és modulat per numerosos efectors i representa un exemple
paradigmátic d'enzim multimodulat (Sois, 1981).

La fructosa 2,6-bisfosfat és l'activador al.lostéric més potent de la 6-fosfofructo-l-
quinasa i inhibidor de la fructosa 1,6-bisfosfatasa, realitzant un paper important en la
regulació de la glucolisi/gluconeogénesi hepática (Hue & Bartrons, 1985). La seva síntesi
i degradado están catalitzades per la 6-fosfofructo-2-quinasa i la fructosa 2,6-bisfosfatasa
respectivament (Van Schaftingen, 1987; Hue & Rider, 1987; Pilkis & El-Maghrabi,
1988). Ambdues activitats están situades a diferents dominis de la mateixa proteína.
Aquest enzim bifuncional integra senyals metabólics i hormonals per medi de
modificadors al.lostérics, processos de fosforil.lació/defosforil.lació i diversos factors de

transcripció que regulen la seva expressió (Van Schaftingen, 1987; Hue & Rider, 1987;
Pilkis & El-Maghrabi, 1988; Colosia et al., 1988; Marker et al., 1988; Wall et al., 1989;
Pilkis, 1991; Cifuentes etal., 1991).
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El metabolisme de la fructosa 2,6-bisfosfat.en el cervell i el seu possible paper

regulador sobre la glucolisi cerebral no havíen estat estudiats fins el moment. Dades
prévies indicaven que la fructosa 2,6-bisfosfat era present en cervell de rata (Kuwajima &
Uyeda, 1982) i en astrocits i neurones en cultiu (Pauwels & Trouet, 1984). A més, hi
havia dades que demostraven que, d'una forma semblant a d'altres teixits, era un potent
activador de la 6-fosfofructo-l-quinasa cerebral (Foe & Kemp, 1985; Vora et al., 1985;
Dunaway et al., 1988).

En base a aqüestes dades ens vam plantejar un estudi més exhaustiu del possible
paper regulador de la fructosa 2,6-bisfosfat sobre el metabolisme energétic cerebral i, al
mateix temps, de la propia regulació del metabolisme de la fructosa 2,6-bisfosfat en el
teixit cerebral. Amb aquesta finalitat ens vam proposar els següents objectius:1.- Estudi del paper de la fructosa 2,6-bisfosfat en el control del flux glucolítíc cerebral.

1.1 - Paper de la fructosa 2,6-bisfosfat en situacions d'interrupció aguda de Taport
de substrats energétícs al cervell.
1.2 - Paper de la fructosa 2,6-bisfosfat en situacions d'áport de substrats energétícs
altematius al cervell.

1.3 - Estudi del metabolisme de la fructosa 2,6-bisfosfat durant el

desenvolupament.2.- Regulació del metabolisme de la fructosa 2,6-bisfosfat.

2.1 - Purificació i caracterització de la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-
bisfosfatasa cerebral.

2.2 - Clonatge i expressió de la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa
cerebral.
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ELEMENTS CEL.LULARS DEL SISTEMA NERVIOS

El cervell és, sens dubte, el teixit de l'organisme amb estructura i funcions més
complexes. Aixó fa que molts aspectes de la seva organització, estructura i fundó ens

siguin en bona part desconeguts fins el moment. Les funcions del cervell no sois
s'expressen en comportaments motors com caminar, respirar o somriure sinó que van
més enllá en comportaments de tipus cognitiu o afectiu com són l'aprenentatge, la
memoria o els sentíments.

El cervell humá és una estructura relativament perita que pesa aproximadament
1.400 grams i constitueix tan sois el 2% del pes corporal total. Aquesta estructura es
troba rodejada interna i extemament peí líquid cefaloraquidi. Aquest líquid té un paper
molt important en la protecció mecánica i en el balan? d'electrolits entre el medi
extracel.lular i el torrent sanguini. El cervell es troba dividit en diverses áreas amb
estructura i funcions ben diferenciades. En totes elles trobem una varietat de tipus
cel.lulars fortament interrelacionats. Els tipus ce.llulars básics del sistema nervios són les
neurones i les cél.lules glials.

Neurones.- Les neurones són les cél.lules responsables deis processos de
processament i transferencia d'informado. Tota neurona genera un impuls eléctric en

resposta a un estímul quúnic o mecánic, el condueix al llarg de la seva membrana i, en els
seus termináis presináptics, converteix aquest impuls eléctric o potencial d'acció en un

senyal químic. Una neurona típica presenta quatre regions morfológicament
diferenciades: el eos cel.lular, les dendrites, l'axó i els termináis presináptics.

El eos cel.lular és el centre metabólic de la neurona, conté el nueli i la major part
deis orgánuls de síntesi de RNA i prote'ínes. Del eos cel.lular emergeixen les dendrites i
l'axó. Una neurona té normalment varíes dendrites mentre que sois té un axó. Les
dendrites, que poden osciLlar en número entre una i varíes dotzenes, es poden bifurcar de
forma que poden arribar a cobrir una área de 2-3 mm3 per neurona (Schwartz, 1991). Les
dendrites i el eos cel.lular representen la zona d'entrada deis senyals, ja siguin de carácter
excitatori o inhibitori. Aquests senyals, un cop processats, serán transmesos
eléctricament al llarg de l'únic axó neuronal. L'axó es troba envoltat de váries capes

concéntriques de mielina. Les capes de mielina tenen com a funció l'aillament de la
membrana axonal i permetre la conducció deis potenciáis d'acció a alta velocitat La capa
de mielina está formada per certs tipus de cél.lules glials que envolten la neurona. Al final
de l'axó, aquest es divideix en branques que acaben en uns eixamplements anomenats
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termináis presináptics. Són els elements de transmissió de la neurona. En ells l'impuls
eléctric condueix a ralliberament d'un transmissor químic, que será captat, en el sistema
nerviós central, en els centres receptius situats en les dendrites i cossos cel.lulars d'altres
neurones.

Aqüestes unions entre termináis axonals i botons receptius s'anomenen sinapsis.
Les sinapsis poden ser de diversos tipus depenent del neurotransmissor implicat:
excitadores, inhibidores i moduladores. Les sinapsis són, en termes d'informació, els
elements del sistema nerviós. Es calcula que en el cervell hi ha unes 1011 neurones.

Donat que cada neurona es calcula que té un promig d'unes 1000 sinapsis tindrem
aproximadament unes 1014 (cent bil.lions) de sinapsis (Hubel, 1980).

L'anatomía i compartimentació de funcions en les neurones implica l'existéncia
d'un transport intracel.lular de molécules i orgánuls des del eos neuronal cap ais termináis
nerviosos (flux anterógrad) i a l'inversa (flux retrógrad). Aquest transpon es diferéncia
segons la seva velocitat. Els processos lents (1-3 mm/dia) són despla?aments massius del
citoplasma, mentre els processos rápids (50-500 mm/dia) suposen un transpon
organitzat. Les molécules nutritives essencials i les proteines un cop sintetitzades
segueixen un flux anterógrad mentre el flux retrógrad es utílitzat per molécules que, o han
de ser degradades o transmeten informació des deis termináis cap al eos cel.lular
(Bradford, 1986).

Neuroflia.- Les cél.lules glials no formen sinapsis ni condueixen potenciáis
d'acció. Malgrat aixó, el seu número supera en un factor de 10 el número de neurones

presents al cervell (Beme and Levy, 1988) i tenen funcions especifiques de supon a les
neurones entre les que destaquen: 1) formar una matriu que actúa de supon mecánic per a
les neurones, 2) producció de l'envoltura de mielina deis axons neuronals, 3) inactivació
de neurotransmissors per recaptació del medi extracel.lular, 4) cooperació amb les
neurones en activitats metabóliques i nutritives, 5) regulació del transpon de les
substáncies des del torrent circulatori, 6) control de la composició iónica del medi
extracel.lular, 7) eliminació de residus cel.lulars després de situacions de mort cel.lular
(Bradford, 1986).

Sitan descrit cinc tipus básics de cél.lules glials en el sistema nerviós: astrócits,
oligodendrócits, cél.lules ependimáries, cél.lules microglials i cél.lules d'Schwann
(Figura 1.1).
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Ventricle

Epéndim
Tanícit

Cel.lula microglial

Astrócit

Peu terminal
pericapilar

Cel.lula microglial
pericapilar
Oligodendrocit
Peu terminal
perineuronal

Astrócit

Peu terminal subpial

Piamáter

Figura 1.1.- Tipus cel.lulars del sistema nervios central.

Adaptada de Bradford (1986). Es poden observar les cél.lules glials en gris. S 'aprecien dos astrócits

dirigits cap un eos neuronal i unes dendrites. L 'astrócit superior contacte també amb un eos capilar i
Tinferior s'expandeix cap a la piamáter. Un oligodendrócit ofereix una vaina de mielina a un axó. També

es poden veure dues céllules microglials, una d'elles propera a un capilar.
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Astrócits.- El seu nom procedeix de les prolongacions membranoses que presenten.

Aqüestes prolongacions conecten els vasos sanguinis amb les neurones per la qual cosa
se'ls suggereix una funció nodridora i de control del medi extracel.lular. Aqüestes
prolongacions a més indueixen en les cél.lules endotelials la formació de la barrera
hematoencefálica.

Oligodendrdcits.- Es troben entre els axons mielinats i son els responsables de la
formació de l'envoltura de mielina en les neurones del cervell i la medul.la espinal.

Cél.lules ependimáries.- Recobreixen la superficie deis ventricles i del canal central
de la medul.la espinal. Efectúen una funció de bescanvi de substáncies entre el líquid
cefalorraquidi i el medi extracel.lular.

Micro$lia.- Són les cél.lules més petites i semblen relacionades amb funcions
fagocitáries quan el teixit sofreix algún tipus de lesió.

Cél.lules d'Schwann.- Realitzen, en el sistema nerviós periferie, la mateixa funció
que els oligodendrócits en el sistema nerviós central.

TRANSPORT A TRAVES DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA

L'estabilitat de la composició del medi extracel.lular és més important en cervell que
en cap altre teixit de l'organisme. Qualsevol canvi en la composició conduiria a una
activitat cerebral incontrolada. Per aquest motiu, la barrera hematoencefálica ailla les
cél.lules nervioses de les variacions que es presenten en la composició del medi sanguini.
En contrast amb altres órgans, les cél.lules endotelials deis capil.lars cerebrals formen
unions estretes que segellen completament els vasos ja que no presenten cap tipus de
fenestracions (Reese and Kamovsky, 1967). El resultat és una doble membrana
separades per una capa prima de citoplasma que proporciona una barrera continua entre

sang i medi extracel.lular (Brightman, 1973; Muir and Peters; 1962).

L'aigua i certes substáncies apolars poden travessar la barrera hematoencefalica per

simple difusió. Els gasos, com el CO2,02 o anestésics volátils difonen rápidament cap al
cervell de forma que la seva concentració en plasma vindrá només limitada per la relació
entre el consum cerebral i el flux sanguini cerebral . En canvi, les substáncies
hidrofíliques i polars no poden travessar-la. Donat que el cervell és absolutament
depenent de l'aportació de substrats metabólics i de l'eliminació deis productes de
degradació, han d'existir mecanismes molt eficients de transport a través d'aquesta
barrera. Aixó s'acompleix amb l'existéncia d'uns transportador per a cada un deis
diferents tipus de substrats metabólics essencials per a les cél.lules nervioses (Pardridge,
1983; Pardridge and Oldendorf, 1977).
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STian descrit set tipus principáis de sistemes transportador (Comford, 1985; Betz
etal., 1989) (Figura 1.2):

HexosesEl transportador de glucosa ha estat ampliament estudiat i caracteritzat
(veure revisions Lund-Andersen, 1979; Pardridge, 1983; Pardridge and Oldendorf,
1977). Hi ha dades que indiquen que el transpon és simétric, existint transportadors a la
membrana luminal i antiluminal deis capil.lars. Es un transpon que es caracteritza per ser

estereoespecífic (Yudilevich and de Rose, 1971; Crone and Thompson, 1973) i per que

transporta competitivament carbohidrats relacionats: a-D-glucosa > P-D-glucosa > D-
mannosa > D-galactosa > D-xilosa > D-fructosa (LeFene and Peters, 1966; Betz and
Gilboe, 1974; Pardridge and Oldendorf, 1975).

El transportador de glucosa present a la barrera hematoencefalica és l'anomenat
GLUT 1, present també en eritrócits i ronyó (Gould and Bell, 1990). Aquest
transportador no és regulable per insulina (Sivitz et al., 1989) i s'ha trobat en altes
proporcions en ambdós costats de les cél.lules endotelials de la barrera hematoencefalica
(Gerhart et al., 1989). Hi ha dades indicatives que el transportador de glucosa GLUT 1
sois es troba a la barrera hematoencefalica mentre el transportador de membrana de les
cél.lules glials i neurones correspondria a un tipus encara no identificat (Hara, et al.,
1989 ; Boado et al., 1990). Recents resultats demostren que aquest receptor és el tipus
GLUT 3 (Nagamatsu et al., 1992) i que presenta regulado de la seva expressió per

glucosa (Walker et al., 1988).

El transpon pot teñir lloc a la mateixa velocitat en les dos direccions, sang-cervell i
cervell-sang (Crone, 1965; Pardridge and Oldendorf, 1975), el transpon net progressará
en la direcció del gradient de concentració, que en condicions normáis és de sang-cervell.
Deis dos sistemes de transpon de glucosa, el corresponent a la barrera hematoencefalica i
el de les membranes de les cél.lules glials i neuronals, només el de la barrera
hematoencefalica podría ser un factor limitant en el transpon (Crone, 1978). Malgrat
aixó, la capacitat deis transportadors és aproximadament tres vegades superior a la
velocitat d'utilització de glucosa per part del cervell. El transpon de glucosa será funció
de la velocitat de la seva metabolització (Crone, 1978; Lund-Andersen, 1979; Cremer et

al., 1981).

Acids monocarboxílics.- Els ácids monocarboxílics, com lactat, acetat, piruvat
o cossos cetónics són transportáis per un sistema estereoespecífic situat ais dos costats de
la barrera (Pardridge, 1983; Gjedde and Crone, 1975). En casos de cetósi, les
concentracions de cossos cetónics en cervell són massa baixes per ser mesurades mentre



10
Metabolisme i fundó de la fructosa 2.6-bisfosfat en el teixit cerebral

la seva concentració plasmática és molt elevada (Cremer and Heath, 1974; Ruderman et

al., 1974). Per tant, es pot afirmar que en períodes de cetósi el transport de cossos

cetónics a través de la barrera hematoencefálica és el pas limitant en la seva utilització
(Miller et al., 1973). Aquest transport és molt sensible a canvis fisiológics. Hi ha
evidéncies que indiquen que s'incrementa la seva capacitat en situacions com la diabetis
(McCall et al., 1982), el dejuni (Cremer et al., 1976) o durant la lactáncia (Cremer et al,
1979).

Aminoácids neutres.- Els aminoácids neutres són transportáis per dos
mecanismes diferents, el L (preferent per a leucina) i el A (preferent per a alanina)
(Christensen, 1973). El transportador d'aminoácids tipus L transporta 9 aminoácids amb
preferencia pels de cadena més llarga (Oldendorf, 1971). Aquest sistema és independent
d'insulina i de sodi (Pardridge, 1983). Les afinitats del transportador per a cada un

d'aquests aminoácids és similar a les seves concentracions relatives en plasma. El
transportador de tipus A només es troba a la cara antiluminal de la barrera i transporta
aminoácids com alanina, prolina, glicina i GABA. Constitueix un sistema d'eliminació
del medi extracel.lular d'aquests aminoácids no essencials i que actúen com a

neurotransmissors (cas del GABA) o neuromoduladors (cas de la glicina).

Aminoácids acídics.- El sistema de transport d'aminoácids acídics s'ha
proposat com un sistema ATP-depenent d'eliminació i no com un de captació d'aquests
des del flux sanguini. (Oldendorf, 1976). Actuará, dones, com una bomba d'expulsió de
glutamat (neurotransmissor excitatori) i d'aspartat del medi extracel.lular cap al torrent

sanguini.

Aminoácids básics.- Aquest sistema s'encarrega del transport deis aminoácids
esencials arginina, lisina i omitina a unes velocitats comparables a les de síntesi proteica
de les cél.lules nervioses.

Bases púriques.- El transportador de bases púriques transporta adenina i
guanina peró no bases pirimidíniques, que són sintetitzades en quantitats adients peí propi
cervell (Pardridge and Oldendorf, 1977).

Nucleósids.- Transporta els nucleósids de purines i uridina. Aquests nucleósids
són inmediatament metabolitzats cap a nucleótids mantenint molt baixos els seus nivells
intracerebrals (Wu and Phillis, 1982) com correspon a la funció neuromoduladora de
l'adenosina.
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Figura 1.2.- Canals ¡ónics i transportador específics presents a la barrera
hematoencefálica.
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Es pot observar la presencia deis transportadors a cada una de les cares de la membrana de les
céüules endotelials. La dirrecció de les fletxes indica la dineccionalitat del transpon.

ColinaLa colina no es pot sintetitzar al cervell. Aixó obliga a un aportació
exterior per medi d'un transportador específic. Aquest transport controla la formació
d'aceticolina al sistema nerviós central (Cohén and Wurtman, 1976; Cornford et al.,1978). Formes de colina unides a lípids (com la lecitina) no son transportades (Pardridge,

1979).

A més deis mecanismes de transport de metabólits essencials hi ha diversos
sistemas de transport selectiu de ions a través de la barrera hematoencefálica (Betz,
1986). Aquests sistemes permeten l'eliminació de K+ del medi extracel.lular generat per
les neurones per una Na+/K+ ATPasa situada preferentment a la cara antiluminal de les
cél.lules endotelials de la barrera hematoencefalica (Figura 1.2). Existeix un bescanviador
Na+/H+ al costat antiluminal de la barrera (Betz, 1983). ■ Igualment hi ha diversos
sistemes transportadors de Na+, Ca2+, Mg2+ i oligoelements com Zn2+, Cu2+, etc. (Betz
and Goldstein, 1986).

Donat que les concentracions de molts constituients del líquid cefalorraquidi són
molt diferents que en plasma es pot deduir que el líquid cefalorraquidi no és senzillament
un ultrafiltrat de plasma. El moviment de substáncies des de la sang fins al líquid
cefalorraquidi és molt similar a l'observat entre la sang i el medi extracel.lular cerebral. Hi
ha lliure moviment per difusió d'aigua, gasos, i compostos apolars mentre els nutrients
essencials hidrofílics i els ions són transportáis per mecanismes específics. En canvi,
l'abséncia d'unions estretes entre les cél.lules ependimáries permet que la majoria de
molécules (excepte les de tamany elevat com per exemple prote'fnes) puguin atravesar

aquesta interfase per simple difusió. Aquesta idea es correspon amb els resultats que

indiquen que les concentracions de la majoria de components del líquid cefalorraquidi són
molt similars a les observades en el medi extracel.lular.

RUTES DEL METABOLISME HIDROCARBONAT CEREBRAL

La glucosa és l'únic substrat oxidat peí cervell en condicions normáis,
metabolitzant-se básicament a través de la via glucolítica. Només en situacions de
deficiéncia de glucosa i durant el desenvolupament s'ha observat la utilització d'altres
substrats alternatius a la glucosa. S'ha descrit utilització de cossos cetónics (|3-
hidroxibutirat i acetoacetat) durant el dejuni perllongat, la diabetis i durat la lactancia
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(Owen et al., 1967; Ruderman et al., 1974; Dombrowski et al., 1989). El lactat i el

glicerol poden ser utilitzats també durant el període perinatal (Arizmendi and Medina,
1983; Fernandez and Medina, 1986; Dombrowski et al., 1989). No obstant, aquesta
substitució no té mai lloc en la seva totalitat, confirmant la idea de que les cél.lules
cerebrals són absolutament depenents d'almenys una certa aportació de glucosa per part
del torrent sanguini.

Els requeriments energétics del cervell són mantínguts gairebé exclusivament per

l'oxidació aeróbica de glucosa. De tot el conjunt de la glucosa captada peí cervell, només
un 7% es transformada a lactat. Del restant, aproximadament un 30% és oxidat en el cicle
deis ácids tricarboxílics i un 60% es convertit en aminoácids via a-ketoácids,

principalment glutamat i glutamina (Siebert et al., 1986).

Durant molt temps sTiavien efectuat intents de correlacionar el consum de glucosa i
l'activitat cerebral. Els métodes de mesura aplicats, básicament les diferencies
arteriovenoses de glucosa, només oferien resultats globals de tot el cervell i no d'árees
diferenciades de forma que no s obtenien resultats concluents. Va ser en aparéixer els
métodes d'estudi de consum regional de glucosa, autoradiografies amb 14C-deoxiglucosa
(Sokoloff, 1977), la tomografia d'emissió de positrons (PET) (Phelps et al., 1979) i la
ressonáncia magnética nuclear de protó i de 31P (Ackermann et al., 1980) que es va poder
observar estimulació específica del consum de glucosa amb l'activitat de certes árees
cerebrals. Per exemple, l'estimulació lluminosa produeix increments de 10-50% en el
metabolisme de la glucosa de lescorga visual humana (Reivich and Alavi, 1983). De la
mateixa forma, en el període de son que no correspón al REM s'observen disminucions
del 20-30% en el consum de glucosa de l'escor^a respecte ais individus desperts, mentre

que durant el REM augmenta notablement aquest consum i s'equipara al deis individus
desperts (Buchsbaum etal., 1989).

Una de les característiques més notóries de la via glicolítica és que transcorre
essencialment de forma aeróbica, amb un coeficient respiratori proper a 1. La formado de
lactat és molt reduida donat que la major part del piruvat s'incorpora al cicle deis ácids
tricarboxílics. Només en condicions amb una manca d'oxígen com la isquémia i la
hipóxia, s'observa una alta producció de lactat que correspon a un augment de la glucólisi
anaeróbica (Lowry et al., 1964; Kintner et al., 1980). Aquests nous métodes d'estudi del
consum regional de glucosa indiquen que durant l'estimulació táctil o visual el
metabolisme de la glucosa augmenta un 50% mentre el consum d'oxigen només ho fa en

un 5%, indicatiu d'una significativa metabolització anaeróbica (Fox and Raichle, 1986;
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Fox et al., 1988). Aixó suggereix que les cél.lules nervioses es troben a prop del seu

límit oxidatiu en l'estat de repos i una estimulació afegida produirá una activado de la
glucólisi anaeróbicament. Aquesta activació podría estar relacionada amb l'estimulació
directa pels productes de la Na+/K+ ATPasa (Lear, 1990).

Les rutes del metabolisme de carbohidrats al cervell són similars a les que operen

generalment en totes les cél.lules de mamífer. La glucólisi és la principal via de
degradació de la glucosa al cervell i transcorre a una velocitat elevada, 18-20 jimol. g.*
Lh*1 (Mcllwain and Bachelard, 1985). Des del punt de vista del control de la via, les
reaccions catalitzades per la fosfoglucoisomerasa, aldolasa, fosfoglicerat mutasa i enolasa
es troben en situació d'equilibri; aquest fet les exclou de constituir punts de control de la
velocitat de la ruta. Els principáis punts de regulació d'aquesta via són l'entrada de
glucosa per fosforiüació a glucosa 6-fosfat catalitzada per lTiexoquinasa (HK) i el pas de
fructosa 6-fosfat a fructosa 1,6-bisfosfat catalitzat per la 6-fosfofructo 1-quinasa (PFK)
(Lowry and Passonneau, 1964). En certes condicions la, piruvat quinasa té també
comportament regulador.

El piruvat és transformat en acetil-CoA per la piruvat deshidrogenasa. En aquest
punt conflueixen les vies de degradació de la glucosa i deis cossos cetónics. Els cossos
cetónics són també transformáis en acetil-CoA mitjan^ant tres reaccions que tenen lloc a
la mitocóndria, catalitzades per la P-hidroxibutirat deshidrogenasa, 3-oxoácid CoA
transferasa i racetil-CoA tiolasa. Aquests tres enzims són presents en el cervell adult
malgrat que la seva activitat disminueix molt al Uarg del desenvolupament (Cremer and
Heath, 1974). L'acetil-CoA sintetitzat per les dues rutes s'incorporen al cicle deis ácids
tricarboxñics que presenta característíques similars amb els altres teixits.

Com a característíques especifiques del metabolisme hidrocarbonat cerebral está la
no existéncia de gluconeogénesi apreciable degut a la inexisténcia d'activitats glucosa 6-
fosfatasa i fructosa 1,6-bisfosfatasa (Dienel et al., 1988). Un altre tret diferencial són les
baixes reserves de carbohidrats al cervell. Els nivells de glucogen, 0.1-0.2 mg. g teixit-1 •

(Nahas and Abdul-Ghani, 1989) són molt baixos per mantenir compensades més d'uns
minuts les necessitats energétiques cerebrals. Aixó fa que les cél.lules nervioses siguin
absolutament depenents de l'aportació continua de substrats energétics procedents del
flux sanguini i que qualsevol disminució d'aquesta aportado tingui conseqüéncies
irreversibles per la funcionalitat d'aquest teixit.

El cicle de les pentoses contribueix relatívament poc al consum global de glucosa
(aproximadament el 10%). Els enzims que participen en aquesta via presenten unes
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activitats de 10 a 40 vegades més petites que els corresponents a la via glucolítica i, a

més, les concentracions de NADP+ i NADPH, cofactors d'aquesta via, són també 10-20
vegades més baixes que les de NAD+ i NADH, cofactors de la via glucolítica. La funció
básica d'aquesta ruta metabólica és l'aportació del NADPH necessari per a la síntesi de
lípids, especialment durant el desenvolupament i en les cél.lules productores de mielina i,
per proveir d'esquelets de ribosa per a la biosíntesi de nucleótids.
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Figura 1.3.- Rutes del metabolisme energétic cerebral.
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Una altra característica del metabolisme energétic cerebral és la formació d'ácid y-

aminobutúic (GABA). La producció de GABA es realitza per un curtcircuit en el cicle
deis ácids tricarboxílics (Figura 1.3). El curtcircuit és desfavorable energéticament, es

produeix el mateix nombre de molécules de NADH perb no es produeix el GTP que es

dona en el cicle deis ácids tricarboxílics en el pas de succinil-CoA a succinat. D'aquesta
forma es genera un ATP menys quan el flux a través del cicle segueix el curtcircuit. La
seva fundó principal será la síntesi de GABA, necessari com a neurotransmissor
inhibitori. Aquesta idea es corrobora amb les dades que apunten que el curtcircuit no está
homogéniament distribuit en el cervell donat que l'enzim clau per a la síntesi del GABA,
la glutamat decarboxilasa es troba només en les neurones GABAérgiques, que l'utilitzen
com a neurotransmissor. El GABA alliberat será recaptat per les cél.lules glials
circundants que sí disposen de tota la maquinária enzimática per transformar el GABA
fins a sucdnat i reintegrar-lo en el dele deis ácids tricarboxílics.

Unes altres vies molt importants en el teixit cerebral són les de síntesi per

transaminació deis aminoácids dicarboxílics glutamat i aspartat que, com sliavia indicat,
no disposen de transportadora per travessar la barrera hematoencefálica en la direcció
sang-cervell. Els nivells de glutamat i aspartat en cervell són molt més elevats que en

altres teixits (5-10 mM i 2-3 mM respectivament) (Bradford, 1988). A partir de 2-
oxoglutarat i oxaloacetat se sintetitzen per transaminació per l'aspartat aminotransferasa o
aminació per la glutamat deshidrogenasa. El glutamat i l'aspartat están involucrats en
biosíntesi de proteines i en neurotransmissió. Igualment, la glutamina i l'alanina es traben
a altes concentracions i són sintetitzades per la glutamina sintetasa i l'alanina
aminotransferasa respectivament.

Un gran nombre de dades experimentáis suggereixen que existeix una certa

compartimentació i especialització en la utilització de substrats entre neurona i glia. La
glucosa sembla ser metabolitzada preferentment per les neurones mentre els altres
substrats són captats fonamentalment per les cél.lules glials. Els oligodendrócits tenen
nivells molt escassos de glucogen i un nombre molt alt de mitocóndries. El seu

metabolisme sembla altament dirigit cap a la síntesi i recanvi de mielina en el sistema
nerviós central. Els astrócits són les cél.lules nervioses amb més dipósits de glucogen i
poden aportar intermediarás del cicle del ácids tricarboxílics a les neurones de forma que
es supleix el consum per la utilització d'aquests intermediarás (GABA, glutamat, etc.)
com a neurotransmissors o neuromoduladors. Enzims anaplerótics, com la piruvat
carboxilasa s'expressen selectivament en astrócits. A més tenen funcions de recaptació i
metabolització de substáncies excretades per les neurones durant la seva activitat. Per
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exemple, el glutamat alliberat al medí extracel.lular com a neurotransmissor és recaptat

per les cél.lules glials, convertit en glutamina i reciclat cap a succinat. Posteriórment
s 'exportara de nou cap a les neurones en forma de malat o 2-oxoglutarat (Lajtha et al.,
1979).

REGULACIO DEL METABOLISME HIDROCARBONAT CEREBRAL

La regulació del metabolisme hidrocarbonat és important en relació a la capacitat del
cervell d'adaptar-se rápidament a les alteracions del medi exterior per modificació de la
velocitat de reaccions enzimátiques especifiques. Aqüestes reaccions enzimátiques són
considerades reguladores quan s'observa que in vivo no es troben en una situado
d'eqiiilibri entre substrats i productes i si responen a variacions fisiológiques per
disminució o augment de la seva velocitat (Krebs and Komberg, 1957). Analitzarem els
principáis punts de regulació de les diferents vies metaboliques cérebrals.

Transport de glucosa.- Si el transport de glucosa pot constituir un punt de
regulació i restricció del consum per la cél.lula depen de la relació entre la velocitat del
transport a través de la barrera hematoencefálica i la seva fosforil.lació. Les dades
obtingudes in vitro i in vivo indiquen que la velocitat de transport excedeix almenys 3
cops a la velocitat de fosforil.lació (Lund-Andersen and Kjeldsen, 1977). La relació entre
les velocitats de transport i fosforil.lació in vivo es poden estimar per la relació entre les
concentracions de glucosa plasmática i la intracel.lular. Es pot fer l'aproximació que el
transport, tan en la direcció sang-cervell com a la inversa, segueix una cinética de
Michaelis-Menten segons l'equació:

T TAmax Amax

J = Cp Ce
Cp+Kt Cp+Kt

on J correspón al flux net, Tmax és la velocitat máxima del transport, Kt és la constant
d'afinitat del transportador i Cp i Ce són les concentracions plasmática i cel.lular de
glucosa respectivament (Lund-Andersen, 1979). Si prenem la concentració plasmática de
glucosa com 6 mM i substituim els valors de les constants obtinguts in vivo es pot
calcular que la concentració de glucosa in vivo hauria de correspondre a uns 2 mM.
Aquests són els valors obtinguts per la concentració de glucosa cel.lular in vivo (Veech et

al., 1973; Ruderman et al., 1974). Aquests resultats descartaven altres anteriors que
indicaven nivells de glucosa molt inferiors, peró determinats en condicions on el teixit

soportava un procés d'isquemia perllongada que exhauria les reserves de glucosa lliure
(Veech et al., 1973). De tots aquests resultats es pot concloure que, en condicions
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normáis, el transpon de glucosa a través de la barrera hematoencefálica no és un procés
limitant en el consum global de glucosa. Malgrat aixó, en condicions d'isquémia i de
hipoglicémia, el transpon pot ser un factor limitant quan els valors de glucosa plasmática
arriben a valors inferiors a 2-3 mM (Figura 1.4). En el mateix sentit, s'ha observat una
disminució de més de cinc vegades en la quantitat de transportador durant el període
neonatal (Sivitz et al., 1989) o a la meitat durant la diabetis experimental (Pardridge et al.,
1990) que estaña relacionada amb la utilització de substrats altematius durant aquesta fase
del desenvolupament i durant la diabetis.
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Figura 1.4.* Correlació entre concentració de glucosa cerebral i la seva

concentrado a sang.

Modificada de Lund-Andersen (1979).

Metabolisme del qlucoeen.- El glucogen actúa com a reserva energética en el
cervell, malgrat que els seus nivells són molt baixos en comparado ais nivells existents a
múscul o fetge. Aquest glucogen es troba distribuit a totes les árees cerebrals i en tots els
tipus cel.lulars, encara que predominantment en els astrócits (Phelps, 1975; Cataldo and
Broadwell, 1986). La concentració de glucogen en cervell sembla remarcáblement
constant en una extensa varietat de condicions com el dejuni (Goldberg and OToole,
1969) o la diabetis (Nelson et al., 1968). La funció fisiológica atribuida a les reserves de
glucogen és la seva mobilització en resposta a increments locáis en l'activitat neuronal
(Fox et al., 1988) o en situacions d'estrés i manca de substrats energétics com la
isquémia, l'anóxia, les convulsions o el trauma (Lowry et al., 1964; Watanabe and
Passonneau, 1974; Kintner et al., 1980) degut ais augments d'AMP i AMP cíclic
(Watanabe and Ishii, 1976). Paralel.lament, un increment en els seus nivells estará
associat a una activitat neuronal disminuida en situacions d'aportado energética suficient
com durant períodes d'anestésia (Nelson et al., 1968) o hibernado (Ibrahim, 1975).
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El metabolisme del glucogen está regulat per les activitats relatives de la glücogen
sintasa i la glucogen fosforil.lasa. Aqüestes dues activitats es troben regulades en sentit
oposat per mecanismes de tipus al.lostéric i per modificació covalent a través de cascades
de senyals de fosforil.lació/defosforil.lació. La glucogen fosforil.lasa és activada
potentment per l'AMP mentre la glucosa-6-fosfat, descrita com un inhibidor de l'enzim
muscular, no té efectes inhibidors sobre la glucogen fosforil.lasa cerebral (Newgard et

al., 1989). En canvi, la glucosa 6-fosfat actúa com a potent activador de la glucogen
sintasa a (activa) (Goldberg and OToole, 1969). En astrócits transformats s'ha observat
un potent efecte inhibidor de la glucosa sobre la fosforil.lasa a (Cummins et al., 1983).
D'aquesta forma en situacions d'alt consum energétic i/o manca de substrats extems es

produirá activació de la glucogenolisi per augment de l'AMP i la paral.lela disminució
deis nivells de glucosa i de glucosa 6-fosfat.

La regulado covalent de les dues activitats es realitza fonamentalment a través de
cascades de fosforil.lació que inclouen la fosforil.lasa kinasa, la PKA i la fosfoproteina
fosfatasa 1 (PP-1). La fosforil.lasa quinasa activa la glucogen fosforil.lasa i inhibeix la
sintasa. Aquesta fosforil.lasa quinasa és depenent de Ca2+ i alhora, és activada per
fosforil.lació per la PKA. La PP-1 catalitza els processos de defosforil.lació. La PP-1 es
inhibida per la glucogen fosforil.lasa impedint que defosforil.li (activació) la glucogen
sintasa si no defosforil.la (activa) en primer lloc la glucogen fosforil.lasa a. Aquesta
regulació produeix caigudes en els nivells de glucogen en resposta a hormones i factors
que actuin sobre els receptors a i (5-adrenérgics o en resposta a neurotransmissors o

neuromoduladors (Magistretti, 1988).

Glucólisi.- Les tres vies que divergeixen a partir de la glucosa 6-fosfat tenen
activitats molt diferents. La síntesi de glucogen i la ruta de les pentoses tenen lloc a unes
velocitats molt inferiors que la glucólisi, la qual en condicions control utilitza 18-20 prnol
glucosa, g teixit'Lh'1 peró que pot, en certes condicions, actuar a fluxos molt més
elevats. Aixó ens indica que els enzims glicolítics generalment actúen a velocitats molt
inferiors a les seves capacitats máximes. Estudis realitzats mesurant les concentracions de
diversos intermediaris metabólics de la via glucolítica en diferents situacions
experimentáis (Figura 1.5) han identificat com a punts de control principal les etapes
catalitzades per l'hexoquinasa, la 6-fosfofructo 1-quinasa i la piruvat quinasa (Lowry et
al., 1964).
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Figura 1.5.- Canvis percentuals respecte el temps cero en la concentració de
diversos metabólits cerebrals durant els primers 25 segons d'isquémia.

Adaptada de Lowry et al., (1964). Les abreviatures utilitzades són: PCr, fosfocreatina; G, glucosa;

G6P, glucosa 6-fosfat; FDP, fructosa 1,6-bisfosfat; DHAP, fosfat de dihidroxiacetona; 3PG, 3-

fosfoglicerat; 2,3PG, 2,3-bisfosfoglicerat; 2PG, 2-fosfoglicerat; PEP, fosfo-enol-piruvat; PYR, piruvat;

LACT, lactat.

Hexoquinasa.- L'hexoquinasa cerebral, corresponent a risoenzim tipus I (Wilson,
1980), representa el primer punt de control de l'entrada de glucosa a la cél.lula nerviosa.
La seva activitat máxima és d'aproximadament 10 U.g teixir1 (Mcüwain and Bachelard,
1985), activitat molt més alta que la velocitat de consum de glucosa detectada (Siebert et
al., 1986). Aquesta alta activitat es troba inhibida pels seus productes: glucosa 6-fosfat
(K, de 0.4 mM) i ADP (K¡ de 0.4 mM). També presenta inhibició per excés de substrat,
ATP i glucosa, de forma que en condicions control es troba inhibida en un 97% (Wilson,
1980). La glucosa 1,6-bisfosfat ha estat descrit com un inhibidor de l'hexoquinasa a més
d'actuar com un cofactor de la fosfoglucomutasa (Beitner ,1985; Beitner, 1990). Els seus

nivells cauen rápidament durant la isquémia (Passonneau et al., 1969) probablement
degut a l'augment dTMP, que actúa com un potent activador de la glucosa 1,6-
bisfosfatasa (Guha and Rose, 1982). El seu paper com a regulador de l'hexoquinasa
cerebral ha estat discutit donat que l'isoenzim tipus I, únic isoenzim present en cervell,
és set vegades més sensible a la inhibició per glucosa 6-fosfat que per glucosa 1,6-
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bisfosfat (Beitner, 1985, Yip et al., 1988) a més, la distribució del metabólit i deis enzims
implicats en el seu metabolisme no es correlacionen amb les dades del consum de glucosa
(Yip et al., 1988).

Al contrari que els altres enzims glicolítics, entre un 30% i un 70% de
rhexoquinasa present al cervell es troba unida a membranes d'orgánuls intracel.lulars a

través del seu extrem N-terminal (Xie and Wilson, 1988). Aquesta unió és controlada
pels nivells de glucosa 6-fosfat, que indueixen la solubilització de l'enzim. S'ha descrit
que aquests dos estats vanen la seva proporció relativa en situacions com isquemia (Knull
et al., 1973) o diabetis (Ouchi et al., 1975). En vista a tots aquests resultats s'ha
hipotetitzat que l'enzim s'uneix a la membrana mitocondrial i aixó afavoreix la
disponibilitat de l'ATP generat a la mitocóndria i que actuaría com a substrat per

rhexoquinasa (Arora and Pedersen, 1988). Malgrat tot, la funció fisiológica d'aquesta
unió no está clarificada. S'ha demostrat que aquesta fracció particulada no sois es troba
unida a mitocóndria sinó també, i de forma preferent, a les membranes de la fracció
microsomal (Parry and Pedersen, 1990). A més, donat que els nivells de glucosa 6-fosfat
són els qui controlen en major parí aquesta unió, aquest sistema sembla ser més un

sistema passiu de regulació depenent d'altres mecanismes (en especial modificacions
d'activitat PFK que alterarien els nivells de glucosa 6-fosfat) que un veritable mecanisme
de control independent (Bessman and Geiger, 1980).

6-Fosfofructo 1-quinasa.- La formació de fructosa 1,6-bisfosfat per pan de la
fosfofructoquinasa (PFK-1) és considerada com el punt de control principal de la via
glucolítica. La PFK-1 a cervell, com ais altres teixits, está subjecta a una complexa
regulació de la seva activitat, essencialment per modificació al.lostérica (Passonneau and
Lowry, 1963).

El P¡, l'AMP, l'AMP cíclic i els cations monovalents K+ i NH4+ són activadors de
la PFK-1 a l'igual que la fructosa 6-fosfat i el seu producte, la fructosa 1,6-bisfosfat. La
glucosa 1,6-bisfosfat, a més del seu efecte inhibidor sobre niexoquinasa, és activador de
la PFK-1 (Beitner, 1990). La fructosa 2,6-bisfosfat i la ribosa 1,5-bisfosfat actúen com

un potents activadors a concentracionsmolt baixes (Foe and Kemp, 1985; Vora et al.,
1985; Staal etal., 1987; Ishikawa et al., 1990) (Figura 1.6), habent-se descrit augment
en els seus nivells durant l'activació de la glucólisi durant els primers moments

d'isquémia in vivo (Yamamoto et al., 1990).
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Figura I.6.- Comparació de l'activació de la PFK-1 per diversos sucres

bisfosforil.lats.

Adapatada de Ishikawa et al., (1990). L'activitat PFK-1 va ser determinada en presencia de les
concentracions indicades de cada sucre bisfosforil.lat. Les abreviaturas utilitzades són: Fru 2,6-P2, fructosa
2,6-bisfosfat; Rib 1,5-P2, ribosa 1,5-bisfosfat; Glc 1,6-P2, glucosa 1,6-bisfosfat; PRPP, fosforibosil
pirofosfat; Ru 1,5-P2, ribulosa 1,5-bisfosfat; Sed 1,7-P2, sedoheptulosa 1,7-bisfosfat; mino 1,4-P2,
mioinositol 1,4-bisfosfat.

Com a principáis inhibidors de la seva activitat es troben l'ATP, substrat de la
reacció peró també inhibidor a altes concentracions i el citrat. Aquesta inhibició és més
alta per l'ATP lliure que per l'ATP-Mg (Macllwain and Bachelard, 1985). La inhibició
per part del citrat garanteix la interregulació entre la via glucolítica i el cicle deis ácids
tricarboxílics (Newsholme et al., 1977) de forma que l'acumulació d'un intermediari del
cicle deis ácids tricarboxílics disminueix l'entrada de piruvat procedent de la glucólisi per
disminució del flux glicolític. En situació d'isquémia o hipoglicémia severa, on es

produeix una important caiguda d'ATP amb l'augment consegüent de la concentrado
d'AMP, es produirá una activació neta del flux per l'efecte inhibidor de l'ATP coordinat
amb l'efecte activador de l'AMP i el P¡. L'extensió de la inhibidó per citrat i ATP, actuant

sinergísticament, dependrá de la concentrado plasmática d'aquests donat que els dos són
sintetitzats a les mitocóndries.
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S'ha observat modificació covalent per fosforil.lació per la proteína quinasa
depenent d'AMP cíclic (PKA) i per proteína quinasa C (PKC) (Foe and Kemp, 1984;
Hofer et al., 1985). La modificació induída per PKA sembla no alterar significativament
cap deis parametres cinétics de la PFK-1 (Foe and Kemp, 1984) mentre la fosforil.lació
in vitro per PKC no altera la Vmax peró augmenta notablement l'afinitat per la fructosa 6-
fosfat (Hofer et al., 1985). aquesta fosforil.lació independent d'AMP cíclic no s'ha pogut

comprobar in vivo en céüules de cervell peró sí en cél.lules procedents de gliomes (Staal
et al., 1987).

La PFK-1 es troba en els teixits de mamífer en 3 formes isoenzimátiques diferents,
la tipus M, corresponent a múscul, la tipus L, corresponent a fetge i la tipus C,
corresponent a cervell (revisat per Dunaway, 1988). Estudis inmunológics amb
anticossos específics contra aquests isoenzims demostren que en cervell s'expressen els
tres isoenzims. Les proporcions de les diferentes subunitats en teixits humans són 50%
de tipus M, 15-25% de tipus L i 20-30% de tipus C (Staal et al., 1987, Dunaway et al.,
1988), variant aqüestes proporcions en gliomes, on augmenta el percentatge conesponent
a la forma L (Staal et al., 1987). Aqüestes proporcions es mantenen gairebé constants en
diverses regions cerebrals estudiades i entre els diferents tipus cel.lulars (Dunaway and
Kasten, 1985). Aquests tres isoenzims presenten propietats cinétiques diferenciades entre
sí. La sensibilitat a la inhibició per ATP segueix l'ordre L>C>M mentre la sensibilitat a la
inhibició per citrat segueix l'ordre C>M>L (Vora et al., 1985). L'isoenzim específic de
cervell és el que presenta menys afinitat per la fructosa 6-fosfat i una menor sensibilitat a
l'activació per fructosa 2,6-bisfosfat, amb una constant d'activació de 5 |iM (Staal et al.,
1987; Vora et al., 1985) valor que es troba entom de la concentració de fructosa 2,6-
bisfosfat trabada a cervell (Pauwels and Trouet, 1984; Yamamoto et al., 1990).

Durant el desenvolupament es produeix una expressió progressiva de la PFK-1,
que segueix el mateix perfil que la resta d'enzims implicats en la via glucolítica. Els
nivells fetals i durant les dues primeras setmanes en cervell de rata són molt petits,
produint-se posteriorment un augment de més de 20 cops arribant ais valors d'activitat de
cervell adult (revisat a Mcllwain and Bachelard, 1985). Durant la diabetis experimental
s'ha observat una disminució en l'activitat máxima PFK-1 i en el seu transpon axonal que

pot ser previngut per gangliósids. Aqüestes variacions observades poden estar degudes a
variacions en la síntesi/degradació de l'enzim o bé modificadons en la seva activitat
máxima (Calcutt et al., 1988).
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La regulació de l'activitat PFK-1 en cervell sembla fortament lligada ais efectes
inhibitoris produits peí citrat (Newsholme, 1977) i la cárrega energética. Dades
experimentáis obtingudes en situacions de disponibilitat de cossos cetónics per part del
cervell, com són la diabetis i el dejuni, semblen confirmar-ho (Ruderman et al., 1974).
En el metabolisme energétic del neonat, la PFK-1 també es troba inhibida peí citrat
provinent de la degradació de cossos cetónics i lactat, permetent l'estalvi de glucosa que

pot ser desviada per la ruta de les pentoses en una situació d'elevada biosíntesi de lípids
(Stumpf and Kraus, 1979). En situacions on el consum d'ATP supera la seva biosíntesi,
es produirá una davallada en la concentració d'ATP, inhibidor, i un augment en la
d'AMP, activador de la PFK-1. El resultat global será l'augment del flux glicolític i un

restabliment de la cárrega energética cel.lular. Aqüestes variacions en l'activitat PFK-1
produiran variacions en els nivells de glucosa 6-fosfat que com veiem era el modulador
més important de lliexoquinasa; d'aquesta forma s'acoblaran les dues activitats i el
conjunt de la via.

Piruvat quinasa.- Estudis d'electroenfocament i detecció específica deis diversos
isoenzims de la piruvat quinasa indiquen que la forma present a cervell correspon a la
forma muscular Mi (Marie et al., 1976). Aquest isoenzim, al contrari que les altres
formes M2 i L, no es troba modulat per fructosa 1,6-bisfosfat ni per l'ATP. Al contrari
que la forma hepática que está altament regulada per fosforil.lació depenent d'AMP cíclic,
l'isoenzim cerebral no és fosforil.lat per PKA (Dentón and Halestrap, 1979). Aqüestes
dades indiquen que l'activitat piruvat quinasa cerebral está molt menys regulada que en
d'altres teixits. La seva activitat dependrá básicament de la disponibilitat del seus
substrats ADP i fosfoenolpiruvat, la qual estará determinada per l'activitat global de la via
i en especial per la PFK-1.

Cicle deis ácids tricarboxílics.- El cicle deis ácids tricarboxílics, en general,
presenta un tipus de regulació similar a la d'altres teixits. La seva velocitat está
control.lada per l'estat redox mitocondrial a través de la inhibició per NADH. El ratio
NADH/NAD+ está lligat al ratio ATP/ADP mitocondrial que en darrera instáncia
representa el potencial de fosforil.lació general de la cél.lula (Williamson and Cooper,
1980). Altres parámetres que influeixen en la velocitat del cicle són les relacions
NADPH/NADP+, succinil-CoA/CoA i citrat/oxaloacetat. Els punts de regulació del cicle
que catalitzen reaccions que no es troben en equilibri són: la formació d'acetil-CoA per la
piruvat deshidrogenasa, l'entrada d'acetil-CoA en el cicle catalitzada per la citrat sintasa i
en menor grau els processos catalitzats per la isocitrat deshidrogenasa i la 2-oxoglutarat
deshidrogenasa.
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La piruvat deshidrogenasa és el punt limitant més important, restringint la quantitat
total de piruvat que entrará en el cicle via acetil-CoA. Es de destacar que, en cervell,
1'acetil-CoA format és gairebé tot oxidat en el cicle deis ácids tricarboxílics i molt poc és
utilitzat per a la biosíntesi de lípids. La piruvat deshidrogenasa es troba en forma d'un
complex multienzimátic que té la seva activitat regulada per mecanismes al.lostérics i per

fosforil.lació/defosforil.lació. Presenta una forta inhibició per part deis seus productes de
reacció, 1'acetil-CoA i el NADH. la seva activitat será dones contrallada per els ratios
NADH/NAD+ i acetil-CoA/CoA (revisat a Dentón and Halestrap, 1979). A més presenta

regulació a través de fosforil.lació per una quinasa no caracteritzada fins al moment. La
fosforil.lació (inactivació) de la piruvat deshidrogenasa está afavorida per altes relacions
Acetil-CoA/CoA i NADH/NAD+ i inhibida peí piruvat, ADP, Ca 2+ i K+ (Dentón et al.,
1975).

L'entrada de 1'acetil-CoA en el cicle per condensació amb l'oxaloacetat és un altre punt
de control. L'activitat in vivo está molt influida per la disponibilitat deis seus substrats
(Krebs, 1967), i está afectada per ácids di i tricarboxílics, ATP i diversos acil-CoAs
(Williamson and Cooper, 1980; Wiegand and Remington, 1986). La demostració de que

l'enzim es troba fortament unit a la membrana mitocondrial obra la possibilitat de que

variacions en el microambient que envolta a la citrat sintasa influexin fortament en la seva
activitat in vivo (Wiegand and Remington, 1986). La isocitrat deshidrogenasa presenta
activació per ADP-Mg que conjuntament amb la inhibició de la citrat sintasa per l'ATP
asseguren la implicació directa del potencial de fosforil.lació marcat per la relació
ATP/ADP en el control del cicle.

Cossos cetdnicsLa utilització de cossos cetónics és proporcional a la seva
concentrado plasmática. Com els nivells plasmátics de p-hidroxibutirat són uns 5-6 cops

superiors ais d'acetoacetat, la proporció en que participa en el metabolisme energétic
cerebral és superior en la mateixa proporció (Sokoloff, 1973; Owen et al., 1967). La
velocitat de la seva metabolització está limitada per la disponibilitat, marcada per la seva
concentració plasmática, i per la velocitat de captació a través del transportador deis ácids
monocarboxílics de la barrera hematoencefalica descrit anteriorment (Miller et al., 1973;
Ruderman et al., 1974). Corrobora aquesta hipótesi el fet de trabar concentracions de
cossos cetónics gairebé indetectables en cervell en situacions on la seva concentració

plasmática es troba molt augmentada com la diabetis i el dejuni (Ruderman et al., 1974).
Aixó implica que un cop travessada la barrera hematoencefálica els cossos cetónics són

rápidament metabolitzats amb l'únic control en l'oxidació del p-hidroxibutirat i del
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acetoacetat és la regulació de Tentrada d'acetil-CoA en el cicle deis ácids tricarboxílics
(Sokoloff, 1973).

Durant la lactáncia s'observa una alta metabolització de cossos cetónics, que són
aportats a través de la dieta per Taita proporció de greixos de la llet maternal. STia
observat, en aquesta situació, un augment en la capacitat del transportador de la barrera
hematoencefálica (Cremer, et al. 1979) i paral.lelament els enzims implicats en la
degradació deis cossos cetónics presenten, en cervell de rata, un pie d'activitat amb uns

nivells quatre vegades superiors ais valors adults o fetals (Leong and Clark, 1984).
També durant el dejuni slia observat un augment en la capacitat del transportador deis
ácids monocarboxílics afavorint la metabolització deis mateixos (Cremer et al., 1976).

Aquesta metabolització deis cossos cetónics dona Uoc a l'efecte d'estalvi de glucosa
quan altres substrats són utilitzats per part del cervell. Aquest efecte s'observa si
mesurem la diferéncia entre les concentracions per aquests metabólits i per la glucosa
entre la sang arterial que irriga el cervell i la venosa (diferéncia arteriovenosa). Quan es

mesura aquesta diferéncia en animáis diabétics s'observa com la diferéncia arteriovenosa
es troba disminuida per la glucosa i augmentada per ais cossos cetónics (Ruderman et

al., 1974; Newsholme et al., 1977). El mecanisme d'aquest estalvi de glucosa és
l'increment que la oxidació deis cossos cetónics produirá en els nivells d'acetil-CoA.
Aquest últim, s'integrará en el cicle deis ácids tricarboxílics conduint a l'augment deis
intermediaris del cicle que produiran un efecte inhibidor de la glucólisi., Aquest efecte
será mediat especialment per la inhibició del citrat sobre la PFK-1 (Newsholme et al.,
1977) i per l'augment en la cárrega energética ceüular.



Capítol 2:

Funció de la fructosa 2,6-bisfosfat
en la regulado del metabolisme

hidrocarbonat cerebral
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FRUCTOSA 2,6-BISFOSFAT

La fructosa 2,6-bisfosfat (Fru-2,6-P2) va ser descoberta estudiant Tacció del
glucagó en el cicle fructosa-6-P (Fru-6-P)/fructosa 1,6-bisfosfat (Fru-1,6-P2) catalitzat
per la PFK-1 i la FBPasa-1 hepátiques (Van Schaftingen et al., 1980). La Fru-2,6-P2
actúa com a potent activador de tots els isoenzims coneguts de la PFK-1 i com a inhibidor
de la FBPasa-1 (Van Schaftingen, 1987; Hue i Bartrons, 1985; Hue i Rider, 1987; Pilkis
i El-Maghrabi, 1988). A concentracions inferiors a l|iM, la Fru-2,6-P2 contrarresta
l'efecte inhibidor de l'ATP i disminueix la Km per la Fru 6-P hepática.Els efectes de la
Fru-2,6-P2 i l'AMP son fortament sinérgics, de forma que poden activar la PFK-1 fins i
tot a concentracions a les quals individualment no tindrien efecte. La preséncia de Fru-
2,6-P2 en tots els teixits de mamífer i els seus efectes sobre uns del principáis enzims
reguladors de la glicolisi han suggerit la importáncia del paper que juga aquest metabólit
bisfosforil.lat en el control del flux glicolític.

En teixit hepátic, en situacions on la glucólisi esta afavorida sobre la
gluconeogénesi com és el cas d'una forta ingesta de carbohidrats (Van Schaftingen et al.,
1980) o durant la realimentació després d"un període de dejuni els nivells de Fru-2,6-P2
tissulars són elevats. Durant la incubació dTiepatócits amb agonistes a-adrenérgics (Hue,
1981) la Fru-2,6-P2 també es troba elevada degut a la mobilització de les reserves de
glucogen amb els conseqüents augments en la concentració de la Fru-6-P. En la situació
oposada, on el flux gluconeogénic és superior al glicolític els nivells de Fru-2,6-P2 es

mantindran baixos. Aquesta situació s"observa durant el dejuni (Van Shaftingen, 1980),
la diabetis (Gil et al., 1986), la regeneració (Rosa et al., 1990), o com a conseqüencia de
la incubació dTiepatócits amb glucagó, adrenalina (Hue et al., 1981; Furuya et al., 1982)
etanol o substrats gluconeogénics (Hue and Bartrons, 1984; Van Schaftingen et al.,
1984). En contraposició a aqüestes dades, quan la glucólisi és estimulada per anóxia no
s"observen increments deis nivells hepátics de Fru-2,6-P2, suggerint que en aqüestes
condicions són els nucleótids i el P¡ els principáis reguladors glucolítics (Hue, 1982).

A més de en fetge, en tots els altres teixits de mamífer s'ha detectat la preséncia de
Fru-2,6-P2- En canvi, hi ha menys evidencies de com aquest metabólit bisfosforil.lat
regula el flux glicolític en aquests teixits. En tots els teixits s"han observat increments de

Fru-2,6-P2 en resposta a l"estimulació per glucosa del metabolisme energétic excepte a

astrócits en cultiu (Pauwels and Trouet, 1984). En canvi, a l'igual que en fetge, no s'han
observat en cap d"ells modificacions que vagin en paral.lel amb l'augment de la velocitat
de glucólisi en condicions anóxiques. S'ha suggerit que la Fru-2,6-P2 pot jugar un paper

important en 1'efecte d'estalvi de glucosa degut ais ácids grassos, cossos cetónics i altres
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substrats altematius a la glucosa. Aquest efecte s"ha observat a múscul esquelétíc i cardíac
on es produeix una disminució en els nivells de Fru-2,6-P2 amb la preséncia de cossos

cetónics i ácids grassos lliures (Rider and Hue, 1987; French et al., 1988). Durant la
diabetis s"ha observat disminucions de Fru-2,6-P2 a cor, teixit adipós i testicles (revisat
per Rider and Hue, 1987). En múscul esquelétíc, Testimulació eléctrica a menys de 5 Hz
no estimula apreciablement la producció de lactat o la degradació de glucogen perd sí
augmenta els nivells de Fru-2,6-P2- En canvi, Testimulació a freqüéncies més altes sí
estimula la glucólisi peró alhora indueix caigudes en els nivells de Fru-2,6-P2. D 'aquesta
forma, sembla que la Fru-2,6-P2 no jugui un paper trascendent en restimulació de la
glucosa durant la contracció muscular (Minatogawa and Hue, 1984). La insulina i
l'adrenalina incrementen el flux glicolític i la Fru-2,6-P2 a múscul esquelétíc i cor (Rider
and Hue, 1987). També es troba implicada en l'alliberament d"insulina per part del
páncreas (Sener et ai, 1984) i en Testimulació per insulina de la glicólisi en teixit adipós
(Sobrino and Gualberto, 1985). Altres teixits com els eritrócits presenten uns nivells
massa baixos i estables per poder suposar que puguin controlar efectivament la glucólisi
(Sobrino etal., 1987; Gallego and Carreras, 1989). A fibroblastes, linfocits, macrófags i
altres tipus cel.lulars slian observat increments en els nivells de Fru-2,6-P2 per exposició
a insulina, ésters de forbol i altres mitógens (Farfanaro et ai,1984; Boscá et al., 1985;
Boscá et al., 1988; Bustos and Sobrino, 1989; Taylor et ai, 1990; Denis-Pouxviel et ai,
1990; Baulida et ai, 1992). En línies cel.lulars cancerases, on la glucólisi es troba
augmentada, els nivells de Fru-2,6-P2 són més elevats que en els corresponents teixits
normáis (Mojena et ai, 1985). Una situado similar s "observa quan fibroblastes d'embrió
de pollastre són transformats amb els oncogens v-src o v-fps (Boscá et ai, 1986;
Marchand et ai, 1992).

La Fru-2,6-P2 está present a neurones i astrócits cerebrals a uns nivells que es traben
dintre del rang de concentracions que es consideren modificadores de Tactivitat PFK-1
cerebral, donat que la concentració per obtenir el 50% d'actívació s"ha calculat com 4.5
|iM (Foe and Kemp, 1985) (Figura 2.1) i la concentració tissular és de l'ordre de 5-6
nmol/g (Pauwels and Trouet, 1984; Yamamoto et ai, 1990; Ventura et ai, 1991;
Ambrosio et ai, 1991). Kuwajima i Uyeda (1982), van observar que els seus nivells
disminuien durant la hipoglicémia aguda per administració d'insulina. Hi ha evidéncies
que indiquen que els nivells de Fru-2,6-P2 no es modifiquen amb Testimulació de la
glucólisi per glucosa ni en Testimulació per anóxia en cél.lules cerebrals (Pauwels and
Trouet, 1984). Ogushi etal. (1990), van obtenir resultats similars in vivo suggerint que

la regulació del consum de glucosa cerebral en aqüestes condicions es debía
fonamentalment a l'acció deis nucleótids, el P¡ i la ribosa 1,5-bisfosfat (Rib 1,5-P2)
descrit com un nou activador transitori de la PFK-1 durant la isquémia complerta. En
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canvi, Yamamoto et al. (1990) han descrit, en un model d'isquémia in vivo per lligació de
les artéries carotídies, augments de Fru-2,6-P2 paral.lels a ractivació del consum de
glucosa i la producció de lactat i anteriors ais canvis en els nivells deis nucleotids o el P¿
suggerint que aquest metabolit sí jugaría un paper en ractivació de la PFK-1 durant els
episodis d'isquémia cerebral.

1 2 3 4 5 10

FRUCTOSA 6-FOSFAT (mM)

Figura 2.1.- Activació de la PFK-1 cerebral per fructosa 2,6-bisfosfat, AMP i
P¡ a pH 7.2.
Figura adaptada de Foe and Kemp, (1985). L'activitat va ser mesurada a una concentració d'ATP

0.5 mM. Els simbols utilitzats són: (•), cap adició; (O), lmM AMP; (A), 45mM Fructosa 2,6-bisfosfat;
(O), 2mM P¿.

Per identificar les condicions en les que la Fru-2,6-P2 pugui exercir control sobre la
glucólisi cerebral, l'abordatge més senzill consisteix en la búsqueda de condicions on el
consum de glucosa i el nivells de Fru-2,6-P2 variessin en la mateixa dirrecció. Per aixó, i
en base a aqüestes dades ens vam plantejar l'estudi del paper d'aquest metabolit
bisfosforil.lat estudiant situacions on variés aquest flux:

1. Situacions d'interrupció aguda de l'aportació de substrats energétics.
2. Situacions d'aportació de substrats energétics altematius a la glucosa.
3. Variacions durant el desenvolupament.
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METABOLISME CEREBRAL DURANT L' ISQUEMIA

L'activitat cerebral depén per a les seves necessitats del bescanvi de nutrients i
productes de rebuig amb l'exterior. Donat que la isquémia és un procés on s 'altera la
circulació cerebral, les conseqüéncies básiques serán un tall en el subministrament
d'oxigen i altres substrats energétics i una acumulado de productes residuals en el
cervell. En aqüestes condicions, el cervell actuará com un sistema biológic tancat.

El metabolisme energétíc cerebral és simplificadament l'equilibri entre la utilització
de l'ATP i la seva resíntesi per fosforil.lació de l'ADP. Durant l'activitat intensa o manca

de substrats externs, els nivells d'ATP poden ser compensáis momentániament per

variacions en els equilibris de la creatina quinasa i l'adenilat quinasa i per un augment en

la glucólisi cerebral que compensi el menor rendiment energétíc deis substrats obtingut en
condicions anóxiques (Siesjo, 1988). Seguint la completa interrupció de la circulació
sanguínea cerebral i la caiguda de les reserves energétiques intracel.lulars, els nivells
d'ATP s'exhaureixen totalment en un temps entre 5-10 minuts així com la cárrega
energética tissular (Figura 2.2 i 2.3) expressada com:

[ATP] + 0.5 [ ADP]
C.E. =

[ATP] + [ADP] + [AMP]

Les reserves tissulars de fosfocreatina (PCr) són consumides durant el primer
minut d'isquémia en animáis no anestesiats o els primers minuts en animáis préviament
anestesiats. S'ha observat que l'anestésia amb anestésics com el pentobarbital indueixen
un enlentiment en els processos metabolics cerebrals que es tradueixen en una menor
velocitat de consum deis substrats.endógens en situacions d'anóxia o isquémia (Lowry et
al., 1964). Aquesta rápida caiguda de PCr es pot explicar peí fet que les concentracions
d'ADP i H+ són rápidament incrementades i desplacen requilibri de la reacció que

catalitza la creatin-quinasa (PCr + ADP + H+ Cr + ATP) (Siesjo er al., 1972).

Com s'observa a la figura 2.2, la concentració de lactat arriba a un valor máxim ais
2-3 minuts d'isquémia. Aquest resultat és coherent amb el fet que durant la isquémia
complerta la producció de lactat está limitada per les reserves tissulars (Lowry et al.,
1964). En paral.lel amb aquest increment de lactat es produeix una disminució del pH
intracel.lular fins arribar a un valor plateau proper a 6.5 (Brooks et al., 1989). En
contrast, la degradado de fosfolípids de membrana amb la conseqüent aparició d'ácids
grassos lliures no arriba a un valor plateau sino que augmenta al llarg del temps

d'isquémia (Ljunggren etal., 1974).
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Figura 2.2.- Canvis en el pH¡, cárrega energética i concentracions cerebrals de
fosfocreatina, lactat i ácids grassos lliures durant la isquémia complerta i posterior
recircul.lacio.

Adaptada de SiesjO, (1984).

La caiguda en la cárrega energética i el blocatge deis transportadors iónics de
membrana permet la sortida de K+ de l'interior cel.lular que alhora conduiex a Tentrada
de Ca2+ al citoplasma. A més la degradació deis nucleótids fosforil.lats produeix
Tacumulació d'adenosina lliure i Talliberament de neurotransmissors. Donat que la
noradrenalina i l'adenosina són coneguts activadors de receptors amb activitat adenilat
ciclasa, el resultat será una acumulació de fins a 8 vegades els valors control de AMP
cíclic (AMPc) (Watanabe and Ishii, 1976). Neurotransmissors com el glutamat o

l'aspartat, que actúen activant canals de Ca , produiran també entrada d'aquest ió a

Tinterior cel.lular. L'acumulació de Ca2+ i AMPc provocará, entre altres efectes,
rimmediata mobilització de les reserves del glucogen present en astrócits i neurones per
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activació de la glucogen fosforil.lasa. Els astrócits, amb un contingut de glucogen més
elevat, poden utilitzar-lo produint un estalvi de glucosa del qual es beneficien les
neurones del seu entom. L'ordre d'utilització deis substrats endógens per part del cervell
és PCr, glucosa, glucogen i ATP respectivament.

La mobilització deis substrats endógens es produeix amb una activació de 4 a 7
vegades en el flux glicolític. Estudis de cross-over amb les variacions en les
concentracions deis metabólits intermediaris de la glucólisi donen evidencies que l'únic
punt important de control és el pas que catalitza la PFK-1 (Lowry et al., 1964). Altres
punts de control coneguts com l'hexoquinasa i la piruvat quinasa no s'han identificat
com a punts de control especialment importants en aquests processos. En un model
d'isquemia complerta per decapitació aquesta activació té lloc en els primers 30 segons
mentre posteriorment es produeix una inoperativitat de tota la via en un moment on els
intermediaris glicolítics es troben gairebé exhaurits. Resultats similars s'han trobat en

models d'isquemia per lligació de les artéries carotídeas o durant la perfusió hipóxica o
anóxica (Kintner et al., 1980; Yamamoto et al, 1990). Interessantment, en aquests

models s 'observa que la reperfusió normóxica després d'un període isquémic o anóxic
produeix, en primer terme, una acumulació d'hexoses 6-fosfat, indicant un bloqueig del
metabolisme energétic a nivell de la PFK-1 reversible amb el temps (Kintner, 1980).

FUNCIO DE LA FRUCTOSA 2,6-BISFOSFAT DURANT L' ISQUEMIA

Tots els models d'isquemia complerta plantegen el problema metodológic d'establir
sense error el temps zero d'isquemia. En els métodes clássics de congelació per immersió
en nitrogen líquid existeix un marge de temps important fins que el teixit adquireix una

temperatura on es bloquegen les reaccions metabóliques. Aquest problema és més
important en estructures molt protegides de l'exterior i de disseeció relativament lenta com
en el cas del cervell. El temps de congelació per immersió en nitrogen líquid estimat per
mesura de la temperatura amb termoparells introduits a diferent profunditat en les capes

corticals era aproximadament de 30 segons per a capes situades a 5 mm de profunditat
(Obrenovitch et al., 1988). Per eliminar aquesta incertesa en el temps de congelació en els
anys 60 es van desenvolupar técniques de congelació rápida com l'aparell de "freeze-
blown” dissenyat per Veech et al. (1973).

Per obtenir mostres carents de isquémia artefactual post-mortem vam utilitzar en el
nostre model de rata másele Sprague-Dawley el métode de sacrifici per radiació de
microones (Ventura et al., 1990; Ambrosio et al.,1990). En aquest métode els animáis
rebien una radiació de microones, focalitzada al crani, de 4.5 kW durant 0.8 segons de
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forma que es produeix instantáneament la desnaturalització de les proteines cerebrals.
Aquesta técnica permet obtenir dades de metabólits termoestables molt properes al temps
zero d'isquémia. Per a les determinacions d'activitats enzimátiques vam utilitzar el métode
clássic de decapitació en nitrogen líquid. A la Figura 2.3 pot observar-se la comparació en
els nivells de nucleótids d'adenina en el cervell de rates sacrificades per els dos métodes.
Clarament es pot deduir que, en consonancia amb les dades anteriors, el temps necessari
per aturar els processos metabólics per congelació és d'aproximadament 30 segons

(Veech et al., 1973; Obrenovitch et al., 1988). Com havia estat descrit, en el nostre
model s'apreciava una forta caiguda en els nivells d'ATP, gairebé exhaurits ais 10
minuts, mentre augmentaven els nivells d'AMP en primer terme, i posteriorment els
d'adenosina lliure (Figura 2.3).

3 3

><

©

Oí

o
E
i

Q.

<

DECAPITACIO EN

NITROGEN LIQUID

■ ATP

0 ADR

□ AMP

0 Ado

control 1 min 5 min 10 min

2

1

0

RADIACIO DE MICROONES

control 30 sec 1 min 5 min 10 min

TEMPS DE ISQUEMIA

Figura 2.3.- Concentracions cerebrals de nucleótids d'adenina durant la

isquémia complerta.
En aquesta figura es poden comparar els valors obtinguts utilitzant els dos métodes de sacrifici

descrits: radiació de microones i decapitació en nitrogen líquid. Es pot apreciar l'existéncia d'un desfas de
30 segons entre les dues gráfiques que correspón al temps d'isquémia artefactual inherent al temps de

congelació en el métode de decapitació en nitrogen líquid. Les mesures van ser efectuades per HPLC. Cada
barra representa el valor promig de 5-7 annnals ± S.E.M..
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Figura 2.4.- Concentracions de fructosa 2,6-bisfosfat, glucosa 1,6-bisfosfat i
citrat en cervell de rata durant l'isquémia complerta.

Les mesures de fructosa 2,6-bisfosfat (O), glucosa 1,6-bisfosfat (•), i citrat (•) van ser efectuades
utilitzant els métodes descrits a Ventura et al., (1991a) en cervells d'animáis sacrificats per radiació de
microones. Els punts representen els valore promig de 5-6 animáis ± S.E.M.. * p<0.05, ** p< 0.01.

En base a les dades que indicaven que eren les modificacions en ractivitat PFK-1
les que controlaven el metabolisme hidrocarbonat en aqüestes condicions experimentáis
vam mesurar els nivells de tres coneguts modificadors d"aquesta activitat: Fru 2,6-P2,
Glu 1,6-P2Í el citrat. Com s'observa a la figura 2.4 els nivells de Fru 2.6-P2 es
mantenen a nivells similars ais control durant el primer minut d'isquémia, fins i tot amb
un lleuger increment no significatiu ais 30 segons per posteriorment disminuir
significativament fins un valor mínim ais 10 minuts d'isquémia. Un perfil similar
segueixen les concentracions de citrat mentre la Glu L6-P2 , com havia estat préviament
descrit per Passonneau et al. (1969), cau notablement des deis primers segons d'isquémia
per gairebé desaparéixer ais 10 minuts. La caiguda en els nivells de Fru 6-P (Lowry et
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al., 1964; Kintner et al., 1980; Yamamoto et al., 1990) i en els nivells d'ATP explicarien
la baixada en els nivells de Fru 2,6-P2 obtinguda durant la progressió de la isquemia
malgrat aquesta no sigui tan acusada com la deis seus substrats. Aquesta afirmació es
refor?a per la bona correlació obtinguda entre les concentracions de Fru 2,6-P2 i els
d'ATP per sota l(iM (r=0.82 P<0.0001) (Fig 2.5). En aquesta mateixa figura també
s'aprecia com a concentracions d'ATP intermitges (1-2 |iM) i que corresponen a un
temps d'isquémia de 30 segons, els nivells de Fru 2,6-P2 augmenten lleugerament.

ATP ( jLimol\g)

Figura 2.5.- Correlació entre els nivells cerebrals de fructosa 2,6-bisfosfat i
els d'ATP.

Cada punt representa un animal. Per valors d'ATP inferiors a 1 nmol/g la correlació és lineal
(r=0.82 p<0.0001).

Les activitats deis enzims implicats en el metabolisme de la Fru 2,6-P2 es van

determinar (Figura 2.6). L'activitat 6-fosfofructo-2-quinasa (PFK-2) present a cervell és
aproximadament 10 vegades inferior a l'obtinguda a fetge (Van Schaftingen, 1987; Hue
& Rider, 1987). El fet de no obtenir variacions en l'activitat quinasa ni en la fructosa 2,6-
bisfosfatasa (FBPasa-2) al llarg del temps d'isquémia i el no haver-se trobat fins el
moment variacions de les seves activitats per modificacions covalents (Ventura et al.,
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1991, Ventura et al., 1992) suggereix que les yariacions de Fru 2,6-P2es deuen a

modificacions en la disponibilitat deis seus substrats i possibles modificadora al.lostérics.
El lleuger increment en els nivells durant els primera instants podría estar lligat a la
mobilització de les reserves de glucogen amb el consegüent augment puntual de les
concentracions dTiexoses 6-fosfat i la caiguda posterior seguiría també la caiguda
d'aquests metabólits i els altres intermediaris de la via. Es interessant assenyalar que Falta
relació d'activitats quinasa/bisfosfatasa d'aproximadament 11 permet mantenir els
relativament alts nivells de metabolit, comparat amb 1'actívitat quinasa hepática, malgrat la
baixa activitat quinasa cerebral. A més, la baixíssima activitat FBPasa-2 explicaría la
relativament suau caiguda deis nivells de Fru 2,6-P2 quan, en aqüestes condicions, els
nivells de Fru 6-P i ATP están prácticament exhaurits.

Per la seva part, l'activitat PFK-1, mesurada en condicions de Vmax, es manté
constant durant els primera minuts d'isquémia, per disminuir posteriorment en un 30%
ais 10 minuts. Donat que no hi ha evidéncies clares de modificacions d'activitat per
modificado covalent per fosforil.lació de l'activitat de la PFK-1 (Foe and Kemp, 1984),
aquesta disminució d'actívitat podría estar Hígada a l'entrada de Ca a l'interior cel.lular i

que activaría proteases especifiques Ca -depenents juntament amb el blocatge de la
síntesi proteica.

Condlció Fru 2,6-Pj PFK-1 PFK-2 FBPasa-2 Ratio

Experimental ( nmol/g ) < U/g ) ( mU/g ) ( mU/g ) PFK-2/FBPasa-2

CONTROL (6) 5.8 t 0.4 32.8 ± 1.0 0.50 ± 0.05 0.05 ± 0.01 11.7 ± 0.8

ISQUEMIA

1 mln
(5) 5.7 ± 0.4

•

34.1 ± 2.3 0.55 1 0.07 N.D. N.D.

ISQUEMIA

S mln
(*) 4.7 ± 0.3 30.5 ± 0.7 0.48 t 0.05 N.D. N.D.

ISQUEMIA
10 mln

(4)
**

3.1 t 0.5
* *

21.7 ± 1.8 0.43 1 0.11 0.04 ± 0.01 11.0 ± 2.8

Figura 2.6.- Activitats enzimátiques deis enzims relacionáis amb el
metabolisme de la fructosa 2,6-bisfosfat durant la isquémia.

Les mesures van ser efectuades segons els métodes descrits a Ventura et al., (1991a). Els valors

representen el promig ± S.E.M. de 4-6 animáis. Les diferencies estadísticament significatives s'indiquen
com: * p<0.05; ** p<0.01.
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La caiguda deis nivells de Glu L6-P2 seria probablement conseqüéncia de, a més
de la caiguda deis seus substrats, rincrement de IMP i Ca2+ que actúen com activadors
de la glucosa 1,6-bisfosfatasa (Wakelam et al., 1982; Guha and Rose, 1983). La Glu
L6-P2 no explicaría l'activació de la PFK-1 que s'observa durant el primer minut
d'isquemia complerta, donat que en aquest període está disminuint la seva concentració.
Encara que diversos punts de control de la glucólisi cerebral són activats o inhibits per la
Glu L6-P2 aquests efectes són obtinguts d'una forma més sensible per altres metabólits.
L'isoenzim de l'hexoquinasa present a teixit cerebral és inhibit per la Glu L6-P2 pero

aquesta inhibició és set vegades menys sensible que l'efectuada per la propia Glu 6-P
(Rose et al., 1975). L'activació induida per la Glu L6-P2 sobre la PFK-1 és 10 i 100
vegades menys sensible que les induides per la Rib 1,5-P2 i la Fru 2,6-P2 respectivament
(Yip etal., 1988; Ogushi etal., 1990; Ishikawa et al., 1990).

Recentment, Ogushi etal. (1990) han descrit augments transitoris de Rib 1,5-P2
durant els primers 5 segons d'isquémia suggerint que actuaría com a desencadenant de
l'activació del metabolisme hidrocarbonat observada durant la isquemia. Malgrat aixó, els
nivells de Rib 1,5-P2 disminueixen a partir deis 5 segons quan la PFK-1 es troba encara
activant-se (Lowry et al., 1964). Els autors expliquen aquest fet per l'augment que

aquesta primera activació produiria en els nivells de Fru L6-P2 i que mantindrien activada
la PFK-1 d'una forma autocatalítica. Mentre els nivells de Rib 1,5-P2 máxims són del
mateix ordre que els de Fru 2,6-P2, l'afinitat de la PFK-1 per la Rib 1.5-P2 és
aproximadament 9 vegades menor de forma que el paper d'activador postulat per aquest
metabólit encara és un interrogant i manquen més evidencies que ho confirmin.

En una situació similar es troba la Fru 2,6-P2, tot i sent el més potent activador de
la PFK-1 cerebral descrit fins el moment. Malgrat la PFK-1 cerebral és molt sensible a

petites modificacions en els nivells de Fru 2.6-P2 els augments en els nivells del metabólit
observats durant els primers moments d'isquémia (Fig 2.4; Yamamoto et al., 1990) són
molt petits per explicar una forta acceleració del flux glicolític. La forta activació inicial
observada sembla més lligada ais augments d'AMP, el P¡ i la disminució de l'ATP que a

l'efecte deis metabólits bisfosforil.lats. Aixó no exclou la necessitat cel.lular de mantenir

els elevats nivells del metabólit per tal d'actuar sinérgicament amb els augments d'AMP i
la disminució d'ATP i aconseguir la máxima activació de la PFK-1. En aquest sentit el
perfil deis nivells de Fru 2,6-P2 correspon al d'activació del flux glicolític. A més, durant
la recirculació després d'un episodi isquémic, quan els nivells d'AMP, P¡, NH4+ i K+,
coneguts activadors de la PFK-1, són alts i els d'ATP, citrat, coneguts inhibidors, són
baixos, s'obté un acúmul d'hexoses 6-fosfat que indicaría un estat de baixa activació de la
PFK-1 (Kintner, 1980). Aquest estat d'inhibició post-isquémic, juntament amb la
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baixada a la Vmax de la PFK-1 i la baixada del pH intracel.lular, sí podría estar relacionat
amb els baixos nivells de metabólits bisfosforiUats, i en especial de la Fru 2,6-P2 com a

activador més sensible. Tots aquests resultáis suggereixen que el paper desenvolupat per

aquest metabólit sigui el manteniment de la PFK-1 en una situació d'activació permissiva
essencial que mantingui permanentment activat el flux glicolític peró no el d'induir
l'activació rápida de la glucólisi en condicions d'isquemia o anóxia.

LESIONS NEURONALS SELECTIVES: HIPOTESI EXCITOTOXICA

Malgrat la hipoglicémia i la isquémia són transtorns cerebrals clarament
diferenciats, les lesions neuronals que produeixen són molt similars. A més, les dues
condicions són básicament transtorns del metabolisme energétic cerebral on es produeix
impediment en la producció cel.lular d'energía per disminució en el subsministrament de
glucosa (hipoglicémia) o de glucosa i oxigen (isquémia).

En les dues condicions s'ha observat alliberament deis aminoácids

neurotransmissors excitadors glutamat i aspartat (Beneviste etal., 1984; Wieloch, 1985).
Aqüestes dades recolzen la hipótesi, introduida per Olney (1971) de la morí neuronal
selectiva indu'ída per la neurotoxicitat del glutamat i aminoácids excitadors estructuralment
relacionats. Aquesta hipótesi prediu que la mort neuronal és deguda a l'alliberament de
compostos excitadors endógens que s'unirán ais seus receptors neuronals específics
causant la morí cel.lular per hiperexcitació. Les cél.lules glials no són afectades en primer
terme degut a la manca de receptors excitatoris en la seva membrana plasmática.

La mort neuronal primária és atribulóle a una entrada de Na+, Cl' i HjO que

produeix osmolisi cel.lular. Aquesta entrada es produiex per una despolarització de la
membrana neuronal donada la incapacitat de la bomba de Na+/K+ ATP-depenent de
restablir l'equilibri iónic (Meyer, 1989). Aquesta incapacitat vindrá donada per la
disminució en els nivells d'ATP característica d'aquestes situacions (Siesjó, 1981). En
canvi, la mort neuronal retardada és indu'ída per un influx de Ca2+, inicialment a través
del receptor de NMDA que constitueix en sí mateix un canal de Ca2+. Aquesta teoría no
exclou tampoc l'entrada de Ca2+ en les neurones a través de canals de Ca2+voltage-
depenents un cop la neurona es troba despolaritzada.

Aquest hipótesi probablement explica el fenomen de la vulnerabilitat neuronal
selectiva (Wieloch, 1985). Breus períodes d'isquémia produeixen lesions selectives a les
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regions CAI i CA4 de rhipocamp. Isquémies més prolongades provoquen, a més,
lesions a la regio CA3 de l'hipocamp i al caudat i el putamen (Pulsinelli, 1985). Estudis
autoradiográfics d'unió d'agonistes han demostrat que el receptor de NMDA está
concentrat a les neurones de les regions CAI i CA4 mentre el receptor de kainat (un altre
tipus de receptor de glutamat que actúa com un bescanviador de Na+/K+) esta localitzat a

les terminacions de les fibres de les neurones de la regió CA3 i en el caudat i putamen.

D'aquesta forma la distribució deis receptors d'aquests aminoácids correspon a les
regions amb una major sensibilitat a la hipoglicémia i la isquemia. Confirmant aquests
resultats s'ha observat que els antagonistes d'aquests receptors milloren la resposta
neuronal a les lesions induides per la hipoglicémia (Wieloch, 1985) i la isquemia (Simón
et al., 1984).

METABOLISME CEREBRAL DURANT L' HIPOGLICEMIA

Tal i com s'havia comentat anteriorment a la introducció, el transpon de glucosa a

través de la barrera hematoencefálica no és un procés limitant del consum de glucosa per

part del cervell en condicions normáis (Lund-Andersen and Kjeldsen, 1977). Pero, en

condicions on es produeix una disminució en la concentració plasmática de glucosa, la
velocitat d'entrada pot esdevenir limitant en aquest consum a concentracions plasmátiques
inferiors a 2 mM (revisat a Siesjo, 1988).

En aqüestes condicions on l'influx s'iguala amb el consum es produeix la
metabolització de les reserves de glucosa lliure intracel.lulars. Mesures del consum
cerebral de glucosa amb técniques radiactives indiquen que una hipoglicémia moderada ja
disminueix significativament (aproximadament un 10%) aquest consum, mentre a

concentracions de glucosa plasmática entre 1 i 2 mM aquest descens es sitúa, depenent de
les árees, entre un 15 i un 36% (Bryan et al., 1986).Donat que la hipoglicémia
s'aconsegueix experimentalment per administrado d'insulina calía estudiar si aqüestes
variacions no eren degudes artefactualment a la hiperinsulinemia. Duckow (1988) va

demostar la manca de variacions en el consum de glucosa en animáis hiperinsulinémics en

condicions de normoglicémia de forma que les variacions no són atribuibles a l'increment
d'insulina. A més, durant la hipoglicémia hi ha una reducció superior en el consum de
glucosa que en el consum cerebral d'oxigen indicant que en aquest estat es produeix
oxidació d'altres substrats a més de la glucosa exógena (Siesjo, 1988). Hi ha evidéncies
que indiquen que la hipoglicémia pronunciada produeix el consum de les reserves

tissulars, primer de glucosa lliure en el període d'estupor i després de glucogen i al tres
substrats endógens quan s'arriba a l'estat de coma (Lewis et al., 1974; Ghajar et al.,
1982). Es interessant el fet que, donat que les reserves de glucogen es troben
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fonamentalment a les cél.lules glials, sembla que es produeix la metabolització de la
glucosa a la glia i des d'aquesta es produeix un aport de carbohidrats i substrats
energétics cap a les neurones confirmant la idea d'una funció nutritiva de les cél.lules
glials vers les neurones (Tsacopoulos et al., 1988).

Aquesta oxidació de glucogen i altres substrats permet que la caiguda de la cárrega
energética cerebral siguí moderada. Durant els primers estadis de la hipoglicémia les
concentracions de PCr, ATP, ADP i AMP es mantenen inalterades i és només durant els

primers minuts de coma hipoglicémic quan els nivells d'ATP cauen un 25-30%, amb els
conseqüents augments de AMP (Figura 2.7). Posteriorment els nivells d'ATP es
mantenen relatívament estables i es produeix una degradació de l'AMP amb increment de
l'adenosina, IMP, inosina i hipoxantina (Chapman et al.. 1981).

Control Hipoglicémia Coma hipogl. Control
(Microones) " (Nitrogen)

Figura 2.7.- Concentracions cerebrals de nucleótids d'adenina durant la

hipoglucémia experimental.
Les mesures van ser efectuades per HPLC en cervells d'animals sacrificats per radiació de

microones. Els animáis s'han agrupat segons el seu grau d'hipoglucémia i resposta a estímuls:
hipoglucémia lleugera ( 2-3 mM de glucosa plasmática); coma hipoglucémic (1-2 mM de glucosa

plasmática). Cada barra representa el valor promig de la concentració de cada nucleótid per 5-7 animáis ±
S.E.M.. Les diferéncies estadísticament signifícatives s'indiquen com: * p<0.05.
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Curiosament també es produeix rápidament una caiguda deis nivells de piruvat i
lactat de forma que la hipoglicémia no esta acompanyada d'acidosi i les variacions de pH
intracel.lular només es produeixen de forma poc important en estadis molt aván?ats
(Pelligrino et al., 1981; Brooks et al., 1989). Un cop exhaurits els nivells de glucosa i
glucogen es produeix una caiguda general en tots els intermediaris glicolítics i del cicle
deis ácids tricarboxílics (Figura 2.8) (Lewis et al., 1974; Norberg and Siesjo, 1976;
Gorell et al., 1977). Amb la caiguda deis intermediaris del metabolisme energétic es

produeix la utilització deis aminoácids lliures per medi de les reaccions anaplerotiques del
cicle deis ácids tricarboxílics, principalment glutamina, glutamat, alanina i GABA amb els
corresponents augments deis nivells intracel.lulars d"amoni (Tews et al., 1965).

Glu Glu 6-P FBP 3-PGA PEP PIR LAC CIT 2-KG

Figura 2.8.- Canvis percentuals en la concentració de diversos intermediaris del
metabolisme energétic durant la hipoglucémia i la seva recuperació.

Adaptada de Gorell et al. (1977). A la figura s'observen les variacions percentuals, respecte a

Controls normoglucémics, de la concentració de diversos intermediaris del metabolisme energétic cerebral
durant el coma hipoglucémic i també 10 i 30-45 segons després de la injecció intravenosa de glucosa. Les
abreviatures utilitzades són: Glu, glucosa; Glu 6-P, glucosa 6-fosfat; FBP, fructosa 1,6-bisfosfat; 3-PGA,

3-fosfoglicerat; PEP fosfo-enol-piruvat; PIR, piruvat; Lac, lactat; CIT, citrat i 2-KG, 2-oxoglutarat.
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La hipoglicémia severa condueix també a una degradació neta de fosfolípids de
membrana amb una acumulació d'ácids grassos lliures (Agardh et al., 1981; Wieloch et

al., 1984). Durant el coma, el contingut de fosfolípids en l'escorga cerebral disminueix
entre un 5 i un 10% (Agardh et al., 1981). Malgrat no hi ha dades que evidenciin un

augment de la degradació de proteínes sí slia observat un gairebé complert aturament en

la seva síntesi en Leseóla i en el hipocamp (Kiessling et cd., 1984).

STiavia suggerit a partir d'estudis de cross-over que la disminució del consum de
glucosa durant la hipoglicémia podría estar mediat per inhibició de la PFK-1 a més de la
disminució en la captació de glucosa. Aquesta afirmació es pot despéndre de l'observació
que les hexoses 6-fosfat caiguin menys que la Fru L6-P2 o qualsevol altre intermediari
posterior de la via i que després de l'administració de glucosa es produeixi una
acumulació d'hexoses 6-fosfat sense modificar-se en la mateixa magnitud els
intermediaris de la glucólisi posteriora a la PFK-1 (Gorell et al., 1977). La recuperado en

els nivells de glucogen s'ha descrit que es produeix posteriorment a la recuperado del
intermediaris de la via i un cop el flux glicolític ja está normalitzat (revisat a Siesjó and
Agardh, 1982)

FUNCIO DE LA FRUCTOSA 2,6-BISFOSFAT DURANT
L'HIPOGLICEMIA

Amb tota aquesta informado vam hipotetitzar que la Fru 2.6-P2 podría teñir una

fundó important en els processos de disminució del consum de glucosa observáis durant
la hipoglicémia. Dades anteriora indicaven que durant la hipoglicémia experimental es

produia una disminució en els nivells d'aquest metabólit (Kuwajima and Uyeda, 1982).
Ens vam plantejar un model experimental de rates máseles Sprague-Dawley no
anestesiades. La hipoglicémia era induída per injecció subcutánea de 40 UI/Kg
d'insulina. Vam estudiar grups d'animals a diversos temps després de la injecció
d'insulina quan els animáis presentaven diferents estats de consciéncia. Els animáis eren
sacrificáis per congelació en nitrogen líquid i per radiació de microones on es minimitzen
els efectes d'isquémia post-sacrifici (Ventura et al., 1991; Ambrosio et al., 1991).

Un grup va ser sacrificat una hora després de la injecció d'insulina presentant un

quadre d'hipoglicémia lleugera amb nivells plasmátics de glucosa de 2.6 ±0.1 mM i un

comportament normal o lleugera símptomes d'estupor. Al cap de 3-4 hores els animáis
presentaven estat d'inconsciéncia sense cap resposta a estímuls extems. En aquest estat,
definit com a coma hipoglicémic segons Gorell et al. (1977) els valors de glucosa
plasmática disminueixen fins a 1.1± 0.3 mM. Un tercer grup corresponia a animáis en
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estat de coma que eren recuperáis per administració oral i subcutánea d'una solució de
glucosa al 25%. Aquests animáis recuperaven la consciencia i un comportament normal
en el breu espai de 30 minuts, recuperant també els nivells de glucosa plasmática (4.0 ±
0.5 mM).
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Figura 2.9.- Concentracions cerebral i hepática de fructosa 2,6-bisfosfat a

diferents nivells de glucosa sanguínea.

Figura obtinguda de Ambrosio et al., (1991). Les dades són el promig ± S.E.M. de 8-10 animáis
agrupats com control, hipoglucámia suau i coma hipoglucémic. Els resultats significantment diferents
deis control s'expressen: * p<0.05; *** p<0.001.

Com es mostra a la figura 2.9 els nivells de Fru 2,6-P2 cerebrals no s'alteren
significativament durant la hipoglicémia suau mentre els nivells hepátics deis mateixos
animáis disminuien gairebé un 50% per disminuir en un 60 i un 90% respectivament a

concentracions de glucosa plasmática entre 1 i 2 mM. Aquest resultat demostra que
existeix una resposta diferenciada en els dos teixits i que probablement, la Fru 2.6-P2 té
una fundó específica en cada un d'aquests dos teixits tan diferentment especialitzats. En
situacions d'hipoglicémia aguda, amb uns nivells de glucosa plasmática inferiors a 2 mM,
els nivells de Fru 2,6-P2 cerebrals disminueixen en paral.lel amb la utilització de les
reserves d'intermediaris glucolítics, un cop s'han esgotat les reserves de glucosa i
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glucogen i quan els nivells d'ATP están reduits en un 25-30%. Per tal de correlacionar
modificacions del metabolit amb árees cerebrals especialment sensibles a la hipoglicémia
(Lewis et al., 1974; Siesjo, 1981; Auer et al., 1984; Meyer, 1988) vam fer un análisi deis
nivells de Fru 2.6-P2 en diverses árees cerebrals (Figura 2.10). Els resultáis obtinguts
mostren que les concentracions del metabolit bisfosforillat són molt similars a totes les
árees estudiades al llarg de totes les condicions d'hipoglicémia suggerint que no hi ha
variacions especifiques a diferents árees que puguessin estar relacionades amb una més
alta vulnerabilitat a la hipoglicémia. Igualment, s observa que la concentració de Fru 2,6-
P2 es normalitza amb Tadministració de glucosa a totes les árees amb el breu espai de 30
minuts. Mesures efectuades una setmana després de Tepisodi hipoglicémic, quan es pot

apreciar necrosi específica de les árees CAI i CA4 deguda a la mort neuronal retardada,
tampoc indicaven cap evidencia clara de lligam entre la Fru 2,6-P2 i la mort neuronal
selectiva.

Control Hipoglicémia Coma hipogl. Coma hipogl.
♦glucosa

Figura 2.10.- Nivells de fructosa 2,6-bisfosfat en árees cerebrals durant la

hipoglicémia i la seva recuperado.
Les dades corresponen a animáis control (6), hipoglucémics (5), amb coma hipoglucémic (7) i una

setmana després del coma hipoglucémic (4). Les dades están expressades com el valor promig ± S.E.M.
peí nombre d'animáis indicat entre paréntesis. *p < 0.05; *** pcO.001.
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L'estudi de les activitats responsables de la síntesi i degradació de la Fru 2,6-P2 ,

PFK-2 i FBPasa-2, respectivament (Figura 2.11) ens mostra que no presenten variacions
importants a l'igual que 1'activitat PFK-1. Només 1'activitat quinasa sembla disminuir
lleugerament amb el coma hipoglicémic per recuperar-se posteriorment amb
l'administració de glucosa. Malgrat tot, aqüestes variacions podrien ser probablement
degudes a variacions en la concentració de metabólits efectors de la PFK-2 en la situació
d'hipoglicémia i presents en l'assaig d'activitat i no a modificacions especifiques
d'activitat degudes a cap variació en els nivells d'enzim o a una modificació covalent.

Condició Fru 2,6-Pj PFK-1 PFK-2 FBPasa-2

Experimental ( nmol/g ) ( U/fl ) ( mU/g ) ( mU/g )

CONTROL (6) 5.8 ± 0.4 21.2 ± 2.1 0.69 i 0.07 0.04 ± 0.01

COMA

HIPOGLICEMIC (5)
* *

3.5 ± 0.4 21.0 1 2.0 0.48 ± 0.08* 0.04 ± 0.01

COMA
HIPOGLICEMIC
+ GLUCOSA

(5) 4.5 ± 0.3 19.0 ± 1.3 0.77 ± 0.06++ 0.04 ± 0.01

Figura 2.11.- Activitats enzimátiques deis enzims relacionats amb el
metabolisme de la fructosa 2,6-bisfosfat durant la hipoglucémia.

Les mesures van ser efectuades segons els métodes descrits a Ambrosio et al., (1991). La

recuperació va ser induida per administració de glucosa per via oral i subcutánea i els animáis sacrificats
30-60 minuts després de radministració de glucosa. Els valors representen el promig ± S.E.M. de 4-8
animáis. Les diferencies estadísticament significatives sindiquen com: * p<0.05 i ** p<0.01 respecte els
animáis control; ++ p < 0.01 respecte ais valors deis animáis en coma.

Totes aqüestes dades mostren que mentre es manté el flux glicolític per consum de
les reserves cerebrals de glucosa i glucogen els nivells es mantenen estables pero un cop

consumides aqüestes reserves, i quan l'animal entre en estat de coma i el consum de
glucosa és reduit entre un 15 i un 36% (Bryan et al., 1986), la seva concentració
disminueix (Fig 2.9 i 2.10). Amb aixó es pot suggerir que la concentració de Fru 2.6-P2,
a l'igual que en la isquémia, segueix la concentració d'hexoses 6-fosfat cerebrals donat

que les variacions en la concentració d'ATP tenen poca influencia en 1'activitat PFK-2
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(Ventura et al., 1992). La caiguda en la concentrado de Fru 2.6-P2 és deguda a una
insuficient aportado de Fru 6-P juntament amb la lleugera disminució d'activitat PFK-2.

La inhibició de la PFK-1 i del consum de glucosa durant aquest procés estaría
relacionada amb la disminució de la cinética de captació de glucosa a través de la barrera
hematoencefálica per disminució de la concentració plasmática i, ja a nivell intracel.lular,
amb el descens en els nivells de Fru 2.6-P2 i Fru L6-P2 (activadors) i l'augment de
NH4+ (inhibidor de la PFK-1) i de la Fru 6-P com a substrat. L'acció d'altres coneguts
efectors de la PFK-1 es pot descartar donat que o bé no varíen significativament la seva
concentració com el cas de P¡, el pH o l'ADP o bé varíen en direcció oposada al flux com

l'ATP, l'AMP o el citrat (Gorell et al., 1977). Aquest estat inhibit de la PFK-1 produit
per les variacions metabóliques induides per la hipoglicémia es confirma per l'evidéncia
de que Tadministració de glucosa en l'estat de coma produeix, a curt terme, un acúmul
transitori en el contingut d'hexoses 6-fosfat sense afectar els nivells deis intermediaris
glicolítics a partir de la Fru L6-P2 (Gorell et al., 1977).

METABOLISME CEREBRAL DURANT LA DIABETIS I EL DEJU

Des deis estudis d'Owen etal. (1967) en pacients tractats d'obesitat per dejuni
perllongat es coneix que, en estats on els cossos cetónics són exportats a la circulado per

part del fetge, aquests poden ser utilitzats peí cervell amb una finalitat energética. El
cervell és capa? de satisfer una bona part de les seves demandes energétiques per medi de
l'oxidació de l'acetoacetat i el P-hidroxibutirat seguint les rutes metabóliques
mencionades en el capítol introductori. Malgrat aixó, l'acetoacetat i el P-hidroxibutirat no

són capa?os de mantenir per sí sois el funcionament normal del cervell i reempla?ar
totalment a la glucosa de forma que aquesta utilització sTia de considerar dones, com un

mecanisme de supervivéncia i no una situado metabólica óptima.

Les velocitats d'utilització deis cossos cetónics per part del cervell són
proporcionáis a les seves concentracions plasmátiques. Fins i tot en situacions de cetósi,
les concentracions tissulars de cossos cetónics són indetectables, de forma que es pot
afirmar que el transpon d'aquests cossos cetónics a través de la barrera hematoencefálica
és el pas limitant en el seva utilització (Miller et al., 1973; Cremer and Heath, 1974;
Ruderman et al., 1974) de forma que un cop travessada aquesta barrera són
immediatament metabolitzats. Aquesta velocitat de transpon es veu augmentada durant el
dejuni i la diabetis (Gjedde and Crone, 1975; McCall et al., 1982).
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Corroborant els estudis d'Owen et al. (1967), el dejuni perllongat produeix, en

humans, una disminució del 50% en el consum cerebral de glucosa determinat per PET
(Redies et al., 1989). Aquest estudi demostrava que la disminució afectava per igual a
totes les árees cerebrals. En canvi s observava que el consum d'oxigen es manté inalterat
en aquests estats de forma que el que es produeix en aquests estats és un canvi en la
proporció d'oxidado deis diferents substrats energétics. Al contrari que en cervell humá,
el consum de glucosa en cervell de rata no disminueix o ho fa molt lleugerament durant el
dejuni (Ruderman et al., 1974; Gjedde and Crone, 1975; Pardridge and Oldendorf, 1975;
Crane et al., 1985). Malgrat aixó, i al contrari que en condicions d'alimentació normal,
una proporció important de la glucosa metabolitzada no és oxidada completament i és
eliminada cap a la circulació en forma de lactat (Ruderman et al., 1974). En rates

dejunades, menys del 10% del consum energétic total prové de l'oxidació de cossos
cetónics (Gjjede and Crone, 1975), mentre aquest valor arriba al 60% en humans (Owen
et al., 1967) de forma que les variacions en el metabolisme cerebral serán molt més
acusades en els humans. Aqüestes diferencies observades entre els efectes del dejuni en
rata i en humans podrien estar relacionades amb el major tamany del cervell humá i les
seves proporcionalment altes necessitats energétiques respecte a la resta del eos (Redies et
al., 1989).

En els models experimentáis de diabetis en rata les modificacions en el consum
cerebral de glucosa no es troben tan ben establertes com en el cas del dejuni. Duckrow i
Bryan (1987) van observar que la hiperglicémia aguda per injecció intraperitoneal de
glucosa no produia cap variació en el consum cerebral de glucosa. En canvi aquest
consum disminuia un 15% a les tres setmanes d'inducció de la diabetis per

estreptozotocina. Aquest resultat suggereix que no són les altes concentracions de glucosa
les responsables d'aquests canvis en el metabolisme cerebral sino variacions especifiques
de la diabetis, com el augment de la disponibilitat de cossos cetónics entre d'altres. Altres
grups de recerca han obtingut resultáis similars; durant els primers dies d'inducció de la
diabetis no hi ha variacions, o fins i tot un cert augment, del consum de glucosa, mentre

posteriorment aquest consum disminueix un 20-40% si es manté la diabetis durant
setmanes (Ruderman et al., 1974; Jakobsen et al., 1990). En canvi Mans et al. (1988),
van trabar un increment del 25% del consum cerebral de glucosa durant la primera
setmana per després disminuir fins a valors control a les quatre setmanes d'iniciat el
tractament. Aqüestes diferencies observades entre els diferents estudis, realitzades amb la
mateixa metodología, pot radicar en els diferents graus de cetósi plasmática assolits. En el
model de Mans et al. (1988) les rates Long-Evans utilitzades són molt menys cetósiques
durant la diabetis i el dejuni que altres tipus de rates, com les Sprague-Dawley utilitzades
en altres estudis. Igualment les disminucions observades en els diferents estudis tenen
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paralel.lisme amb els nivells plasmátics de cossos cetónics assolits; d'un 30-40% de
l'estudi de Ruderman et al., (1974) en animáis altament cetósics, un 15% en animáis

mitjanament cetósics (Jakobsen et al., 1990) fins a la manca d'inhibido en l'estudi de
Mans et al. (1988) en animáis que presentaven baixos increments en el contingut
plasmátic de cossos cetónics.

Hi ha evidéncies que en el dejuni els transportadora de glucosa presents a la barrera
hematoencefálica no es traben disminuits, mentre hi ha dades contradictóries en el cas de

la diabetis on alguns autors no observen cap variado en el seu nombre (Pardridge and
Oldendorf, 1979; Duckrow, 1988; Sivitz et al., 1989; Pelligrino et al., 1990) mentre
altres resultats sustenten la idea d'una disminució en el seu nombre (McCall et al., 1982;
Pardridge et al., 1990). Es aceptat peró, que la disminució en el consum de glucosa
associada ais estats de diabetis cetósica i el dejuni en el cervell humá está lligada a una

disminució en la metabolització de la glucosa a rinterior cel.lular. En el cas del dejuni en

cervell de rata les dades indiquen que no hi hauria disminució o seria d'una magnitud
menor fins i tot a altes concentracions de cossos cetónics en plasma. Aquest efecte
d'estalvi de glucosa per inhibició del metabolisme hidrocarbonat cerebral quan s'eleven
els cossos cetónics en plasma s'ha suggerit que es produeix a nivell de la PFK-1 i de la
piruvat deshidrogenasa (Figura 2.12) (Ruderman et al., 1974; Thurston et al., 1974;
Newsholme etal., 1977; Redies etal., 1989; Ventura etal., 1991).

ESTAT CONCENTRACIO TISSULAR (nmol/g teixit)
DEL

ANIMAL GLU 6-P FRU 6-P FRU 1.6-P2 CITRAT ACETIL-COA

CONTROL 159±5 51 ±4 9.1 ±0.5 241±10 3.0±0.5

DEJUNI
48 H.

159±7 49±4 9.4±0.4 267±15 N.D.

DIABETIS
••• • ••

229±14 74±4 5.2±0.5
• ••

389±30 6.510.6**

Figura 2.12.- Efecte de la diabetis i el dejuni en Ies concentracions de diversos

intermediaris del metabolisme energétic a cervell de rata.

Adaptat de Ruderman et al. (1974). Els resultats són el promig ± S.E.M. per 8-10 animáis. La
signifícació de les diferencies respecte els valors control es troba indicada com: * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p >0.001.
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FUNCIO DE LA FRUCTOSA 2,6-BISFOSFAT DURANT EL DEJUNI I
LA DIABETIS

Aquest efecte descrit d'estalvi de glucosa per inhibició de la PFK-1 és una idea
generalment acceptada. També és acceptat que aquesta inhibició está mitjan?ada per
increments en la concentració de citrat. En canvi, no es disposava de cap dada que

indiqués quin era el comportament de la Fru 2,6-P2 en aqüestes condicions. La hipótesi
de que baixades en els nivells de Fru 2.6-P2 puguessin ser senyals de la presencia de
substrats altematius i que limitessin el flux glicolític semblava prou atractiva per
interessar-nos-hi.

Vam utilitzar rates máseles Sprague-Dawley de 200-250 g de pes. Vam deixar
grups d'animals dejunats amb lliure accés a l'aigua durant 24,72 i 120 hores. La diabetis
va ser induida per injecció intravenosa de 60 mg/Kg d'estreptozotocina dissolta en
amortidor citrat sodic 50 mM a pH 4.5. Després de dues setmanes, quan els animáis
presentaven alts nivells de glucosa i de cossos cetónics en orina, els animáis van ser
sacrificats pels métodes de decapitació en nitrogen líquid o radiado de microones
préviament descrits.

A la Figura 2.13 es pot apreciar els nivells plasmátícs de glucosa i cossos cetónics i
la concentració cerebral de coneguts metabólits reguladora de la PFK-1. Al cap de dues
setmanes de l'inducció de la diabetis la glucémia s'havia incrementat quatre vegades a

1'igual que la concentració de P-hidroxibutirat indicant que els animáis mostraven un fort
estat diabétic amb una cetósi lleugera en comparació amb models més drástics per
administració d'al.loxá o dosis més elevades d'estreptozotocina (Thurston et al., 1974;
Ruderman et al., 1974). En els animáis dejunats s'observa una paulatina disminució de
glucosa plasmática (50% de reducció a les 120 hores) amb un paral.lel augment deis
cossos cetónics fins un estat altament cetósic ais 5 dies. Es remarcable el fet que a les 120
hores de dejuni els animáis presentaven un comportament normal quan havien perdut més
del 20% de pes corporal.

Els nivells de Fru 2,6-P2 no mostren cap variació al llarg del temps de dejuni
mentre disminueixen significativament un 20% durant la diabetis. Un patró similar
s'observa en els nivells de Glu L6-P2 malgrat la disminució observada durant la diabetis
no siguí significativa en aquest cas. Els nivells de citrat són considerablement més elevats
en el animáis diabetics mentre durant el dejuni aquests augments són molt més lleugera i
només resulten significatius a les 120 hores.
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CONDICIO
PLASMA

EXPERIMENTAL
GLUCOSA 8-HIDROXIBUTIRAT

(mM) (mM)

CONTROL (6) 6.6 ± 0.5 0.05 ± 0.01

DIABETES (9) 22.6 ± 0.3
* * *

0.20 ± 0.02

24 H DEJUNI ( 6 ) 4.3 ± 0.2
* *

0.50 ± 0.11

72 H DEJUNI (5) 3.7 ± 0.2
* * *

i

2.25 ± 0.35

120 H DEJUNI (4) 2.8 ± 0.3
* * * i

3.05 ± 0.78

CONDICIO
CERVELL

EXPERIMENTAL FRU-2.6-P
(nmol/g) 2 GLU-1,6-P2

(nmol/g)
CITRAT

(nmol/g)

CONTROL (6) 5.8 ± 0.2

* *

120 ± 21 131 ± 3

* * *

DIABETES (») 4.7 ± 0.4 96 ± 8 200 ± 13

24 H DEJUNI (6) 6.1 ± 0.5 116 ± 13 142 ± 7

72 H DEJUNI (5) 6.2 ± 0.3 110 ± 18 143 ± 13

120 H DEJUNI (4) 6.0 i 0.5 103 ± 17 167 ±
^ * *

13

Figura 2.13.- Concentracions de substrats energétics en plasma i de fructosa

2,6-bisfosfat, glucosa 1,6-bisfosfat i citrat en cervell de rata durant la diabetis i el

dejuni.
Les mesures van ser efectuades utilitzant els métodes descrits a Ventura et al., (1991a) en plasma i

cervells d'animáis sacriñcats per radiació de microones. Els punts representen els valors promig de 4-9
animáis ± S.E.M.. * p<0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001.

Durant la diabetis s"observa una disminució en 1'activitat PFK-1 (Figura 2.14) que

podría ser resultat deguda o bé a alguna variació en la Vmax de l'enzim per modificació
covalent o variació en la proporció isoenzimátíca, o bé a una disminució en la relació entre
la síntesi i degradació proteica. En canvi, no s'observa variació en les actívitats PFK-2 i
FBPasa-2 en cap de les situacions experimentáis estudiades. D'aqüestes dades es despren
que la utilització de cossos cetonics produeix canvis oposats i de magnitud proporcional
en les concentracions de Fru 2.6-P2 i citrat depenents del grau de metabolització deis
cossos cetónics.
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Condlcló PFK-1 PFK-2 FBPasa-2 Ratio

Experimental ( U/g ) ( mU/g ) ( mU/g ) PFK-2/FBPasa-2

CONTROL (6) 32.8 ± 1.0 0.59 ± 0.05 0.05 ± 0.01 11.8 ± 0.6

DIABETES (4) 26.5 ±1.3 0.62 ± 0.09 0.08 ± 0.03 9.6 ± 2.8

120 H. DEJUNI (4) 34.8 ± 1.4 0.56 ± 0.06 0.07 ± 0.02 11.1 ± 4.5

Figura 2.14.* Activitats enzimátiques deis enzims relacionats amb el
metabolisme de la fructosa 2,6-bisfosfat durant la diabetis i el dejuni.

Adaptat de Ventura et ai., (1991a). Els valors representen el promig ± S.E.M. de 4-6 animáis. Les
diferéncies estadísticament significatives s'indiquen com: * p<0.05; ** p<0.01.

Durant el dejuni en rata, entre un 10 i un 20% del consum d'oxigen és atribuible a
l'oxidació de cossos cetonics (Gjedde and Crone, 1975; Hawkins et al., 1986) mentre es

produeix un fort augment de ralliberament de lactat al torrent circulatori. Els nivells
d'hexoses 6-fosfat i de Fru 1.6-P2 no es modifiquen respecte ais valors control
(Ruderman et al., 1974). Aqüestes dades evidencien que es produeix un bloqueig en el
complex de la piruvat deshidrogenasa i que l'activitat PFK-1 no es modifica
significativament. En el mateix sentit, no s'observen variacions en els nivells de glucogen
durant el dejuni (Nahas and Abdul-Ghani, 1989). En aquesta situació cap deis
modificadors de l'activitat PFK-1 mostren variacions en les seves concentracions a

excepció del lleuger augment de citrat ais 5 dies de dejuni. El flux glicolític procedirá a
una velocitat similar o sois lleugerament inferior a la control mentre l'alliberament de
lactat indica un bloqueig en l'oxidació del piruvat probablement degut a un augment en la
relació acetil-CoA/CoA que inhibeix a la piruvat deshidrogenasa (Dentón et al., 1975). Es
important remarcar que aqüestes dades es refereixen a cervell de rata mentre que en altres
especies, entre elles els humans, sí podría observar-se inhibicions importants del flux
glicolític si tenim en compte les evidencies que indiquen que en cervell humá es produeix
una forta caiguda en la utilització de glucosa durant el dejuni perilongat (Owen et al.,
1967; Redies etal, 1989).
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Durant la diabetis es produeix un augment en la concentració dliexoses 6-fosfat i
una forta disminució de Fru L6-P2 indicant inhibido de la PFK-1 (Thurston et al., 1974;
Ruderman et al., 1974). A més, es produeix una acumulació de glucogen que estaría
motivada per l'acumulació de Glu 6-P que, alhora d'actuar com a substrat de la seva

síntesi, activaría a la glucogen sintasa i inhibiría a la fosforil.lasa (Nahas and Abdul-
Ghani, 1989). Els increments de citrat observáis provocaran la disminució en la
concentració de Fru 2,6-P2 a través de l'efecte dual que el citrat exerceix, inhibint la
PFK-2 i activant la FBPasa-2 cerebrals (Ventura et al., 1992). S'ha descrit que els
augments de la concentració de citrat augmenten la Ka de la PFK-1 per la Fru 2.6-P2 de
forma que els dos metabólits actúen d'una forma coordinada (Ishikawa et al., 1990).
Aquests increments de citrat conjuntament amb la caiguda deis de Fru 2.6-P2 provocaran

un efecte sinérgic inhibitori sobre la PFK-1 i el flux glicolític donat que altres
modificadors de l'enzim no es troben significativament modificats durant la diabetis. Es
especialment notori destacar que els isoenzims de la PFK-1 i la PFK-2/FBPasa-2
específics de cervell són especialment sensibles a la inhibido per citrat, motiu peí que

aquest mecanisme d'estalvi de glucosa podría ser especialment actiu en aquest teixit
(Newsholme et al., 1977; Foe and Kemp, 1985; Ventura et al., 1991; Ventura et al.,
1992).

La menor oxidació deis cossos cetónics peí teixit cerebral durant el dejuni malgrat
els seus nivells plasmátics són superiors ais detectats durant la diabetis podría estar
relacionada amb un augment de la capacitat deis transportador situats a la barrera
hematoencefalica. S'han observat augments del 60% en la capacitat de transpon del (3-
hidroxibutirat dues setmanes després de la inducció de la diabetis (McCall et al., 1982).
Per confirmar aqüestes dades també seria necessari obtenir dades de parámetres que
afecten a la velocitat del cicle deis ácids tricarboxílics i a l'activitat de la piruvat
deshidrogenasa, com l'estat redox mitocondrial i el ratio acetil-CoA/CoA entre d'altres.
En aquest sentit, es coneix que la relació P-hidroxibutirat/acetoacetat actúa com un

indicador de l'estat redox mitocondrial. Aquesta relació es troba més elevada en el dejuni
que durant la diabetis de forma que en el primer cas la mitocóndria es troba en un estat

menys oxidat amb una relació NADH/NAD+ més elevada (Ruderman et al., 1974).
Aquesta dada suggereix que la piruvat deshidrogenasa estaría més inhibida durant el
dejuni i que els nivells d'oxaloacetat serien més baixos, resultats que explicarien la manca

d'augments importants en la concentració de citrat observats (Krebs, 1967).

Amb aqüestes dades es pot suggerir que les disminucions observades en la
utilització de glucosa són secundaries ais increments de metabolització deis substrats

altematius, de forma que quan aquests substrats estiguin disponibles el cervell els



Funció de la fructosa 2.6-bisfosfat en la regulació del metabolisme hidrocarbonat cerebral
5 5

utilitzará de forma que es produirá un estalvi parcial de glucosa. Aquest estalvi estará
provocat per l'augment en els nivells de citrat que provocará una inhibició directa de la
PFK-1 i colateralment disminuirá els nivells de Fru 2,6-P2 de forma que es potencien els
efectes inhibitoris sobre la PFK-1.

METABOLISME CEREBRAL DURANT EL DESENVOLUPAMENT

Durant les primeres hores després del naixement, el nounat presenta una forta
hipoglicémia com a conseqüencia de les encara baixes velocitats de producció de glucosa
peí teixit hepátic. Estudis de captació de diferents substrats per técniques isotópiques
indiquen que durant els primers dies de vida, el cervell de rata utilitza molt poca glucosa i
el substrat emprat majoritáriament és el lactat, que prové de la degradació del glucogen
muscular i hepátic (Arizmendi and Medina, 1983; Fernandez and Medina, 1986;
Dombrowski et al., 1989). Aquesta utilització preferencial del lactat sobre la glucosa i els
cossos cetónics en el període pre-lactant es justifica peí fet que durant els primers dies de
vida els nivells de glucosa plasmática es mantenen baixos i l'augment de cossos cetónics
només es produirá a partir del comen?ament de la lactáncia (Stupf and Kraus, 1979). A
més, els nivells deis enzims de la via glicolítíca i de metabolització de cossos cetónics són
encara molt baixos en aquest període (Leong and Clark, 1984a; Leong and Clark, 1984b;
Mcllwain and Bachelard, 1985).

D'aqüestes dades es desprén que el metabolisme cerebral es sustenta per l'oxidació
de lactat en el períde pre-lactant. Quan s'inicia la lactáncia, l'oxidació d'ácids grassos

produeix un increment important en la concentració de cossos cetónics. Es important
considerar que la llet de rata conté una proporció alta de greixos (Sokoloff, 1973).
Conjuntament amb la producció de cossos cetónics, el cervell del lactant necessita el
constant aport de glucosa amb finalitats energétíques i biosintétiques que provindrá de la
llet materna i de la gluneogénesi hepática a partir de lactat, glicerol i altres substrats
gluconeogénics.

En aquests canvis en la proporció d'utilització deis diferents substrats després del
naixement té una important influencia la seqüencia d'aparició deis enzims clau de les
diverses rutes metabóliques. Com s'observa a la Figura 2.15 els enzims implicáis en la
via glucolítica com l'hexoquinasa, PFK-1 , aldolasa i lactat deshidrogenasa augmenten
des de valors baixos durant la primera setmana (30-40% de l'activitat adulta) fins a valore
similare ais adults a partir de la setmana de vida (Leong and Clark, 1984 a; Mcllwain and
Bachelard, 1985). Un patró similar seguixen els enzims implicats en el cicle deis ácids
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tricarboxílics. En canvi, els enzims implicats en el metabolisme deis cossos cetónics, p-
hidroxibutirat deshidrogenasa, 3-oxoácid-CoA transferasa i acetoacil-CoA tiolasa
presenten una forta inducció entre la primera i la segona setmanes per disminuir un altre
cop a valors adults a partir de la cuarta setmana. Aquest període d'activitat máxima es

correspón amb el de máxima utilització deis cossos cetónics (Patel, 1979; Leong and
Clark, 1984 b). En contrast amb aqüestes induccions a partir de la primera setmana de
vida, els nivells de glucosa 6-fosfat deshidrogenasa, enzim clau en la ruta de les
pentoses, es manté gairebé constant des d'abans del naixement fins a l'estat adult (Leong
and Clark, 1984 b). Aquesta alta activitat en relació ais enzims glucolítics permet desviar
la glucosa que entra a la cél.lula cap a la ruta de les pentoses proveint d'esquelets de
ribosa i NADPH per a la biosíntesi de RNA i lípids respectivament.

Temps (setmanes)

Figura 2.15.- Canvis en les activitats deis enzims glicolítics de cervell de rata
durant el desenvolupament.

Adaptat de Mcllwain and Bachelard (1985). Captació de glucosa in vivo (o), i activitats deis
enzims: hexoquinasa (•), PFK-1 (•), lactat deshidrogenasa (f) i citrat sintasa (0).
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Figura 2.16.* Concentració de diversos intermediarte glicolítics a cervell de
neonats.

Adaptada de Stumpf and Kraus (1979). Els resultas són els promitjos de 8 mesures i están

expressats com a percentatge respecte ais valors a cervell adulL

Malgrat l'activitat máxima deis enzims glicolítics és baixa durant les primeres
setmanes de vida, els seus nivells serien teóricament suficients per mantenir elevades
velocitats d'utilització de glucosa. En canvi aquest consum de glucosa es manté disminuit
i sois arriba a valors adults a les 2-3 setmanes d'edat. En el cervell de rata es produeix
una disminució de cinc vegades en la quantitat de transportadors de glucosa
inmediatament després del naixement (Sivitz et al., 1989). A més, com es mostra a la
Figura 2.16, una important disminució específica de la Fru 1,6-P2 en el cervell del neonat

respecte a l'adult indica una inhibició de la PFK-1. El fet de no produir-se acúmul
d'hexoses 6-fosfat podría estar degut a la important utilització de la glucosa a trvés de la
ruta de les pentoses que s'observa durant aquest període. La metabolització de la glucosa
a través d'aquesta via pot arribar a ser del 60% del total de glucosa consumida (Itoh and
Quastel, 1970). L'inhibició de la PFK-1 s'explicaria per els alts nivells de citrat (2-3
vegades els adults) que s'han detectat en el cervell neonat (Stumpf and Kraus, 1979).
Tots aquests canvis són revertits progresivament i a les 3-4 setmanes tots aquests
parámetros es troben a valors similars ais adults.
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FUNCIO DE LA FRUCTOSA 2,6-BISFOSFAT DURANT EL
DESENVOLUPAMENT

Per examinar la regulació de la Fru 2.6-P2 durant el desenvolupament vam estudiar
els seus nivells tissulars així com l'activitat PFK-2, enzim responsable de la seva síntesi.
Els experiments es van efectuar amb rates femelles Sprague-Dawley (200-250 g) que van
ser emparellades amb máseles fins observar preséncia intravaginal d'espermatozous. A
partir d'aquest moment es va control.lar el procés gestacional i, en els temps adients, els
fetus van ser obtinguts a través de cesárea. Els cervells de fetus i neonats van ser
inmediatament congeláis per inmersió en nitrogen líquid així com el cervell de les mares

que va ser utilitzat com a control adult.

Figura 2.17.- Nivells cerebrals de fructosa 2,6-bisfosfat d'embrions, neonats i
rates adultes.

Adaptada de Ambrosio et al., (1992). El temps está expressat com (-) abans i (+) després del
neixement. Els valors són els promitjos de 3-4 animáis ± S.E.M.. La signifícació de les diferencies
respecte ais adults está expressada com: *** p < 0.001.
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Com s'observa a la Figura 2.17 els nivells de Fru 2.6-P2 s'incrementen a partir
del setzé dia de gestació per arribar a valors máxims durant els primere dies post-part. A
partir d'aquest punt s'observa una caiguda de la seva concentrado que es manté durant
dues setmanes fins arribar a valore similars ais adults. Aquests resultats són contraposats
ais obtinguts en fetge de neonats, on s'observa un increment en els nivells de Fru 2,6-P2
just abans del naixement, coincidint amb la mobilització de glucogen, per disminuir
després quan es produeix l'episodi hipoglicémic post-part (Schubert et al., 1983). En
eritrócits de pollastre, sTian observat increments mantinguts deis nivells de Fru 2,6-P2
després del naixement que es correspondrien amb l'augment del consum de glucosa que

sita observat (Espinet et al., 1986).

Aqüestes variacions en la concentrado de Fru 2,6-P2 están relacionades amb les
variacions en l'aport de substrats. Immediatament després del neixement, es produeix una

disminució de cinc vegades en la quantitat de transportadors de glucosa (Sivitz et al.,
1989), el consum de glucosa a partir d'aquest moment es mantíndrá baix i només arribará
a valore adults després de 2-3 setmanes. Aixó condiciona que, en el moment de néixer,
la degradació de les reserves de glucogen condueix a augments en els nivells cel.lulars
d'hexoses-6-fosfat que produirien els augments transitoris de Fru 2.6-P2 observáis.
Aquests augments transitoris afavoreixen la metabolització de la glucosa en aqüestes

condicions, on la seva concentració plasmática es troba baixa. Posteriorment, l'inici de la
lactáncia i la possibilitat de matabolització deis cossos cetónics, induirá l'acumulació de
citrat (Stumpf and Kraus, 1979) que inhibeix la PFK-2 (Ventura et al., 1992). En aquesta

situació, similar a la cetósi observada durant la diabetis, els augments de citrat i
disminucions consegüents en la concnetració de Fru 2,6-P2 propicien l'inhibició de la
PFK-1 juntament amb la baixa activitat máxima d'aquest període. Aquesta inhibició
permet utilitzar la menor quantitat de glucosa captada preferentment en la ruta de les
pentoses, que es troba fortament afavorida en auquestes condicions on es necessiten
equivalents de reducció per a la síntesi de mielina.

La Figura 2.18 ens mostra com l'activitat PFK-2 no presenta variacions
significatives al llarg del desenvolupament obtenint-se uns valore lleugerament més
elevats en el cervell de neonats i adults respecte ais d'embrions. Aquest resultat no és
paral.lel al perfil obtingut per a la PFK-1, que es manté a valore 10-20% de l'activitat en

adult durant el període perinatal i només és a partir de les dues setmanes quan comenta a

augmentar fins a valore adults tal i com havia estat descrit (Mcllwain and Bachelard,
1985).
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Figura 2.18.- Activitat PFK-1 i PFK-2 d'embrions, neonats i rates adultes.

Adaptada de Ambrosio et al., (1992). El temps está expressat com (-) abans i (+) després del
neixement. Els valors són els promitjos de 3-4 animáis ± S.E.M.. Els valors de PFK-1 són

significadvament superiors (p < 0.001) en adults i en neonats de 14 dies (p < 0.05) i significaüvament
menors en embrions (p < 0.01) respecte a neonats.

En fetge s'havia descrit que la PFK-2 presentava una transido isoenzimática entre
l'estat fetal i l'adult. La isoforma fetal diferia en propietats cinétiques i de fosforil.lació
per diferents proteina quinases (Martin-Sanz et al., 1987). Per determinar si en cervell
tenia lloc una transició isoenzimática similar entre l'estat fetal i l'adult vam caracteritzar la

forma fetal comparant-la amb l'isoenzim de cervell adult descrit (Ventura et al., 1991;
Ventura et al., 1992). Tan el perfil cromatográfic d'elució d'una columna Mono-Q com la
detecció per separació electroforética de rintermediari enzimatic fosforil.lat per incubado
amb [2- P] Fru 2,6-P2 no indicáven cap tipus de comportament diferencial suggerint
que no hi ha variacions isoenzimátíques de la PFK-2 durant el desenvolupament.
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ISOENZIMS DE LA PFK-2/FBPASA-2

La Fru 2.6-P2 és l'activador més potent de la PFK-1 cerebral descrit fins el moment

(Ishikawa et al., 1990). La seva concentració tissular depén del balan? entre les activitats
PFK-2 i FBPasa-2. El descobriment de l'enzim que, en fetge de rata, catalitza la síntesi
de la Fru 2,6-P2 va ser realitzada, gairebé simultáneament, per tres grups de recerca (El-
Maghrabi et al., 1981; Furuya and Uyeda, 1981; Hue etal., 1981). L'enzim, anomenat
PFK-2 per diferenciar-lo de l'enzim glucolític, catalitza la formació de Fru 2,6-P2 a partir
de Fru 6-P i ATP. La hidrólisi de la Fru 2.6-P2 a Fru 6-P i P¡ es catalitzada per la
FBPasa-2 (Van Schaftingen et al., 1982; El-Maghrabi et al., 1982). Les activitats
d'aquests enzims són molt reduides, calculant-se uns valors més de 1000 vegades
inferiors ais corresponents a la PFK-1 i FBPasa-1. Aqüestes baixes activitats justifiquen
les baixes concentracions de Fru 2,6-P2 detectades en tots els teixits de mamífer (revisat a

Van Schaftingen, 1987).

Les activitats PFK-2 i FBPasa-2 de diferents teixits de mamífer copurifiquen fins a

homogeneitat, indicant que en totes elles l'enzim és bifuncional. Aquesta proteina
bifuncional conté les dues activitats separades en dos dominis amb un centre actiu diferent
per a cada una d'elles (El-Maghrabi et al., 1984; Sakakibara et al., 1984). Estudis cinétícs
i estereoquímics indiquen que la reacció quinasa té lloc a través de la formació d'un
complex temari. La reacció bisfosfatasa segueix un mecanisme ping-pong que inclou la
formació d'un intermedian fosforil.lat (E-P). D'aquesta forma, l'incubació de l'enzim
amb [2-32P] Fru 2,6-P2 produeix la fosforil.lació d'un residu de histidina a una velocitat
100 vegades superior a la velocitat total de hidrólisi (Stewart et al., 1985). Aquesta
propietat ha estat utilitzada per a la visualització específica de la PFK-2/FBPasa-2 per

marcatge radiactiu de l'enzim i formació de l'intemiediari E-32P estable (El-Maghrabi et

al., 1986).

La possible existencia de diversos isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2 es va plantejar
al comparar dades bioquúniques, immunológiques i cinétiques deis enzims procedents de
cor, fetge i múscul ( Rider et al., 1985; Taniyama et al., 1988). Fins el moment de
concloure aquesta tesi havien estat caracteritzades quatre tipus diferents d'isoenzims en

mamífer depenent del teixit d'on s'han aillat. Aquests isoenzims s'anomenen "L"
(hepátic), "M" (muscular), "H" (cardíac) i ’T‘ (testicular). Tots quatre isoenzims són
homodímers de masses moleculars similars peró es diferéncien en les seves propietats
immunológiques, cinétiques, relació d'activitats PFK-2/FBPasa-2 i resposta a la
fosforil.lació per proteina quinasa depenent d'AMP cíclic (PKA) i proteina quinasa C
(PKC) (revisat a Hue et al., 1990; Ventura et al., 1991b).
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PFK-2/FBPasa-2 hepáticaLes activitats PFK-2 i FBPasa-2 hepátiques es

troben localitzades en dos dominis separats dins de la mateixa proteína. Aquesta proteína
presenta dues subunitats idéntiques de 55 kDa composades de 470 aminoácids (Van
Schaftingen, 1987; Pilkis and El-Maghrabi, 1988; Pilkis and Claus, 1991). L'isoenzim
hepátic "L" presenta una activitat quinasa entre 1 i 4 vegades superior a la activitat
bisfosfatasa.

Al contrari que la PFK-1, La PFK-2 hepática no es inhibida per altes
concentracions d'ATP. L'enzim té una cinética hiperbólica per l'ATP amb una Km de
0.1-0.2 mM per el que és probable que l'enzim es trobi saturat irt vivo. L'afinitat per la
Fru 6-P és depenent de la concentració de P¿ i de l'estat de fosforil.lació de renzim. En
preséncia de 5 mM P¡, la Km per la Fru 6-P és de 50 pM, concentració que es troba dins
del rang de conecntracions fisiológiques. L'efecte del fosfat sembla teñir poca significació
fisiológica donat que s'aconsegueix un efecte activador máxim a concentracions molt
inferiors a les fisiológiques (Laloux et al., 1985). La PFK-2 és inhibida per citrat, fosfo-
enol-piruvat i glicerol 3-fosfat (Gli 3-P). Slia observat que els tres inhibidors poden
jugar papers reguladors de la seva activitat en diferents situacions fisiológiques (revisat a
Hue and Bartrons, 1985; Van Schaftingen, 1987; Pilkis & El-Maghrabi, 1988; Pilkis and
Claus, 1991).

La FBPasa-2 requereix Mg2+ i és estimulada per P¡, Gli 3-P i nucleótids trifosfat.
La Km per el seu substrat és molt baixa, 4 nM, concentració 100 vegades menor que els
nivells existents en el fetge. Malgrat aixó la Fru 6-P, un deis seus productes de reacció,
actúa com un potent inhibidor amb una K¿ de 20 |iM. D'aquesta forma, canvis en la
concentració de Fru 6-P provocaran canvis oposats en les activitats PFK-2 i FBPasa-2
(revisat a Hue and Bartrons, 1985; Van Schaftingen, 1987; Pilkis & El-Maghrabi, 1988).

La PFK-2/FBPasa-2 hepática és un enzim interconvertible regulat per processos de
fosforil.lació/defosforil.lació en una única serina a través de la PKA (Figura 3.1). La
fosforil.lació indueix inactivació de la PFK-2 i activado de la FBPasa-2. La inactivació

de la quinasa es produeix per disminució de la Vmax, un increment en la Km per la Fru 6-
P i un augment en la sensibilitat a l'inhibició per citrat i fosfo-enol-piruvat. L'activado de
la bisfosfatasa es produeix per un augment de la Vmax, augment de la sensibilitat a
l'activació per Gli 3-P i nucleótids trifosfat i disminució de la sensibilitat a l'inhibidó per

Fru 6-P (Van Schaftingen et al., 1981; El-Maghrabi et al., 1982b). La defosforil.lació
está catalitzada per les proteína fosfatases 2A i 2C (Pelech et al., 1984). Hormones com
el glucagó i agonistes (3-adrenérgics provoquen augments d'AMP cíclic, inhibició de la
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PFK-2 i activació de la FBPasa-2 (revisat a Hue and Bartrons, 1985; Van Schaftingen,
1987; Pilkis & El-Maghrabi, 1988) mentre l'insulina antagonitza aquests efectes (Pilkis et

al., 1983; Gil etal., 1986; Gil etal., 1988).

Figura 3.1.- Regulació de la PFK-2/FBPasa-2 hepática.
Els enzims es presenten enmarcats. PKA, proteína quinasa depenent d'AMP cíclic; P2A proteína

fosfatasa 2A; Pi, fosfat inorgánic; PEP, fosfo-enol-piruvat; NTP, nucleotids trifosfaL

La seqüencia aminoacídica de l'enzim bifuncional hepátic va ser obtinguda per

seqüenciació proteica (Lively et al., 1988) i d'un cDNA parcial (Colosia et al., 1987) i
confirmada per seqüenciació d'un cDNA complert (Darville et al., 1987). S'han
identificat tres dominis diferenciáis dins de la proteína (Figura 3.2). El domini quinasa
conté quatre cisteines essencials implicades en la unió de la Fru 6-P. El domini
bisfosfatasa conté, en la posició 258, la histidina implicada en la formació del intermedian
E-P (El-Maghrabi et al., 1987; Pilkis et al., 1987). A més, per estudis de mutagénesi
dirigida, slia evidenciat l'importáncia que té per a l'activitat FBPasa-2 una altra histidina
en posició 392 i que actuaría com a donador de protons (Tauler et al., 1990). Per al
mateix métode sita posat de manifest la funció del residu de glutámic-327 i del de lisina-
356 en la unió de la Fru 2.6-P2 , i en concret, del grup fosfat en posició C-6 (Lin et al.,
1992; Li et al., 1992). El tercer domini, proper a l'extrem amino-terminal, conté el lloc de
fosforil.lació per PKA. A més, presenta una diana de fosforil.lació en tirosines (residus
352-359), peró mai s'han trobat evidéncies que demostrin fosforil.lació per tirosina-
proteína quinases.
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Figura 3.2.* Organització deis dominis i residus crítics de la PFK-2/FBPasa-2
hepática.

PFK-2/FBPasa-2 muscular.- La forma muscular "M" és idéntica a la forma

hepática excepte els 32 primers aminoácids, corresponents al primer exó de la forma
hepática, que en la forma muscular són substituits per un decapéptid que no conté el lloc
de fosforil.lació hepátic de la PKA. Aquests dos isoenzims provenen del mateix gen per

splicing altematiu a partir de dos promotors diferents. Aquest gen de 55 kb es troba
localitzat al cromosoma X (Darville et al., 1989).

Aquest isoenzim també forma homodímers de 54 kDa de pes molecular per

subunitat. Aquest isoenzim presenta de 2 a 5 vegades més activita bisfosfatasa que

quinasa, justificant els baixos nivells d'aquest metabólit detectats en aquest teixit (Van
Schaftingen and Hers, 1986; Kitamura et al., 1989). No sita demostrat cap tipus de
fosforil.lació per aquest isoenzim. Les propietats cinétiques d'aquest isoenzim són
similars a les del hepátic excepte que no presenta modificacions d'activitat per Gli 3-P i
ractivitat FBPasa-2 és menys sensible a l'inhibició per Fru 6-P (Van Schaftingen and
Hers; Kitamura etal., 1989).
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PFK-2IFBPasa-2 cardíacaEls isoenzims cardíacs "H" corresponen a dues
prote'ínes homodimériques de pesos moleculars 54 i 58 kDa per subunitat segons
determinado per SDS-PAGE. Aquests dos isoenzims provenen d'un splicing altematiu
d'un mateix gen, anomenat gen B, diferent del gen que codifica per a les formes "L" i
"M", anomenat gen A (Sakata and Uyeda, 1991; Rider et al., 1992). Aquest gen B, de 22
kb, es troba localitzat al cromosoma 13 en rata i en el 1 en humans (Darville et al., 1991;
Hilliker et al., 1991).

L'estructura d'aquests isoenzims és molt similar a la deis descrits per fetge i
múscul; contenen un domini quinasa i un domini bisfosfatasa que presenten una forta
homologia (> 86%) entre totes les PFK-2/FBPasa-2 descrites (Figura 3.2). En canvi,
divergeixen en la zona amino-terminal, concretament els primers 34 residus de la proteina
cardiaca que no presenten el centre de fosforil.lació per PKA de l'isoenzim hepátic.
També divergeixen en el extrem carboxi-terminal. Aquesta zona es codificada per els
exons 15 i 16 del gen cardíac (Darville et al., 1991). L'exó 15 codifica per una seqüencia
que conté dianes de fosforil.lació depenents de PKA i PKC i está absent en el missatger
que codifica per al isoenzim de 54 kDa (Sakata and Uyeda, 1990; Sakata and Uyeda
1991; Lange et al., 1991; Rider et al., 1992).

La fosforil.lació de la forma de 58 kDa (530 aminoácids) per PKA i PKC ha estat
demostrada in vitro per diversos grups i es troba localitzada, a diferencia de l'enzim
hepátic, a 1'extrem carboxi-terminal de la proteina (Rider and Hue, 1986; Kitamura et al.,
1988; Rider et al., 1992). En canvi, hi ha dades contradictóries de com aqüestes
fosforil.lacions afecten a les característiques cinétiques de l'enzim. Hi ha resultats que

suggereixen que la fosforil.lació per PKA disminueix lleugerament la Km per la Fru 6-P
de la PFK-2 sense modificar la Vmax , l'activitat bisfosfatasa o la sensibilitat a l'inhibició
per citrat (Kitamura and Uyeda, 1987; Rider et al., 1992). Kitamura et al., (1988)
suggereixen augments de la Vmax per la PFK-2 al incubar amb PKC. Altres grups no
han pogut confirmar aquests resultats (Rider and Hue, 1986; Ventura et al., 1991). Es
interessant constatar com la fosforil.lació a través de PKA en la zona amino-terminal,

produeix una forta inactivació de la PFK-2 hepática, mentre la fosforil.lació al costat

carboxi-terminal, produeix una lleugera activació de la PFK-2 cardíaca.

Els isoenzims de cor mostren una série de diferencies de tipus cinétic amb els altres
isoenzims. L'activitat FBPasa-2 a cor és 80 vegades inferior a l'activitat quinasa (Rider
and Hue, 1986) de forma que l'enzim de cor és molt més una quinasa que una
bisfosfatasa. A més, la Km per la Fru 2,6-P2 de la FBPasa-2 és molt alta, 40 |iM
(Kitamura and Uyeda, 1988), de forma que la FBPasa-2 no es troba saturada en
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condicions fisiológiques. A més, la forma cardiaca no presenta inhibició per Gli 3-P i és
molt més sensible a l'inhibició per citrat que les formes hepática i muscular (Rider et al.,
1985; Ventura et al., 1991).

PFK-2 IFBPasa-2 de testicles.- L'isoenzim de testicles T‘ ha estat descrit

recientment per Sakata et al., (1991). Sembla ser el producte de 1 expressió d'un tercer

gen que presenta una forta homología en els dominis quinasa i bisfosfatasa amb les altres
isoformes. Al igual que en els altres cassos, les divergéncies es traben a nivell del primer
i darrers exons transcrits. L'expressió del cDNA clonat produeix una proteína de 55 kDa
que s'associa formant homodímers. Presenta propietats cinétíques similars a les altres
formes excepte que l'enzim de testicles és fosforil.lat per PKC peró no per PKA en clara
diferéncia amb les formes hepática i cardíaca (Sakata et al., 1991).

S'han descrit altres PFK-2/FBPasa-2es amb propietats cinétíques i de fosforil.lació
diferenciades deis préviament descrits. L'isoenzim de cél.lules dliepatoma de rata (HTC)
s'havia vist que no era fosforil.lable per PKA i no presentava activitat FBPasa-2 (Loiseau
et al., 1988). Aixó representaría la primera isoforma que no presentaría bifuncionalitat.
Recentment, el clonatge i expressió de l'enzim present a aqüestes cél.lules indica que és
identic al tipus "M" peró on la seva activitat FBPasa-2 está inhibida per algún mecanisme
desconegut (Crepin et al., 1989). També hi ha evidéncies d'una possible transició
isoenzimática durant el desenvolupament hepátic. La forma fetal, a diferéncia de l'adulta,
es fosforil.la per PKA i PKC peró aqüestes fosforil.lacions no produeixen modificacions
de l'activitat quinasa (Martin-Sanz et al., 1992).

PFK-2/FBPASA-2 CEREBRAL

Caracteritració molecular de la PFK-2!FBPasa-2 cerebral.- Haviem vist

que els nivells de Fru 2.6-P2 es mantenien, en general, bastant estables al llarg d'una
amplia varietat de situacions experimentáis. Igualment, l'análisi de les activitats PFK-2 i
FBPasa-2 en aqüestes situacions mostrava que en cap d'elles es produi ?n modificacions
importants de les seves Vmax. Per aquest motiu vam creure important abordar la
caracterització d'aqüestes dues activitats que es comportaven a cervell d'una forma
clarament diferenciada respecte altres teixits de mamífer, i en especial del teixit hepátic.

Per procedir a caracteritzar les propietats de la PFK-2/FBPasa-2 cerebral vam

purificar-la d'extractes cerebrals de rata. En paral.lel vam dur extractes de fetge, múscul i
cor, de les que havien estat descrites diferents formes isoenzimátiques. Vam utilitzar un
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procediment que incluía dues etapes: un fraccionament entre el 6 i el 21% de PEG 6000 i
una cromatografía de bescanvi iónic en una columna Mono Q. El perfil d'elució de la
columna amb un gradent de NaCl mostrava que l'activitat PFK-2 coeluia amb la FBPasa-
2. La Figura 3.3 senyala com els isoenzims muscular i hepátic elueixen aproximadament
a 0.4 M de NaCl mentre els isoenzims de cor i cervell elueixen aproximadament a 0.2 M.

<
h
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Figura 3.3.* Perfils d'elució de la PFK-2 de cervell, cor, fetge i muscul.

Adaptada de Ventura et al. (1991a). Les fraccions purificades tenien una activitat específica de 0.55,
0.30, 3.4 i 0.53 mU/mg de proteina per cervell, cor, fetge i muscul respectivament.
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Es interesant constatar com totes les formes elueixen en varios pies que podrien
representar o bé l'existéncia de més d'una forma isoenzimátíca, com podría ser el cas de
cor, o bé l'existéncia de la mateixa forma en diferents estats de fosforil.lació. Després de
l'incubació del segon pie de la forma hepática amb fosfatasa alcalina i reaplicació a la
columna s'observava un altre cop l'aparició deis dos pies, amb predomini del primer que

correspon a la forma no fosforil.lada. Aix6 suggereix que els dos pies, d'almenys la
forma hepática, corresponen a diferents estats de fosforiLlació.

Tan la PFK-2 com la FBPasa-2 coeluien de la columna per a totes les isoformes,
suggerint que totes elles són bifuncionls. La relació quinasa/bisfosfatasa de 1 enzim
cerebral era molt elevada, aproximadament 70. Aquesta dada justifica els alts nivells de
Fru 2,6-P2 observats a cervell malgrat la reduida activitat PFK-2 (10 cops menor que la
observada a fetge). El fet d"observar relacions PFK-2/FBPasa-2 de només 10 quan es
mesura en extractes directes no purificáis suggereix que aquesta activitat FBPasa-2 pot
estar elevada in vivo degut a Tacció de modificadora de la seva activitat o bé a l'existéncia
d'altres tipus de fosfatases inespecífiques que actuin sobre la Fru 2,6-P2- El manteniment
de l'activitat FBPasa-2 en extractes filtrats a través de columnes d'exclussió molecular de

G-25 fa suposar que té lloc la segona possibilitat.

sn-Glicerol 3-P (mM) Citrat (mM)

Figura 3.4.- Efectes del glicerol 3-fosfat i el citrat a l'activitat PFK-2 de

cervell, cor, fetge i muscul de rata.

Adapatada de Ventura et al. (1991a).
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STiavia descrit que els efectes cinétics del Gli 3-P i el citrat eren diferents per ais
diferents isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2. A la Figura 3.4 s'observa com mentre
l'activitat quinasa hepática es fortament inhibida peí Gli 3-P, l'isoenzim de cervell,
juntament amb el muscular i el cardíac, no eren afectats per concentracions de Gli 3-P fins
a 1 mM. Igualment, en condicions suboptimes de Fru 6-P, la PFK-2/FBPasa-2 cerebral
al igual que la cardíaca, eren molt més sensibles a l'inhibició per citrat que les formes
muscular i hepática.

Aqüestes dades de tipus estructuráis i cinétic feien pensar que la PFK-2/FBPasa-2
present a teixit cerebral de rata podría ser molt similar a l'isoenzim de cor préviament
descrit. Va ser del tot sorprenent dones, les dades obtingudes per estudis d'incubació
amb [2-22P] Fru 2.6-P2 seguits de SDS-PAGE de l'intermediari E-P radiactiu format i
per estudis de Western blot. Com es mostra a la Figura 3.7 en el cas de cervell boví, els
anticossos policlonals de la forma hepática de la PFK-2/FBPasa-2 reconeixien per

Western blot a l'enzim purificat de cervell de rata. S'observava una única banda
corresponent a un pes molecular de 120 kDa en un Western corregut en un gel en

condicions desnaturalitzants. Igualment SDS-PAGE de mostres de PFK-2/FBPasa-2
cerebral incubades amb [2- P] Fru 2,6-P2 mostraven també un únic senyal de pes

molecular 120 kDa. Aqüestes dades evidenciaven que la PFK-2/FBPasa-2 cerebral
purificada era un isoenzim diferent deis préviament descrits i que presentava subunitats
d'alt pes molecular.

Amb aqüestes evidéncies de que ens trobavem amb una possible forma
isoenzimática específica de teixit cerebral vam procedir a una major purificació de l'enzim
cerebral. Donada la baixa activitat detectada de l'enzim en teixit cerebral vam escollir com

a material biológic de partida el cortex boví obtingut directament de l'escorxador i
minimitzant els temps d'isquémia post-mortem. Els cervells eren disseccionats,
mantinguts en gel i utilitzats immediatament. Uns 700 grams de cortex, net de meninges i
vasos, eren homogenats en 3 volums de amortidor A (veure "Abreviatures") a 4*C.
LTiomogenat era centrifugat a 15000 x g durant 20 minuts. S 'afegia PEG 6000 fins a un

percentatge del 6% (pes/volum), es deixava reposar 10 minuts a la cambra freda i es

centrifugava a 15000 x g durant 20 minuts. Al sobrenedant recollit s'hi afegia 15%
(pes/volum) de PEG 6000 i el pH es portava fins a 6.5. Es deixava reposar durant 10
minuts a la cambra freda i es centrifugava de nou a 15000 x g durant 20 minuts. El pellet
era redissolt en 300 mi. d'amortidor B (veure "Abreviatures") i clarificat per centrifugació
a 15000 x g durant 15 minuts. L'enzim s'aplicava a una columna de Blue Sepharose
CL6B (1.8 x 35 cm) que havia estat préviament equilibrada amb amortidor B. La
columna era rentada durant tota la'nit i fins que la concentració de proteína eluida era
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negligible. La PFK-2/FBPasa-2 s'eluia (aproximadament entre 5 i 10 mM de ATP-Mg)
amb un gradient de 0-15 mM d"ATP-Mg en amortidor B. Les fraccions que contenien
l'activitat PFK-2 eren ultrafiltrades fins a 3 mi. amb un equip Amicon amb filtres YM-10.
Aquest ultrafiltrat es diluía quatre cops i s'aplicava a una columna Mono Q equilibrada
amb amortidor C (veure ' Abreviaturas"). Un cop rentada la columna amb el mateix
amortidor s'aplicava un gradent de KC1 (0-300 mM). La PFK-2/FBPasa-2 eluia
aproximadament a 0.2 M de KC1 i un cop diluida dos cops era reaplicada a la mateixa
columna i eluida en un gradient similar peró amb un pendent menor. L'enzim eluia en

forma d'un sol pie (Figura 3.5). Les fraccions que contenien l'enzim pur eren guardades
amb glicerol al 20% a -80* C. D'aquesta forma l'enzim era estable durant almenys tres
mesos.

J
1 1 1 i i

15 20 25 30 35

Temps (min)

Figura 3.5.- Perfil d'elució de la columna Mono-Q i SDS-PAGE de la PFK-
2/FBPasa-2 de cervell boví.

Adaptada de Ventura et al. (1992). Perfil d'elució de la columna Mono-Q després de reaplicar les
fraccions préviament puriñeades. L'enzim eluia entre els minuts 19 i 21. També es mostra la electroforesi
d'una fracció del pie. La posició deis marcadors de pes molecular está indicada per les fletxes.

Aquest métode de purificació permet l'aillament de la PFK-2/FBPasa-2 cerebral
amb un rendiment global del 10%. El procediment és rápid (menys de quatre dies) i
permet aillar l'enzim pur amb un grau de purificació de més de 15000 vegades (Figura
3.6). A més durant aquest procediment no vam trobar altres pies d'activitat PFK-2.
L'enzim pur tenia activitat quinasa (90 mU/mg de proteina) i bisfosfatasa (29 mU/mg de
proteina) de forma que es pot concloure que l'enzim cerebral és també bifuncional.
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Etapes Protelna Actlv. PFK-2 Act. Esp. Purificació Rendlment

mg mü mU/mg vegades %

Extracte 25002 147 0 006 1 100

6-21X PEG 4242 82 4 0019 32 56

Blue-Sepp. 3.44 48 4 14 1 2345 329

fiono-Q 071 31 6 44 5 7417 21 5

Mono-Q

ReapUcacló.
0.15 13 9 92 7 15450 95

Figura 3.6.- Purificació de la PFK-2/FBPasa-2 de cervell boví.

Adaptada de Ventura et al. (1992).

El pes molecular de Tenzim nadiu és de 225.000 Da determinat en una columna
d'exclussió molecular Superosa 12 HR mentre que la electroforesi en condicions
desnaturalitzants mostra una sola banda de 120 kDa de pes molecular (Figura 3.6 i 3.7).
Aqüestes dades indiquen que Testructura de la PFK-2/FBPasa-2 cerebral és la de
homodimers d'alt pes molecular si es compara amb les altres formes conegudes.
Aqüestes dades es van comprobar per medi d'estudis de Western blot amb Tanticos de la
forma hepática i amb marcatge amb [2-32P] Fru 2.6-P2 (Figura 3.7). El Western indica
que Tanticos de la forma hepática reconeix la forma cerebral de forma que comparteixen
almenys certa relació antigénica. El marcatge específic amb [2- P] Fru 2,6-P2 suggereix
que el mecanisme de reacció de la bisfosfatasa es similar també al de les altres PFK-
2/FBPase-2 descrites, intervinguent-hi la formació d'una fosfo-histidina com a

intermedian de reacció.

Per tal d "obtenir més informació de tipus estructural de la naturalesa de la nova

forma aillada vam seqüenciar la protei'na després de Talquilació amb 4-vinil-piridina. Els
resultáis negatius indicáven que Textrem amino-terminal estava bloquejat per a la
degradació d"Edman. Vam procedir dones, a la seqüenciació de fragments procedents de
digestions amb CNBr. Els fragments de digestió en CNBr van ser separats per SDS-
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PAGE en gels de 15% d'acrilamida i 0.75% de bisacrilamida i posteriorment els
fragments van ser transferits a membranes. Després de la detecció amb Coomassie Blue
es van detectar tres péptids de pessos moleculars 36.000, 32.000 i 22.000 Da. El péptid
de 36 kDa va ser seqiienciat directament de la membrana i va conduir a una seqüencia
amb certessa fins el desé aminoácid. La seqüencia és Gln-Val-Asn-Gln-His-Leu-Lys-
Gly-Glu-Tyr. Aquesta seqüencia no té homologies significatives amb qualsevol
seqüencia corresponent a les PFK-2/FBPasa-2es conegudes.

Figura 3.7.- SDS-PAGE, Western blot i marcatge amb fructosa 2,6-bisfosfat de
la PFK-2/FBPasa-2 de cervell boví.

Adaptat de Ventura et al. (1992). A l'esquerra es pot observar la tinció amb Coomassie Blue, en el
centre la autorradiografía del Western blot i a la dreta el marcatge amb (2- P) fructosa 2,6-bisfosfat de la
PFK-2/FBPasa-2 cerebral.

Totes aqüestes dades de tipus estructural indiquen que la PFK-2/FBPasa-2 present
a teixit cerebral correspón a un nou isoenzim, específic de teixit nervios, que no havia
estat descrit fins el moment Aquesta forma curiosament presenta un pes molecular doble
i almenys certa part de la seva seqüencia és diferent de les altres formes conegudes.
Comparteix amb elles certes propietats básiques com són la bifuncionalitat, formació d'un
intermedian fosforil.lat per incubació amb [2-32P] Fru 2.6-P2, de forma que es llógic
suposar un mecanisme de reacció, almenys per la fosfatasa, similar ais altres isoenzims.
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A més es reconegut per anticossos contra la forma hepática per el que es pot suggerir una

similitud en l'estructura secundaria de certes zones que li confereixi similituds
antigéniques. Una forma de la PFK-2/FBPasa-2 de llevat, també de tamany elevat (93
kDa), s'ha clonat i expressat recentment (Kretsmer and Fraenkel, 1991). Aquesta forma
té els dos dominis quinasa i bisfosfatasa i seqüencies addicionals ais extrems amino i
carboxi-terminals. Malgrat teñir el domini de la bisfosfatasa similar a les altres formes la
histidina 258 es troba substituida per una serina i aquesta forma no mostra activitat
bisfosfatasa. Aquests resultats junt amb els nostrcs mostrarien un altre grup d'isoenzims
de la PFK-2/FBPasa-2 amb tamanys molt superiors ais coneguts fins el moment i que

presentarien zones reguladors d'elevat tamany ais dos extrems deis dominis catah'tics.

Adició
Activitat PFK-2 ( mU/mg prot.)

Cervell Cor Fetge MÚSCUl

control 0.49 0.18 4.03 0.65

+ subunitat catalítica 0.46 0.17 0.98 0.60

Activitat PFK-2

Teixit Adició ( mU/mg prot.)

Condiciona Condiciona

Optlmes Subóptlmes

control 0.46 0.27

Cervell
+ subunitat catalftica 0.45 0.29

control 4.01 1.87

Fetge
+ subunitat catalítica 2.79 1.08

Figura 3.8.- Efecte del tractament de la PFK-2 amb la subunitat catalítica de la

protelina quinasa depenent d'AMP cíclic.
Modificada de Ventura et al. (1991a). PFK-2 purificada de cervell, cor, fetge i muscul va ser

incubada 20 min a 30° C amb 0.1 mU de subunitat catalítica de la proteina quinasa depenent d'AMP
cíclic. Posteriorment l'enzim va ser incubat per a determinar la seva activitat en condicions saturants

(5mM Fru-6-P) o subsaturants (0.1 mM Fru-6-P) de substrats. Els valors són el promig de dos assatjos
independents.
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Fosforil.lacions per PKA i PKC de la PFK-2IFBPasa-2 cerebral■- Les

fosforil.lacions per PKA i PKC són unes altres propietats diferenciáis per a totes de les
PFK-2/FBPasa-2 descrites. Nosaltres vam efectuar incubacions amb PKA i PKC i vam

estimar les modificacions que produeixen en l'activitat PFK-2 a condicions óptimes i
subóptimes de concentració de Fru 6-P. A la Figura 3.8 s'observa com mentre l'isoenzim
hepátic és inhibit més d'un 75% per incubació amb PKA, l'isoenzim de cervell de rata, al
igual que el muscular i el cardíac, no modificava la seva activitat a condicions óptimes ni
subóptimes de substrats. Per comprobar si l'abséncia de modificació podia ser deguda al
fet que els enzims estiguessin en una forma ja totalment fosforil.lada vam incubar-los
amb glucosa, ADP-Mg, hexoquinasa i la subunitat catalítica de la PKA. S'havia descrit
que en aqüestes condicions la PKA actuava de forma inversa i defosforil.lava
específicament els seus substrats (El-Maghrabi et al., 1980). Després d'aquest tractament

tampoc no vam obtenir cap modificació de forma que es pot concloure que no es

produeixen canvis en ni en la Vmax ni en la Km per la Fru 6-P per la PFK-2 cerebral
associats a fosforil.lacions depenents de PKA. Aquest resultáis es contradiuen amb els de
Kitamura et al., (1988) i els de Rider et. al. (1992) que indiquen una lleugera modificació
de la Km per la Fru 6-P per la PFK-2 cardíaca. La modificació peró, és poc important
quantitatívament i si tenim en compte que no modifica l'activitat FBPasa-2 ni modifica la
sensibilitat cap a altres efectors com el citrat, l'efecte d'aquesta fosforil.lació semblaría
fisiológicament poc important en compareció ais efectes produits per altres efectors
al.lostérics tan sobre l'activitat quinasa com sobre la bisfosfatasa.

Vam analitzar també les possibles modificacions d'activitat que la fosforil.lació per

PKC pogués produir sobre els diferents isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2. S'havia
suggerit que aquesta fosforil.lació activava l'enzim cardiac (Kitamura et al., 1988). A la
Figura 3.10 es mostra com cap de les activitats, incloent la cerebral, no eren modificades
per la fosforil.lació depenent de PKC. Igualment, tampoc no s'observava modificació si
préviament eliminavem els possibles fosfats que ja estiguessin incorporats a l'enzim per
tractament durant 20 minuts a 30° C amb 1 unitat de fosfatasa alcalina immobilitzada en

agarosa. L'activació de l'activitat cardíaca per fosforil.lació per PKC suggerida per
Kitamura et al. (1988) no era observada en els nostres experiments ni en els d'altres
grups (Rider and Hue, 1986; Rider et al., 1992). Rider etal. (1992), atribueixen aqüestes
discrepáncies a que les modificacions en la Vmax obtinguda per Kitamura et al. (1988)
podrien estar degudes a un efecte activador directe de la fosfatidil-serina i 1'olema sobre la
PFK-2 donat que en els seus experiments, ja s'observa aquest efecte al incubar amb
aquest compostos i abséncia de PKC.
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Adició
Activitat PFK-2 ( mll/mg prot. )

Cervell Cor Fetge Múscul

Defosforil.lada 0.23 0.038 2.14 0.14

+ proteina quinasa C 0.25 0.035 2.09 0.13

Figura 3.9.- Efecte del tractament de la PFK-2 amb proteina quinasa C.
PFK-2 purificada de cervell, cor, fetge i muscul va ser defosforil.lada durant 20 min amb 1 U de

fosfatasa alcalina immobilitzada. Després els enzims van ser incubats 20 min a 30° C en presencia de 0.1
unitats de proteina quinasa C en un medi que contenia 2 mM CaCl2, 50pg/ml de fosfatidil-serina i 2
pg/ml de dioleina, lmM ATP-Mg, 5mM P¡, 2mM ditiotritol, 5mM MgCl2 i 100 mM Hepes pH 7.1.
Els valors són el promig de dos experiments independents.

Aquests resultats obtinguts amb l'enzim cerebral de rata parcialment purificat els
vam comprobar amb l'enzim pur de cortex boví. Com es mostra a la Figura 3.10, la
subunitat catalítica de la PKA catalitza la fosforil.lació de la PFK-2/FBPasa-2 de cervell i
la de fetge. Si incubávem concentacions similars deis dos isoenzims, la velocitat de
fosforil.lació era similar per ais dos isoenzims (Figura 3.10). La estequiometria de la
fosforil.lació era 0.9 mols i 0.8 mols de fosfat/mol de subunit per la PFK-2/FBPasa-2
cerebral i hepática respectivament. Aquests resultats indiquen una relació propera a 1
suggerint que la PFK-2/FBPasa-2 de cervell té un sol lloc de fosforil.lació per PKA.
Aquest fet fa descartar la idea, com es podría pensar al observar un pes molecular doble al
deis altres isoenzims, de que la forma cerebral hagi evolucionat per medi d'una duplicació
génica a partir d'altres formes de l'enzim bifuncional.

Al igual que el que havíem observat amb el enzim purificat de rata, la fosforiLlació
per la subunitat catalítica de la PKA no modificava ni la Km ni la Vmax de la PFK-2, i
tampoc modificava l'activitat FBPasa-2 en condicions subsaturants (Figura 3.10).Es
probable que aquest major tamany de la forma cerebral impedeixi la transmissió, ais
dominis catalítics, del senyal produit per la fosforil.lació via PKA. Per altra banda,
l'incubació de la proteina purificada de cortex amb PKC no donava cap tipus de senyal de
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fosforil.lació de forma que es pot afirmar que Tisoenzim cerebral, al contrari que el de cor
i testicles, no és substrat de la PKC.
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Adició
Activitat PFK-2

( mll/mg prot. )

Activitat FBPasa-2

( mU/mg prot. )

control 62.4 0.95

+ subunitat catalítica
PKA

65.8 1.07

Figura 3.10.* Fosforil.lació de la PFK-2/FBPasa-2 de cervell boví per la

protema quinasa depenent d'AMP cíclic.
Modificat de Ventura et al. (1992). La PFK-2/FBPasa-2 de cervell i fetge van ser incubades en

presencia de 2 mU/ml de subunitat catalítica de la proteina quinasa depenent d'AMP cíclic. Ais temps

indicats es van extreure aliqüotes i es va mesurar el ( P) fosfat incorporal. Els valors són el promig ±

S.E.M. per tres experiments independents. Igualment, d'aliqüotes d'aqüestes incubacions es van

determinar les activitats PFK-2 i FBPasa-2 que es mostren a la taula i es van sotmetre a SDS-PAGE. Al

panel inferior es pot observar la autoradiografia del gel.
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Propietats cinétiques de la PFK‘2/FBPasa-2 cerebral.- Vam determinar
váries propietats cinétiques de la PFK-2/FBPasa-2 cerebral (Figures 2.11). Els valors de
la Km per la Fru 6-P i el ATP són similars ais obtinguts per els isoenzims de múscul i
cor (Kitamura and Uyeda, 1988; Kitamura et al., 1989; Rider et al., 1985) mentre el
valor de la Km per la Fru 6-P és menor que l'obtinguda per a la forma hepática (revisat a
Van Schaftingen, 1987; Hue and Ridet 1987; Pilkis and El-Maghrabi, 1988).
Curiosament, la FBPasa-2 té una alta Km per la Fru 2.6-P2, molt superior a les seves

concentracions fisiológiques suggerint que in vivo aquesta activitat es troba en condicions
subsaturants de substrat. A més, aquesta activitat mostra una alta sensibilitat a l'inhibició
no-competitiva a concentracions fisiológiques de Fru 6-P (Figura 2.11). El citrat va
demostrar teñir un efecte dual en les dues activitats. Reduia la Km per la Fru 2,6-P2 de la
bisfosfatasa sense modificar la seva Vmax, mentre inhibia molt fortament la activitat
quinasa. Al tres modificadors de l'activitat quinasa hepática, com el glicerol 3-P (Figura
3.4) i el fosfo-enol-piruvat, no modificaven cap de les dues activitats, mentre l'ATP
tampoc no modificava la FBPasa-2 cerebral.

PFK-2

Vmax Km ATP Km Fru-6-P K1 citrat

90 mU/mg 55 uM 27 |iM 35 pM

vmax Km Fru-2,6-P2 K, Fru-6-P Kg citrat

FBPasa-2 29 mU/mg 70 uh 20 uM 16 uM

Figura 3.11.- Constants cinétiques de la PFK-2/FBPasa-2 cerebral.

Adaptada de Ventura et al. (1992).
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Donat que la fosforil.lació per PKA no té implicacions en l'activitat enzimática, el
control de les activitats PFK-2 i FBPasa-2 dependrá básicament de variacions en els
nivells deis seus substrats i efectors al.lostérics. A més, no hem observat variacions de
l'activitat enzimática significatives al llarg de diverses situacions experimentáis
estudiades, de forma que sembla que no hi hagi un fort control de la seva expressió
génica i/o degradació de la proteina o ARNm. La concentració de Fru 2,6-P2 ais teixits de
mamífer estára dones, control.lada per la relació d'activitats PFK-2 i FBPasa-2. La
relació quinasa/bisfosfatasa és propera a 3 si les dues activitats es mesuren com a Vmax.
Malgrat aixó, hem vist que la bisfosfatasa té una alta Km per el seu substrat comparada
amb la de l'isoenzim hepátic. Aquest fet suggereix que en condicions fisiológiques
aquesta relació encara será més elevada i explicaría els alts nivells de Fru 2,6-P2 (5-6
nmol/g) malgrat els baixos nivells d'enzim (0.5 mU/g). A més, la bisfosfatasa es trobará
inhibida per les concentracions de Fru 6-P normáis a cervell (20 |iM). Donat que la Fru
6-P és el substrat de la PFK-2 i els seus valors de Km són propers també a la seva

concentració intracel.lular, és llógic suposar que els nivells de Fru 6-P control.len, en
bona part, els nivells de Fru 2.6-P2- Un increment de la concentració de Fru 6-P produirá
un augment de la de Fru 2.6-P2 a través d'un increment de l'activitat PFK-2 i una

inhibició de la FBPasa-2 per l'inhibició acompetitiva de la Fru 6-P. Inversament una
disminució deis nivells de Fru 6-P conduixen a baixades de Fru 2,6-P2 i, en

conseqüencia, del flux glicolític. Aquesta situació era la que s'observava en situacions
com la isquémia i la hipoglicémia (Ventura et al., 1991, Ambrosio et al., 1991). Totes
aqüestes consideracions no afecten a l'altre substrat de la PFK-2, l'ATP, donat que

aquest isoenzim té una Km tan baixa que es trobará permanentment saturat del seu

substrat.

Com a efector més important trobat, hem caracteritzat els efectes duals que exerceix
a la PFK-2 i a la FBPasa-2. No només inhibeix molt fortament la quinasa, sinó també
activa la bisfosfatasa (activació de 2 cops a 5 |iM) per disminució de la seva alta Km per
la Fru 2,6-p2- D'aquesta forma el citrat, el qual es troba elevat en animáis diabétics
(Ventura et al., 1991) o durant la lactáncia (Stumpf and Kraus, 1979), pot mediar els
efectes d'estalvi de glucosa promuguts per la utilització de cossos cetónics. El citrat
inhibeix directament la PFK-1 i, a més, inhibeix la PFK-2 i activa la FBPasa-2. La
disminució que s'observa de Fru 2,6-P2 actuará sinérgicament amb el citrat i mantindrá a

la PFK-1 en un estat poc actiu.



Capítol 4:

Clonatge i expressió de la
PFK-2/FBPasa-2 cerebral
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EXPRESSIO DELS GENS DE LA PFK-2/FBPASA-2

Estructura i exvressió deis gens de la PFK-2/FBPasa-2.- Diversos
ARNm que codifiquen diferents isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2 han estat identificáis:
un ARNm de 2.1-2.2 kb per a la forma hepática, un de 1.9 kb per a la forma muscular,
un de 4 kb per a la forma de cor boví i un de 2 kb per a la forma de testicles (Darville et

al., 1987; Colosia et al., 1987; Crepin et al., 1989; Sakata and Uyeda, 1990, Ventura et

al., 1991; Sakata etal., 1991).

El gen que codifica els isoenzims de fetge i múscul, anomenat gen A, ha estat
caracteritzat (Darville et al., 1989; Lange et al., 1989; Lemaigre et al., 1991; Lange et al.,
1992) i localitzat al cromosoma X en rata i en humans (Darville et al., 1989; Hilliker et

al., 1991). Aquest gen de 55 kb de longitud i 15 exons codifica els isoenzims de múscul i
fetge per splicing altematiu a partir de dos promotors diferents (Figura 4.1). Els ARNm
de "L" i "M" comparteixen 13 exons idéntics. En canvi tenen un primer exó addicional que

és específic de la forma "M" (primer exó del gen) i de la "L" (segon exó del gen). Es
genera un transcrit específic de múscul des d'un promotor situat en la posició 5' del gen.
La regió promotora de la forma hepática es troba situada entre els exons primer de la
forma muscular i primer de la forma hepática (Darville et al., 1989), d"aquest darrer
promotor es genera el transcrit específic de fetge.

Experiments de footprinting indiquen que en el promotor de la forma hepática es
troben seqüencies que uneixen factors de transcripció amb ubiqüitat i altres específics de
teixit hepátic que actúen o bé com a activadors o repressors en cél.lules hepátiques o bé
com a silenciadors en cél.lules no hepátiques. En el promotor hepátic s'han trobat quatre

seqüencies d'unió de NF-I amb una funció d'estimulació de la transcripció. Un altre
proteina de la familia de Oct-l sembla mediar l'estimulació del promotor hepátic per unió
a un lloc de vuit nucleótids. També sTii troben footprints específics de fetge que inclouen
seqüencies de possible unió de Tf-LF2 o alguna proteina relacionada, una seqüencia
poli(dG), regions amb resposta a glucocorticoids i uns altres dos llocs d'unió de factors
específics de fetge i altres que actúan com elements de regulació negativa en cél.lules que
no siguin hepátiques (Lemaigre et al., 1991). En canvi, en el promotor muscular només
s'han trobat fins el moment regions d'unió NF-I (Darville et al., 1989). Recentment, s"ha
descrit un potent element de resposta a glucocorticoids en el primer intró del gen

(concretament entre els exons 1' hepátic i el 2 que correspon a les dues formes) (Lange et
al., 1992).
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Figura 4.1.- Estructura deis gens déla PFK-2/FBPasa-2.
Modificada de Ventura et al. (1991b). A la Figura s'observa els exons expressats deis diferents gens

de la PFK-2/FBPasa-2. En el cas de testicles aquests exons són hipotetitzats donat que no es disposa de la
seqüencia del gen. Els exons marcats com ( | | ) són els corresponents ais dominis catalítics i que

presenten forta homología entre tots ells. Les fletxes indiquen els punts de control per fosforiLlació.
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L'estructura del gen B, corresponent ais dos isoenzims aillats de cor, és similar a la
descrita per el gen A (Figura 4.1). Al igual que en el gen A, el gen B probablement prové
de la fusió de dos gens ancestrals que codifiquen per a una fosfotransferasa i una

fosfohidrolasa respectívament. D'aquesta forma, els exons 3-14 del gen B són un 66%
homólegs ais exons 2-13 del gen A i codifiquen per ais dominis catalítics deis enzims.
Aquest gen B conté, a més, un possible exó no codificant (exó 1) i el primer exó
codificant (exó 2) que no guarda cap homologia amb els exons 1 o 1' de les formes "M" i
"L" del gen A. En el extrem 3', aquest gen B presenta dos exons (15 i 16) diferents
també de l'exó 14 que seria el seu corresponent en el gen A. L'exó 15 inclou la seqüencia
que codifica per a les dianes de fosforil.lació per PKA i PKC (Sakata and Uyeda, 1989;
Darville et al., 1991). En aquest gen es troben dues senyals de poliadenilació que

permetien suggerir la possibilitat de dos isoenzims diferents per splicing diferencial del
mateix transcrit primari. Aquesta hipótesi ha estat demostrada per clonatge (Sakata and
Uyeda, 1991) i seqüenciació proteica (Rider et al., 1992) deis dos isoenzims previstos i
presents a cor. Un d'ells conté tots els exons codificants del gen B, mentre l'altre no

presenta l'exó 15 que és el que conté les dianes de fosforil.lació per PKA i PKC.

El gen que codifica per a la isoforma present a testicles no ha estat caracteritzat fins
el moment. Malgrat aixó es pot deduir l'estructura deis exons codificants del mateix a

partir de la seqüencia de cDNA clonada (Sakata et al., 1991). Els que probablement serán

els exons 2-14 de la forma testicular presenten una gairebé total similitud (94%) amb els
exons 2-14 de les formes muscular i hepática i els exons 3-14 de la forma cardíaca
(Figura 4.1). En canvi en la zona 5' de la seva seqüencia, en el lloc que probablement
correspondrá al primer exó, es completament diferent a totes les altres PFK-2/FBPasa-
2es descrites i no presenta la diana de fosforil.lació per PKA de la forma hepática.

D'aqüestes dades d'estudi deis promotors es desprén que, almenys el gen de la
PFK-2/FBPasa-2 hepática, está sotmés a una complexa regulació multihormonal
(Kummel and Pilkis, 1990). Hi ha grups que, en animáis diabétics, han observat
disminució en els nivells de ARNPFK'2/FBPasa"2 (Miralpeix et al., 1992), mentre altres
grups indiquen que els nivells no varíen significatívament ni en diabetis ni dejuni (Colosia
et al., 1988). El que sí és plenament acceptat és l'augment que es produeix durant la
realimentació o l'administració d'insulina en animáis dejunats o diabétics respectivamnet
(Colosia et al., 1988; Miralpeix et al., 1992). S'han observat també increments de
ARNPFK‘2/,FBPasa'2 en animáis adrenalectomitzats després del tractament amb
glucocorticóids (Marker et al., 1989), i en rates hipotiroidees després de tractar-les amb
triiodetironina (Wall et al., 1989). En cél.lules d'hepatoma de rata (FTO-2B) l'insulina i
la dexametasona augmenten també els nivells de ARNPFK'2/FBPasa'2 per augment de la
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velocitat de síntesi sense afectar la velocitat de degradació del ARNPFK‘2yfFBPasa'2.
L'exposició de les cél.lules a un medí lliure de glucosa abolía els increments produits per
Tinsulina , peró no els produits per dexametasona (Cifuentes et al., 1991).Durant la
regeneració hepática, sita observat un fenómen bifásic; durant les primeres hores post-

hepatectomia es produeix una disminució deis nivells de ARNPFK'2/^FBPasa_2 per
disminució de la seva velocitat de síntesi i sense modificar-se apreciablement la seva

velocitat de degradació. Posteriorment, la velocitat de transcripció augmenta per sobre
deis valors control amb un máxim a les 72 hores (Rosa et al., 1992)

L'augment que produeixen els glucocorticoids en la transcripció del ARNPFK*
2/FBPasa-2 forma hepática no ha estat comprovat fins el moment per a la forma
muscular. Malgrat aixó construccions efectuades amb el promotor de la forma muscular i
Telement de resposta a glucocorticoids experimentaven induccions de fins a 10 cops en la
seva velocitat de transcripció en preséncia de dexametasona (Lange et al., 1992). En
canvi, i a diferencia de la forma hepática, el ARNPFK'2/FBPasa'2 a múscul esquelétic no

presenta variacions amb el dejuni i la realimentació (Colosia et al., 1988). Respecte a la
transcripció de la forma cardíaca es disposa de poques dades. El que es coneix és que no

presenta variacions de prote'fna o ARNm en animáis amb hipotiroidisme ni amb
Tadmisnistració de triiodetironina (Wall et al., 1989).

Possibles vies evolutives de la PFK-2!FBPasa-2.- Un cop obtinguda la
seqüencia de la PFK-2/FBPasa-2 es va efectuar la búsqueda, en bases de dades, de
possibles homologies amb altres protei'nes. Curiosament es van obtenir similituds, en el
domini de la bisfosfatasa, amb la fosfoglicerat mutasa de llevat i la 2,3-bisfosfoglicerat
mutasa humana. Aqüestes homologies no només són estructuráis sino també funcionáis.
Tauler et al. (1987) van observar que el domini de la FBPasa-2 catalitzava també
rhidrólisi del 1,3-bisfosfoglicerat competitivament amb la Fru 2,6-P2- Bazan et al.,
(1989) van confirmar que aqüestes homologies també incloien similituds en Testructura
secundária en el domini d'unió de nucleótids trifosfat de la PFK-2.

Aquests resultáis van suggerir la idea d'una possible via evolutiva per a la PFK-
2/FBPasa-2. Aquest model proposa Texisténcia de diferents gens ancestrals per a la unitat
funcional fosfotransferasa i la fosfohidrolasa/mutasa. Sobre aquests gens van coincidir
almenys dos vies evolutives: una divergent que condueix a Taparició d'enzims
monofuncionals i una fusió génica que conduiria a la formació de les PFK-2/FBPasa-2es

(Figura 4.2). En suport de la primera via s'han observat, en protozous, formes de PFK-2
i FBPasa-2 que no són bifuncionals (Van Schaftingen et al., 1987) i en plantes
(McDonald et al., 1987). Les dades obtingudes a partir del clonatge del gen A no fan sino
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corroborar la segona via de la hipótesi (Darville et al., 1989). El domini de la quinasa,
que correspon ais exons 3-7 i on es traben les tres cisteines essencials per a la seva

activitat és molt similar a una regió de la proteina El del virus del papiloma. Al domini de
la bisfosfatasa, els exons 8-9, són molt similars a la fosfoglicerat mutasa i la 1,3-
bisfosfoglicerat mutasa. D'aquesta forma la PFK-2/FBPasa-2 s'originaria per la fusió de
dos dominis catalítics: PFK-2 (exons 3-7) i FBPasa-2 (exons 8 i 9). A aquests dos
dominis slii haurien afegit, al llarg del temps, altres dominis de carácter regulador
codificáis per altres exons. Aixó incluiría els exons 1 i 1' de la PFK-2/FBPasa-2 que

conté la diana de fosforil.lació per PKA de la forma hepática (Darville et al., 1989), i els
exons 15 i 16 de les formes cardíaques i que contenen les dianes de fosforil.lació per

PKA i PKC (Sakata and Uyeda, 1990; Darville et al., 1991; Sakata and Uyeda, 1991;
Rider et al., 1992).

6-FOSFOFRUCTO>2>OUINASA/

FRUCTOSA 2,6-BISFOSFATASA

Figura 4.2.- Possible via evolutiva de la PFK-2/FBPasa-2.

Adaptada de El-Maghrabi et al. (1990).

EXPRESSIO DE LA PFK-2/FBPASA-2 CEREBRAL

Per estudiar l'expressió de la PFK-2/FBPasa-2 cerebral vam efectuar l'análisi de
RNA total cerebral per técniques de Northern blot. Vam extreure RNA total de cervell de
rata i, en paral.lel, de fetge múscul i cor com a control donat que el tamany deis seus

missatgers ja havien estat descrits (Crepin et al., 1989; Sakata and Uyeda, 1990).
Aquests filtres van ser hibridats amb la sonda de cDNA2k1400 (Colosia et al., 1988),
corresponent ais dominis catalítics de la PFK-2/FBPasa-2 hapática i que vam suposar
seria for^a homologa ais seus corresponents dominis a la forma cerebral.
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Com es veu a la Figura 4.3, tots els teixits presentaven un fort senyal fins i tot en

condicions de rentat severes (O.lxSSC, O.lxSDS a 50° C). El RNA de fetge i múscul
mostraven les bandes característiques de 2.1 i 1.9 kb respectivament. Els RNAs de
cervell i cor presenten dos senyals, un més intens d'aproximadament 6.8 kb i un de
menor intensitat a 4 kb. L'intensitat relativa d'aquests dos senyals no variava
apreciablement en rantats de baixa o alta severitat suggerint que els dos es tracten
dTiibridacions especifiques.

Aquests dos senyals poden ser dos tipus d'espécies de mRNA presenta a teixit
cerebral o bé, donat que es tracta de RNA total, poden ser senyals deguts a mRNA i
diferents transcrits no processats. Aquests resultats indiquen també que en teixit cerebral
sois s'expressen mRNAs d'alt pes molecular (> 4 kb) donat que no s'observa cap tipus
de senyal de menor tamany. Aquests tamanys de mRNA són coherents amb l'expressió
d'una protei'na d'alt pes molecular. Donat que en aquest rang de tamanys de transcrit la
resolució del Northern és baixa, la similitud entre els senyals observats a cervell i cor

poden ser degudes a una similitud en el tamany deis missatgers respectius sense descartar
la possibilitat de coexpressió deis dos isoenzims en els mateixos tipus cel.lulars o bé en

diferents tipus cel.lulars i/o árees cerebrals.

Figura 4.3.- Expressió de diferents mRNAs de la PFK-2/FBPasa-2.

Adaptada de Ventura el al. (1991a). RNA total de fetge (L), muscul (M). cervell (B) i cor (H) van

ser hibridats amb la proba cDNA21d40°. Els resultats són representadus de tres experiments independents.
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CLONATGE DEL cDNA DE LA PFK-2/FBPASA-2 CEREBRAL

Aillament de clons de cDNA.- Amb l'objectíu d'aillar clons de cDNA
corresponents a la PFK-2/FBPasa-2 cerebral es van analitzar genoteques de cDNA
comerciáis construides en Xgt 10 i Xgt lia partir de RNA poli(A)+ de cervell boví. Per
determinar els clons positius vam utilitzar la sonda RI/Bsnl corresponent al domini
bisfosfatasa de la PFK-2/FBPasa-2 de cor humá i que havíem observat que hibridava en
Northern blots de RNA total de cervell.

Vam analitzar 200.000 clons d'una genoteca de cDNA construida en kgt 10 a partir
de RNA poli(A)+ de cervell boví cebat amb oligonucleótids a l'atzar. De l'análisi, efectuat
en filtres de nylon (Flybond) per duplicat, vam obtenir dos clons (B82 i B85) que
hibridaven amb la sonda. La digestid del DNA deis fags amb l'enzim Eco RI ens va

permetre estimar el tamany deis clons, que en els dos casos va ser aproximadament de
1500 bp, no presentant cap d'ells dianes Eco RI internes. Aquest fragments es van
subclonar en pEMBL i es van efectuar mapes de restricció deis dos clons (Figura 4.4).
D'aquesta forma vam poder deduir que els dos clons eren idéntics.

Vam analitzar també 500.000 clons d'una genoteca de cDNA construida en X.gt lia
partir de RNA poli(A)+ de cervell boví cebat amb oligo (dT). Vam utilitzar com a sonda el
clon obtingut a l'análisi de la genoteca anterior. D'aquest análisi vam obtenir tres clons
idéntics que, un cop seqüenciats es va comprobar que corresponiena l'isoenzim cardíac
de la PFK-2/FBPasa-2. Aquesta dada ens indica que a cervell s'expressen, almenys, els
isoenzims cerebral i cardíac.

163 Bañil

973 Pstl

I
846 Aval

Clon B82 1429 bp

Figura 4.4.- Mapa de restricció del clon B82.

El gráfic mostra la posició deis punts de tall pels enzims de restricció indicáis que es van utilitzar
per comparar els diferents clons obtinguts.

88 Accl

80 Elam
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Análisi de la seqüencia del cDNA del clon B82.- L'análisi de la seqüencia
del nucleótids del clon de cDNA B82 corresponent a la PFK-2/FBPasa-2 cerebral va ser

efectuada peí métode de Sanger (Sanger et al., 1977) seguint el protocol subministrat en

el "kit" comercial T7 sequencing™ (Pharmacia). Utilitzávem com a motile DNA de doble
cadena deis subclons adients. Per a la seqüenciació vam utilitzar oligonucleotids cebadors
universals de MI 3 i específics de seqüencies obtingudes amb anterioritat.

La seqüenciació complerta del cDNA de B82 ens indica que aquest s exté al llarg de
1429 bp tots ells corresponents a un marc de lectura obert. No es van trabar cap codo de
parada ni cap seqüencia consensus de senyal de poliadenilació. D'aquesta forma, vam
deduir que ens trobávem amb un clon parcial, la qual cosa és coherent amb l'alt pes
molecular del proteína purificada de cervell boví. La seqüencia de nucleótids i la
seqüencia d'aminoácids deduida es mostren a la Figura 4.5. El marc de lectura corréete va
ser deduit per comparado amb la seqüencia deis altres isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2

- préviament clonats.

1/1 31/11 -

TCA GAA GGG GTG GAG GGC CGC CGA GCC TCG CGT GGG AAG ATG CCC TTG GAG CTG ACT CAG
ser glu
61/21

gly val glu gly arg arg ala ser arg gly
91/31

lys met pro leu glu leu thr gln

AGC CGG GTG CAG AAG ATC TGG ATC CCG GTC GAC CAC CGC CCC TCG CTG CCC AGA ACC TGT
ser arg
121/41

val gln lys ile trp ile pro val asp his
151/51

arg pro ser leu pro arg thr cys

GGG CCG AAG CTC ACC AAC TCC CCG ACA GTG ATT GTC ATG GTG GGG CTC CCT GCC CGT GGG
gly pro

181/61
lys leu thr asn ser pro thr val ile val

211/71
met val gly leu pro ala arg gly

AAG ACC TAC ATC TCC AAG AAG CTA ACC CGC TAC CTC AAC TGG ATT GGT GTC CCG ACG AAA
lys thr
241/81

tyr ile ser lys lys leu thr arg tyr leu
271/91

asn trp ile gly val pro thr lys

GTG TTC AAC TTG GGC GAG TAC CGC CGG GAC GGC GTG AAG CAG TAC AGC TCC TAC AAC TTC
val phe
301/101

asn leu gly glu tyr arg arg asp gly val
331/111

lys gln tyr ser ser tyr asn phe

TTC CGC CCT GAC AAC GAG GAG GCC ATG AAA GTC CGC AAG CAG TGT GCC CTG GCT GCC TTG
phe arg
361/121

pro asp asn glu glu ala met lys val arg
391/131

lys gln cys ala leu ala ala leu

AGA GAT GTC AAA AGT TAC CTG ACG AAG GAG GGG GGC CAG ATC GCA GTT TTC GAT GCC ACC
arg asp
421/141

val lys ser tyr leu thr lys glu gly gly
451/151

gln ile ala val phe asp ala thr

AAT ACT ACT AGA GAG AGG AGA CAC ATG ATC CTC CAT TTT CCG AAA GAA AAC GAT TTC AAG
asn thr

481/161
thr arg glu arg arg his met ile leu his

511/171
phe pro lys glu asn asp phe lys

GTG TTT TTC ATT GAG TCT GTG TGT GAT GAC CCT ACA GTC GTT GCC TCC AAC ATC ATG GAA
val phe
541/181

phe ile glu ser val cys asp asp pro thr
571/191

val val ala ser asn ile met glu
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GTG AAA ATC TCT AGC CCG GAT TAC AAA GAT TGC AAC TCC CGA GAG AAC GCT ATG GAC GAC

val lys ile ser ser pro asp tyr lys asp cys asn ser arg glu asn ala met asp asp
601/201 631/211
TTC ATG AAG AGA ATT AAC TGC TAT GAG GCC AGT TAC CAG CCC CTC GAC CCT GAT AAT GAT

phe met lys arg ile asn cys tyr glu ala ser tyr gln pro leu asp pro asp asn asp
661/221 691/231
GAC AGG GAC TTG TCG CTG ATT AAG GTG ATC GAT GTG GGC CAG CGC TTC CTG GTG AAC CGT

asp arg asp leu ser leu ile lys val ile asp val gly gln arg phe leu val asn arg
721/241 751/251
GTG CAG GAT CAC ATT CAG CGC CGC ATC GTG TAC TAC CTG ATG AAC ATC CAC TGG CAG CCC

val gln asp his ile gln arg arg ile val tyr tyr leu met asn ile his trp gln pro
781/261 811/271
CGC ACC ATC TAC CTG TGC CGG CAT GGC GAG AGC AAG CAC AAC CTC CAA GGC AAG ATC GGG

arg thr ile tyr leu cys arg his gly glu ser lys his asn leu gln gly lys ile gly
841/281 871/291
GGC GAC TCG GGC TTG TCC AGC CGG GGC AGG AAG TTC GCC AAC GCC CTG AGC AAG TTC GTG

gly asp ser gly leu ser ser arg gly arg lys phe ala asn ala leu ser lys phe val

901/301 931/311
GAG GAG CAG AAC CTG AAG GAC CTC AAG GTG TGG ACC AGC CAG CTG AAG AGC ACC ATC CAG

glu glu gln asn leu lys asp leu lys val trp thr ser gln leu lys ser thr ile gln
961/321 991/331
ACC GCC GAG GCC CTG CAG CTG CCT TAC GAG CAG TGG AAG GCC CTC AAC GAG ATC GAC GCG

thr ala glu ala leu gln leu pro tyr glu gln trp lys ala leu asn glu ile asp ala

1021/341 1051/351
GGC GTG TGT GAG GAG ATG ACC TAC GAG GAG ATC AAG GAC ACC TAC CCC GAG GAG TAC GCG

gly val cys glu glu met thr tyr glu glu ile lys asp thr tyr pro glu glu tyr ala

1081/361 1111/371
CTG GCT GAG GCA GAC AAG TAC TAC TAC CGC TAC CCT ACC GGG GAG TCC TAC CAG GAC CTG

leu ala glu ala asp lys tyr tyr tyr arg tyr pro thr gly glu ser tyr gln asp leu

1141/381 1171/391
GTG CAG CGC TTG GAG CCG GTC ATC ATG GAA CTA GAG CGG CAG GAA AAC GTG CTG GTC ATC

val gln arg leu glu pro val ile met glu leu glu arg gln glu asn val leu val ile

1201/401 1231/411
TGC CAC CAG GCC GTC TGC GTC TGC CTC CTG GCC TAC TTC CTT GAC AAG AGC GCA GAG GAG

cys his gln ala val cys val cys leu leu ala tyr phe leu asp lys ser ala glu glu
1261/421 1291/431
ATG CCC TAC CTG AAG TGC CCG CTT CAC GCT GTC TTG AAG CTG ACT CCC ATC GCT TAT GGT

met pro tyr leu lys cys pro leu his ala val leu lys leu thr pro ile ala tyr gly
1321/441 1351/451
TGC CGA GTA GAA TCC ATC TAC CTG AAC GTG GAG TCC GTG AGC ACA CAC CGG GAG AGG TCA

cys arg val glu ser ile tyr leu asn val glu ser val ser thr his arg glu arg ser

1381/461 1411/471
GAG GAT GCA AAG AAG GGA CCT AAC CCG CTC ATG AGA AGC AAT AGT CAC

glu asp ala lys lys gly pro asn pro leu met arg ser asn ser his

Figura 4.5.- Seqüencia de nucleótids i traducció del clon B82,
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L'análisi de la seqüencia del clon B82 ens indica que aquesta s'extén al llarg deis
dos centres catalítics i per tant, i com era d'esperar, en tota la seva extensió presenta una
forta homología amb les seqüencies deis cDNAs deis altres isoenzims. També s'observa
que la PFK-2/FBPasa-2 cerebral és codificada per un gen que s'expressará
específicament a cervell i que no ha estat descrit fins el momenL L'isoenzim de llevat, que

presenta al igual que el cerebral un alt pes molecular (Kretschmer and Fraenkel, 1991),
presentava una homología menor en tots els dominis (menys del 45% d'aminoácids
idéntics enfront el 65-67% d'identitat vers les isoformes de mamífer). D'aquesta forma
s'evidencia que, malgrat es pogués suggerir una relació estreta entre aqüestes dues
isoformes de pes molecular elevat, no es troben evolutfvament més properes que les
formes corresponents a altres teixits de mamífer, almenys en les regions catalítiques.

Análisi de la seqüencia d'aminoácids codificada peí cDNA del clon
B82.- El marc de lectura obert del clon B82 codifica per a un fragment proteic de 476
aminoácids (Figura 4.5). En aquest fragment es troba una seqüencia potencialment
susceptible de N-glicosilació del tipus Asn-X-Ser/Thr a la posició 141. També es troba la
seqüencia Arg-Arg-Ala-Ser en la posició 10. Aquesta, és la seqüencia consensus óptima
per a la fosforil.lació per PKA (Kennelly and Krebs, 1991). Aquesta dada fa suposar que
será la fosforil.lació d'aquesta serina, situada en posició amino-terminal respecte els
dominis catalítics, la que haviem comprobat que es produia a la PFK-2/FBPasa-2 de
cervell boví. Malgrat no ser les seqüencies óptimes, també es troben quatre possibles
seqüencies de fosforil.lació per PKC en posicions 65, 142, 286, i 455. Aquest tipus de
fosforil.lació no les haviem observat in vitro en l'enzim purificat, de forma que no

semblen ser seqüencies de reconeixement de PKC per aquest enzim. En posició 423 es
troba una tirosina objecte de possible fosforil.lació teórica per tirosina proteína quinases.
Malgrat aixó, mai no sita demostrat fosforil.lació d'aquesta tirosina, que és molt
conservada entre els diferents isoenzims de la PFK-2/FBPasa-2.

La seqüencia d'aminoácids alineada amb la deis altres isoenzims de mamífer
préviament clonats es presenta a la Figura 4.6. En els extrems amino i carboxi-terminals,
on es troben situades les regions reguladors, presenten entre totes elles poques similituds.
En canvi, la seqüencia cerebral presenta, en els dominis catalítics quinasa i bisfosfatasa,
entre un 65% i un 67% d'identitat amb la PFK-2/FBPasa-2 de cor i fetge boví i les de
cor, fetge i testicles de rata. Entre totes elles presenten una seqüencia consensus en

aqüestes regions (de l'aminoácid 43 al 460 de la forma cerebral) d'aprop del 60%
d'aminoácids.
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2/FBPasa-2 conegudes.
Les seqüencies consensus per a tots els isoenzims es traben enmarcades. (B) boví; (R) rata.
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En el domini quinasa, la seqüencia d'unió de nucleótids trifosfat Gly-Leu-Pro-Ala-
Arg-Gly-Tyr-Thr i les quatre cisteínes (Cys 119,172,195 i 211) que es pensa qúe están
relacionades amb el mecanisme de catálisi es troben a la forma cerebral i hepática.
Curiosament, la cisterna 195 está substituida per una arginina en les formes de cor i
testicle. La arginina 195, que es creu que intervé en la unió de Fru 6-P també es troba
conservada en totes elles.

En el domini bisfosfatasa, la histidina implicada en la formació de rintermediari de
reacció fosforil.lat E-P (His 272 a la forma cerebral) es troba conservada. La histidina
406 de l'enzim cerebral, de la que sita suggerit que actúa com a donador de protons a

l'oxigen del fosfat col.locat en posició C-2 (Tauler et al., 1990), també hi és present al
igual que la Usina 369 (Li et al., 1992) i el glutámic 341 (Lin et al., 1992). En canvi, de
les dues arginines a les que se'ls ha suggerit un paper d'unió del grup fosfat en posició
C-2, una d'elles (Arg 271) es troba a la forma cerebral, mentre l'altre está substituida per

una serina (Ser 321). Aquesta modificació en el centre actiu podría reflexar-se en les
propietats cinétiques observades per aquesta forma. Es pot hipotetitzar que la manca

d'aquesta arginina afeblirá l'interacció del substrat, Fru 2,6-P2, amb el centre actiu de la
FBPasa-2 la qual cosa pot conduir a la alta Km observada en l'isoenzim cerebral en

comparado amb les altres formes.

En conclusió, es pot afirmar que la PFK-2/FBPasa-2 cerebral és un isoenzim
codificat per un gen encara no descrit i que s'expressa específicament a cervell. En aquest
teixit, a més d'aquesta forma específica, s'expressa també la isoforma cardíaca
préviament descrita (Sakata and Uyeda, 1990). Per aprofundir en la significado
d'aquesta doble presencia , caldrien estudis per comprobar si aqüestes dues expressions
es produeixen en els mateixos tipus cel.lulars o bé s'expressen diferencialment en cenes
árees i/o tipus cel.lulars. Aqüestes dades també evidencien un alt grau de conservado deis
dominis catalítics de les dues activitats. Les diferencies, situades en els extrems de la

proteína, es corresponen acuradament amb els exons primer i darrers de totes les formes
estudiades (Figures 4.1 i 5.2). Aixó fa suggerir que, en base a una fusió génica inicial
d'una fosfotransferasa i una fosfohidrolasa/mutasa ancestrals, altres exons s'han anat

fusionant a aquests dominis. Aixó ofereix la possibilitat d'adquirir propietats reguladores
diferenciáis que permetin satisfer les necessitats altament especialitzades deis diferents
teixits de mamífer.

Aquests centres de regulació, concretament per processos de
fosforil.lació/defosforil.lació, es troben en aquests dominis amino i carboxi-terminals. la
forma hepáticapresenta fosforil.laciÓ per PKA en la seva regió amino-terminal mentre la
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cardíaca la presenta per PKA i PKC en la seva regió carboxi-terminal. Aquesta posició
oposada deis centres de fosforil.lació es correspón amb efectes cinétics també oposats.
La situació de l'isoenzim cerebral és similar a la del isoenzim hepátic, observant-se una

probable diana de fosforil.lació per PKA a la regió amino-terminal. Malgrat aixó, aquesta
fosforil.lació, comprobada in vitro, no produeix els mateixos efectes sobre les dues
activitats que a la forma hepática. Una possible hipótesi a desenvolupar seria que els
amplis dominis extracatalítics d'aquesta forma de 120 kDa influirien en la manca de
transmissió de la modificació covalent ais dominis catalítics. D'aquesta forma, la
fosforil.lació no tindria un efecte directe sobre les activitats, encara que no es poden
excloure altres efectes indirectes no observats fins el moment
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DISCUSSIO GENERAL I PERSPECTIVES

El cervell presenta un alt i continu nivell de consum energétic derivat de l'alt cost

energétic del manteniment deis potenciáis d'acció necessaris per a la neurotransmissió.
Aquest consum elevat no presenta, si prenem el cervell com a conjunt i en condicions
normóxiques, variacions molt notables d'aquest consum com es desprén de les
evidencies que indiquen que en múltiples situacions fisiológiques el consum de glucosa
presenta variacions de magnitud molt reduida en comparació a altres teixits (Bradford,
1985; Bryan et al., 1986; Siesjó, 1988).

STiavien trobat prou evidencies de que el control de la glucolísi cerebral era exercit
fonamentalment a través del control de les activitats hexoquinasa, piruvat quinasa i molt
especialment, el control sobre la PFK-1 en adicció al control del transpon de glucosa que,
en algunes condicions com l'anóxia i la hipoglucémia, pot ser un factor limitant (Lund-
Andersen, 1979; Lowry and Passonneau, 1964; Gorell et al., 1977; Ruderman et al.,
1974; Kintner etal., 1980).

La PFK-1 és modulada per numerosos efectors i representa un exemple
paradigmátic d'enzim multimodulat (Sois, 1981). La fructosa 2,6-bisfosfat havia estat
descrit com l'activador al.lostéric més potent de la 6-fosfofructo-l-quinasa i inhibidor de
la fructosa 1,6-bisfosfatasa, realitzant un paper important en la regulació de la
glucolisi/gluconeogénesi hepática (Hue & Bartrons, 1985). En el cervell, el metabolisme
de la fructosa 2,6-bisfosfat i el seu possible paper regulador sobre la glucolisi no havíen
estat estudiats fins el moment. Dades prévies indicaven que la fructosa 2,6-bisfosfat era

present en cervell de rata (Kuwajima & Uyeda, 1982) i en astrócits i neurones en cultiu
(Pauwels & Trouet, 1984). A més, hi havia dades que demostraven que, d'una forma
semblant a d'altres teixits, era un potent activador de la 6-fosfofructo-l-quinasa cerebral
(Foe & Kemp, 1985; Vora et al., 1985; Dunaway et al., 1988).

Durant la isquémia es produeix una activació de 4 a 7 vegades en el flux glucolític,
evidenciant-se que el punt de control principal és la PFK-1 (Lowry et al., 1964). La Fru
2,6-P2, tot i ser el més potent activador de la PFK-1 descrit fins el moment, presenta uns

augments molt lleugers en els seus nivells durant els primers segons d'isquemia
(Yamamoto et al., 1990; Ogushi et al., 1990; Ventura et al., 1991). La forta activació
inicial observada semblaría més relacionada ais augments d'AMP i P¿ i a la disminució de
l'ATP que a les petites modificacions de Fru 2,6-P2 observades. Aixó no exclouria la
necessitat de mantenir els seus nivells elevats per tal d'actuar sinérgicament amb els
augments d'AMP i aconsseguir una activació máxima de la PFK-1.
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Durant la hipoglucémia i la recirculació després d'un episodi isquémic, el flux
glucolític es troba disminuit per un blocatge també a nivell de la PFK-1 (Gorell et al.,
1977; Kintner 1980). En aqüestes situacions els baixos nivells de Fru 2,6-P2 serien
responsables en part del manteniment d'una reduida activitat PFK-1 (Ambrosio et al.,
1991; Ventura et al., 1991a). Durant la hipoglucémia actuaría conjuntament amb
l'augment de NH4+ i la disminució de Fru 1,6-P2, mentre que durant la recirculació
després d'un episodi isquémic actuaría conjuntament amb la disminució del pH
intracel.lular donat que els altres efectors no varíen o ho fan en sentít contrari.

En situacions com la diabetis, dejuni o durant la lactáncia s'havia descrit un efecte
d'estalvi de glucosa per utilització de substrats altematius, principalment cossos cetónics.
Era una idea generalment acceptada que aquest estalvi era produit per una inhibició en
l'activitat PFK-1 (Ruderman et al., 1974; Gjedde and Crone, 1975; Newsholme et al.,
1977; Stumpf and Kraus, 1979). En el nostre model de rata vam observar que la
disminució de nivells de Fru 2,6-P2 correlacionava amb les disminucions del consum de
glucosa i els augments de citrat observats (Figura 2.13). A més, d'aqüestes dades es pot
suggerir que les disminucions observades en els nivells de Fru 2.6-P2 són secundáries i
proporcionáis ais augments de citrat, ja que aqüestes variacions només es produeixen
quan s'eleven notablement els nivells de citrat. El citrat actúa exercint efectes oposats
sobre les activitats PFK-2 i FBPasa-2, inhibeix fortament a la quinasa i activa a la
bisfosfatasa per disminució de la seva Km (Ventura et al., 1992). D'aquesta forma, el
citrat inhibeix directament la PFK-1 (Newsholme et al., 1977) i a més, disminueix els
nivells de Fru 2.6-P2 per modificació de l'activitat deis enzims del seu metabolisme.
S'ha descrit també que els augments de citrat augmenten la Ka de la PFK-1 per la Fru
2,6-P2 (Ishikawa et al., 1990). Tot aixó fa que la Fru 2.6-P2 actui sinérgicament amb
les modificacions deis nivells de citrat que exerceix les funcions de senyal primari de
l'efecte d'estalvi de glucosa quan altres substrats altematius són metabolitzats.

Aquests resultats suggereixen que el paper desenvolupat per la Fru 2,6-P2 és el
manteniment de la PFK-1 en una situació d'activació permissiva essencial del flux
glucolític i no el d'induir variacions intenses i rápides del consum i metabolització de la
glucosa. A més, les variacions en els nivells de Fru 2.6-P2 semblen lligades a

modificacions en els nivells deis seus substrats o modificació d'altres efectors de la

propia PFK-1 de forma que no actuaría com a senyal primari sino com a conseqüencia de
la resposta efectuada per altres mecanismes com la mobilització de glucogen, la
disminució deis intermediaris glucolítics o la utilització de substarts altematius a la
glucosa. Avala aquesta hipótesi el fet que les activitats PFK-2 i FBPasa-2 están regulades
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oposadament per els nivells de Fru 6-P, de forma que els nivells de Fru 6-P control.len
directament i en el mateix sentit la concentració de Fru 2,6-P2.Igualment, el citrat actuaría
amb un efecte dual d 'activado de la PFK-2 i inhibició de la FBPasa-2. Les variacions

rápides del metabolisme glucídic són induides per altres efectors que actúen sobre la
PFK-1 com a senyals primaris: per exemple l'AMP i el P¡ en el cas de Finid d'un
període isquémic o el citrat en el cas de la diabetes i la lactáncia. Malgrat aixó, aquests

senyals primers necessiten la modificadó en el sentit adient deis nivells de Fru 2.6-P2 per

a teñir un efecte máxim, sigui aditiu o sinérgic, sobre la PFK-1. D'aquesta forma i
donada l'extremada sensibilitat de la PFK-1 a modificacions en la seva concentració, la
Fru 2.6-P2 sí té un paper, secundad peró a d'altres efectors, en el sentit d'actuar de
forma sinérgica amb aquests senyals primaris de modificadó del flux glucolític.

En un futur, seria interessant analitzar l'efecte deis neurotransmissors sobre el
metabolisme de la Fru 2.6-P2 en neurones i astrócits en cultiu. L'análisi de la possible
correlació d'aqüestes variacions amb les modificacions del metabolisme energétic
cerebral observades en condicions d'estimulació nerviosa com l'estimulació lluminosa

(Reivich and Alavi, 1973), estrés sonor (Justice et al., 1989), depresió (Caldecott-
Hazard et al., 1988) o estats epiléptics (Fujikawa et al., 1989) podría donar llum sobre
quins són alguns mecanismes que relacionen l'activitat nerviosa amb el metabolisme
energétic.

Era interessant la caracterització de les activitats PFK-2/FBPasa-2 presents a cervell
donat que en cap situació estudiada sTiavia observat modificacions importants de la seva

Vmax. Les dades de tipus estructural evidencien que la PFK-2/FBPasa-2 cerebral
correspón a un nou isoenzim, específic de teixit nerviós, que no havia estat descrit fins el
moment. L'enzim és bifuncional amb activitats especifiques de 92 mU/mg de proteína i
29 mU/mg de proteína per a la quinasa i la bisfosfatasa respectivament i presenta una

estructura homodimérica amb subunitats d'alt pes molecular, 120 kDa. Aquest enzim,
comparteix certes propietats básiques amb els altres isoenzims descrits com són:
bifuncionalitat i formació d'un intermediari de reacció fosforil.lat per incubació amb (2-
32P) Fru 2,6-P2, de forma que probablement el mecanisme de reacció és similar al deis
altres isoenzims, almenys per a la bisfosfatasa. A més, és reconegut per anticossos
generats contra la forma hepática de forma que es poden suggerir similituds amb
l'estructura secundaria de les regions reconegudes per l'anticós. En canvi, presenta un
elevat tamany, 120 kDa per subunitat, i la seqüenciació de fragments proteics no revela
cap tipus d'homología amb els altres isoenzims deis que es coneix la seva seqüencia
(Ventura et al., 1992).
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Propietats

Telxits

Fetge Múscul Cor Cervell

Ratio
1-4 0.2 8 0 70

PFK-2/FBPase-2

Fosforil.lació + m + +
per PKA

Canvls d'activitat + ■ + / - ■

Fosforil.lació + +
per PKC

Canvls d'activitat - - + /- -

Inhlblció
Glicerol 3-P + m

Inhlblció
+ + + + + +

Citrat

Figura D.I.- Característiques cinétiques i de fosforil.lació deis ¡soenzims de la
PFK-2/FBPasa-2.

Modificada de Ventura et al. (1990b). Les dades van ser preses de Rider and Hue (1986); Hue and

Rider (1987); Kitamura et al. (1988) i Ventura et al. (1992). Simbologia: +, efectes detectables; sense

efecte.

Les característiques cinétiques i de regulació al.lostérica de l'enzim (Figures 3.11 i
D.l) s'ajusten a les funcions, nivells tissulars i característiques del metabolisme de la Fru
2,6-P2 observada ais diferents models experimentáis presentáis al Capítol 2. Aquesta
isoforma present a cervell, és fosforil.lada per PKA (Figura 3.10 i DI) peró no ho és per
PKC. La fosforil.lació per PKA presenta una relació máxima propera a 1 mol de
fosfat/mol de subunitat, suggerint la presencia d'un únic centre de fosforil.lació. Aquesta
fosforil.lació peró, no modifica cap parámetro cinétic de l'enzim (Figures 3.8 i 3.10).
Seria important realitzar estudis per determinar la significado fisiológica d'aquesta
fosforil.lació i comprobar si aquesta es produeix in vivo. No es pot excloure que aquesta
fosforil.lació pugui afectar a la vida mitja de l'enzim, modificar la interacció amb alguna
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hipotética protema reguladora o regular la unió a algún tipus d'estructura supramolecular,
com en el cas de l'hexoquinasa (Knull et al., 1973; Xie and Wilson, 1988; Arora and
Pedersen, 1988; Parry and Pedersen, 1990). Donat que l'isoenzim cardíac també és
present a cervell (Página 89) i la Fru 2.6-P2 és present a totes les árees (Figura 2.10) i
tipus cel.lulars (Pauwels and Trouet, 1984) estudiats fins el moment, seria també
interessant determinar la localització d'aqüestes dues poblacions enzimátiques en árees i
tipus cel.lulars cerebrals.

i- a 3 4 1 3 14*

MUSCUL

TESTICLES

COR 1

COR 2

Figura 4.1.- Estructura deis gens de la PFK-2/FBPasa-2.
Modificada de Ventura et al. (1991b). A la Figura s'observa els exons expressats deis diferents gens

de la PFK-2/FBPasa-2. En el cas de testicles aquests exons són hipotetitzats donat que no es disposa de la

seqüencia del gen. Els exons marcats com ( I l ) són els corresponents ais dominis catalítics i que

presenten forta homologia entre tots ells. Ees fletxes indiquen els punts de control per fosforil.lació.
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La seqüenciació del clon parcial B82 indica que la PFK-2/FBPasa-2 cerebral está
codificada per un gen diferent ais descrits amb anterioritat i que s'expressa
específicament a teixit nervios. La seqüencia aminoacídica de la protema codificada per

aquest clon presenta, en els seus dominis catalítics, un 65-67 % d'identitat respecte ais
al tres isoenzims de mamífer. Aquesta dada suggereix mecanismes catalítics similars per a

tots ells. A més, indica un procés evolutiu comú per fusió génica de un centre
fosfotransferasa i un centre fosfohidrolasa ancestrals.

A partir d"aquesta estructura s'han afegit exons reguladors en posicions 5' i 3"
respecte a aquest bloc bifuncional (Figura D.2). D'aquesta forma s'aconsegueixen
regulacions de les dues activitats adients amb la funcionalitat requerida a cada tipus de
teixit.

En el cas de l'isoenzim cerebral, el centre de fosforiLlació per PKA está situat molt
probablement en posició amino-terminal respecte ais centres catalítics. Aquesta
fosforiLlació no produeix efectes sobre la cinética de l'enzim. Una possible hipótesi a

desenvolupar seria que els amplis dominis extracatalítics d'aquest isoenzim de 120 kDa
influirien en la manca de transmissió de la modificació covalent ais dominis catalítics'.

Una forma raonable de comprobar aquesta hipótesi seria l'expressió de la proteína
codificada per el clon B82, truncada en els seus extrems amino i carboxi-terminals peró
que conté la diana de fosforiLlació per PKA, i observar la cinética i els efectes de la
fosforiLlació per PKA en l'activitat d'aquesta protema truncada. Altres estudis necessaris
i evidents són el clonatge del cDNA complert de la PFK-2/FBPasa-2 cerebral per poder
caracteritzar els dominis termináis d'aquesta proteína i que probablement tindran
importáncia a nivell de regulació de les dues activitats. Igualment és necessaria la
caracterització i localització del gen que codifica per aquest isoenzim. Seria especialment
interessant l'análisi de la seqüencia promotora del mateix i la caracterització deis factors
que regulen la seva expressió, bé siguin factors amb ubiqüitat, factors específics de teixit
nerviós o bé repressors que impideixen la seva expressió en altres teixits.
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1071.- La concentrado de Fru 2.6-P2 es manté constant, o fins i tot lleugerament

augmentada, durant el primer minut d'isquemia complerta. Posteriorment els seus nivells
cauen un 50%, en paral.lel amb les concentracions d'ATP i Fru 6-P. Les activitats PFK-
2 i FBPasa-2 no es modifiquen al llarg del temps d'isquemia, suggerint que en aquesta
condició experimental els nivells de Fru 2.6-P2 són controláis pels nivells deis substrats
de la seva síntesi.2.- Els nivells cerebrals de Fru 2.6-P2 són molt menys sensibles a la hipoglucémia
experimental que els corresponents nivells de Fru 2.6-P2 hepátics. La concentració
cerebral disminueix només quan la glucosa plasmática esdevé limitant per a la seva

utilització per part del cervell i les concentracions d'intermediaris glucolítics i l'ATP
disminueixen.3.- La concentració de Fru 2,6-P2 és similar en escoria, hipocamp, estriat i cerebel.
Igualment, totes aqüestes árees mostren disminucions similars en els nivells de Fru 2,6-
P2 en un estat de coma hipoglucémic, recuperant-se els nivells 30 minuts després de
l'administració de glucosa. En canvi en situacions d'hipoglucémia lleugera no es

produeix variado en els seus nivells. En situació de coma hipoglucémic l'activitat PFK-2
disminueix lleugerament recuperant-se també 30 minuts després de l'administració de
glucosa mentre l'activitat FBPasa-2 no variava en cap situació.4.- Les variacions en el nivells de Fru 2.6-P2 correlacionen amb les modificacions
del consum cerebral de glucosa quan es produeix metabolització de cossos cetónics. Les
activitats PFK-2 i FBPasa-2 no es modifiquen durant la diabetis o el dejuni. S'observen
disminucions de Fru 2,6-P2 durant la diabetis peró no al llarg d'un període de dejuni.
Aqüestes modificacions són proporcionáis i oposades a les variacions del nivells de
citrat, que augmenta notablement durant la diabetis i només ho fa molt lleugerament
després de 5 dies de dejuni. Aqüestes dades suggereixen que es produeix un efecte
d'amplificació de l'inhibició del citrat sobre la PFK-1 per inducció en paral.lel de
disminucions en els nivells de Fru 2,6-P2>5.- Els nivells de Fru 2.6-P2 augmenten notablement just després del neixement per

disminuir posteriorment fins a valors adults. L'activitat PFK-2 cerebral no presenta
variacions notables durant el desenvolupament cerebral al contrari que l'activitat PFK-1
que s'indueix a partir de la segona setmana després del neixement. El perfil
cromatográfic i el marcatge amb (2-32P) Fru 2,6-P2 semblen indicar que l'isoenzim de la
PFK-2/FBPasa-2 present a teixit de cervell embrionari i de neonat sembla ser similar al

present en teixit cerebral adulL
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d'aquest teixit i que no havia estat descrit fins el moment. L'estructura de l'enzim
correspón a un homodímer de 120 kDa de pes molecular per subunitat. Aquest enzim és
bifuncional i presenta unes activitats de 92 mU/mg de proteína i 29 mU/mg de proteina
per a la quinasa i la bisfosfatasa respectivament.7.- La PFK-2/FBPasa-2 cerebral és reconeguda per anticossos generats contra la
forma hepática i forma un intermedian fosforil.lat a l'incubar amb (2- P) Fru 2.6-P2
suggerint unes característiques estructuráis i mecanístiques similars a les deis altres
isoenzims préviament descrits. En canvi la seqüenciació d'un fragment proteic mostrava
diferéncies en almenys, certs dominis de l'enzim.8.- La PFK-2/FBPasa-2 cerebral no és fosforil.lada per PKC mentre sí ho és per

PKA en una proporció propera a un mol de fosfat/mol de subunitat. Aixó suggereix la
preséncia d'un únic centre de fosforil.lació per PKA. La cinética d'aquesta fosforil.lació
és molt similar a i'obtinguda per a l'isoenzim hepátic. Aquest fosforil.lació pero, no
indueix cap modificado de la Vmax o la Km de la PFK-2 o la FBPasa-2.9.- La PFK-2/FBPasa-2 cerebral presenta unes característiques cinétiques i de
regulació al.lostérica que s'ajusten ais nivells tissulars i característiques descrites en els
models experimentáis estudiats. La FBPasa-2 presenta una elevada Km per a la Fru 2,6-
P2, de forma que en condicions fisiológiques la seva activitat és molt reduida. La Fru 6-P
regula els nivells de metabolit bisfosforil.lat donat que la PFK-2 presenta una Km al
voltant deis seus nivells fisiológics i inhibeix a la FBPasa-2. El citrat també presenta un

efecte dual inhibint a la quinasa i activant a la bisfosfatasa.10.- La PFK-2/FBPasa-2 cerebral és el producte de l'expressió d'un gen no descrit
fins el moment que sembla expressar-se específicament a teixit nervios. La seqüenciació
d'un clon parcial de cDNA indica que la PFK-2/FBPasa-2 cerebral presenta una

seqüencia i estructura molt similar a la deis altres isoenzims (65-67% d'identitat
d'aminoácids). L'estructura bifuncional suggereix que aquest gen prové d'un procés de
fusió génica d'una fosfotransferasa i una fosfohidrolasa ancestrals.11.- L'estructura de l'enzim és la de dos dominis catalítics units i que li confereixen
la bifuncionalitat flanquejats per extensions amino i carboxi-terminals a les que es pot
suggerir funcions de tipus regulador. En aquest sentit s'observa la preséncia de la diana
de fosforil.lació per PKA situada en posició amino-terminal respecte ais dominis
catalítics.
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6-Phosphofructo-2-kinase/friictose-2,6-bisphosphatase in rat brain
Francesc VENTURA, José Luis ROSA, Santiago AMBROSIO, Joan GIL and Ramón BARTRONS
Unitat de Bioquímica, Departament de Ciéncies Fisiológiques, Zona Universitaria Beilvitge, Universitat de Barcelona,
08907 L'Hospitalet, Spain

The concentration of fructose 2,6-bisphosphate in the brain remained stable during starvation and early stages of
ischaemia, but decreased in diabetes or after lengthened ischaemia. 6-Phosphofructo-l-kinase activity was also decreased
in diabetic and ischaemic animáis, whereas 6-phosphofructo-2-kinase was not modified. The concentration of the
bisphosphorylated metabolite seems to be remarkably constant under a wide variety of experimental conditions,
suggesting that it plays an essential role in the basal activation of 6-phosphofructo-l-kinase. Purified 6-phosphofructo-
2-kinase also showed fructose-2,6-bisphosphatase activity with an activity ratio similar to that of the purified heart
isoenzyme. The brain enzyme also has a net charge similar to that of the heart isoenzyme. Its activity is not modified by
sn-glycerol 3-phosphate, and it is more sensitive to citrate than the liver or muscle isoenzyme. Moreover, the enzyme from
brain, similarly to that from heart and muscle, is not modified by the cyclic AMP-dependent protein kinase or protein
kinase C. A near-full-length cDNA probe from liver hybridized with RNA from brain and heart. In both cases, a major
band of 6.8 kb of RNA and a minor one of 4 kb of RNA were detected. All these properties support the hypothesis that
brain contains a different isoenzymic form from that of liver and muscle, and it is probably related to the heart isoform.

INTRODUCTION

Fru-2.6-P2 is a powerful activator of PFK-1 and an inhibitor
of fructose-1,6-bisphosphatase, and it is present in all mammalian
tissues. It is involved in the glucose-induced stimulation of
glycolysis. not only in liver but also in other tissues. Its synthesis
and breakdown are catalysed by PFK-2 and FBPase-2 re-

spectively. These two activities belong to sepárate domains of
each subunit of the same homodimeric protein. The liver
bifunctional enzyme integrates a number of metabolic and
hormonal signáis. It is phosphorylated by the cyclic AMP-
dependent protein kinase, modulated by different effectors and
also regulated by its control expression (Van Schaftingen, 1987;
Hue & Bartrons, 1985;Hue&Rider, 1987;Pilkis&El-Maghrabi,
1988).

Biochemical and immunological data also suggest the existence
of distinct PFK-2/FBPase-2 isoenzymes: the liver L type, the
muscle M type and the heart H type (Hue & Rider, 1987). The
L and M types have a common sequence of 438 amino acids
which differ only at the V-terminus. In the L isoenzyme, the
divergent sequence is 32 residues long and ineludes the serine
phosphorylated by cyclic AMP-dependent protein kinase (Lively
et al., 1988; Taniyama el al., 1988; Darville el al., 1989). The
bovine heart H type has a sequence of 530 amino acids and, in
contrast with liver and muscle isoenzymes, it is phosphorylated
by protein kinase C and also by cyclic AMP-dependent protein
kinase. The phosphorylation of the enzyme seems not to alter its
activity (Rider & Hue, 1986) or at least produces only slight
kinetic changes (Kitamura et al., 1988). Distinct mRNAs coding
for PFK-2/FBPase-2 have been described: a 2.1-2.2 kb mRNA
from rat liver, a 1.9 kb mRNA from rat skeletal muscle and a
6.8 kb mRNA from rat heart have been found (Colosia et al.,
1988; Crepin et al., 1989). Furthermore, a 4 kb mRNA from
bovine heart has been reported (Sakata & Uyeda, 1990).

Fru-2,6-/>J is present in various types of cuitivated brain cells

at a concentration similar to that in hepatocytes (Pauwels &
Trouet, 1984), being also a positive allosteric effector of brain
PFK-1 (Foe & Kemp, 1985; Vora et al., 1985; Dunaway et al.,
1988). The bisphosphorylated metabolite seems to increase
transiently in parallel with Fru-l.ó-Pj and lactate formation in
the early stages of ischaemia (Yamamoto et al., 1990), although
Ogushi et al. (1990) have not found changes after stimulation of
brain glycolysis.

The aim of the present work is to study the metabolism of Fru-
2.6-P2 in different metabolic States and to characterize the
bifunctional enzyme PFK-2/FBPase-2, in order to ¡Ilumínate the
role of this metabolite in the control of brain glycolysis.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

[y-”P]ATP (3000 Ci/mmol), [a-MP]dCTP (3000 Ci/mmol) and
nylon membranes were from Amersham. The Mono Q column
was from Pharmacia. Streptozotocin was purchased from Sigma.
Enzymes and other biochemical reagents were from either
Boehringer or Sigma. cDNAíkl40° (Colosia et al., 1988), which
was used as a probe, was kindly provided by Dr. A. Tauler.
Purified protein kinase C from rat brain was kindly given by Dr.
E. Rozengurt (Imperial Cáncer Research Fund, London, U.K.).

Treatment of animáis

Male Sprague-Dawley rats (200-250 g) were used. Diabetes
was induced by ¡ntravenous injection of streptozotocin
(60 mg/kg) dissolved in 50 mM-sodium citrate (pH 4.5) plus
150 mM-NaCI and allowed to develop for 2 weeks. Animáis were
killed by decapitation and the heads frozen in liquid N2, or by
microwave radíation (Toshiba TMW-6402A), i.e. they received a
4.5 kW dose for 0.8 s either immediately or after a measured time
interval in ischaemic animáis. Afterwards, braíns were removed

Abbreviations used: Fru-6-P, fructose 6-phosphate; Glu-6-P, glucose 6-phosphale; Glu-I,6-Ps, glucose 1,6-bisphosphate; Fru-1.6-/\, fructose
1,6-bisphosphate; Fru-2,6-/>¡¡, fructose 2,6-bisphosphate; PFK-1, 6-phosphofructo-l-kinase (EC 2.7.1.11); PFK-2, 6-phosphofruclo-2-kinase
(EC 2.7.1.105); FBPase-2, fructose-2,6-bisphosphatase (EC 3.1.3.46); DTT. dithiothreitol; PEG, poly(ethylene glycol).

* To whom correspondence should be addressed, at: Unitat de Bioquímica, Facultat d'Odontologia, Universitat de Barcelona, 08907 L’Hospitalet,
Spain.
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and frozen in solid C02. Blood samples were taken and im-
mediately deproteinized with ZnS04 and Ba(OH)2 as described
by Somogyi (1952).

Assay of metabolites
The concentrations of plasma glucose (Kunst el al., 1984)

and /7-hydroxybutyrate (Williamson & Mellanby, 1974) were
measured enzymically. Fru-2,6-P2 was extracted and determined
as described by Van Schaftingen el al. (1982). The content of
G1u-1,6-/>2 was measured spectrophotometrically (Passonneau
el al., 1969). Citrate was assayed fluorimetrically (Móllering,
1984).

Enzyme assays

PFK-1 was extracted from frozen brains in lOvol. of ice-
coid250 mM-mannitol/10 mM-Hepes/2.5 mM-MgCl2/l mM-KF/
0.5 mM-EDTA/1 mM-DTT, at pH 7.4, and centrifuged at
40000 g for 10 min at 4 °C. PFK-1 was measured in the cytosolic
fraction at pH 8.0, as described by Staal et al. (1987).

PFK-2 activity was determined by a modification of the
method described by Bartrons et al. (1983). Brain samples were
homogenized in lOvol. of ice-cold 20 mM-PyiOO m.M-KF/
10 mM-EDTA/1 mM-DTT/3 "ó poly(ethylene glycol) 6000
(PEG), at pH 7.1, and centrifuged at 40000 g for 10 min at 4 °C.
The supernatants after ñltration on Sephadex G-25 (fine grade)
were incubated at 30 °C in 50 mM-Hepes buffer (pH 7.1), con-
taining 50 mM-KCl, 5 mM-MgATP, 5 mM-Fru-6-P, 17.5 m.M-Glu-
6-P, 2 mM-MgCl2, 1 mM-DTT and 1 mM-P,.

[2-32P]Fru-2,6-P2 was synthesized as described by El-Maghrabi
el al. (1982). FBPase-2 activity was measured by the production
of [32P]P, from [2-32P]Fru-2,6-Pj. The reaction was carried out at
30 °C in 50 mM-Hepes buffer (pH 7.5), containing 50 mM-KCl,
5 mM-P,, 2mM-EDTA, 1 mM-DTT, 2 mM-MgCI2, 0.1 mM-
NADP*, 9 units of phosphoglucoisomerase/ml, 4 units of
glucose-6-phosphate dehydrogenase/ml and 5 /íM-Fru-2,6-P2
(1 500000 c.p.m./assay). Blanks typically did not exceed 0.2 % of
the applied radioactivity.

Partial purification of brain, liver, heart and muscle PFK-2
The enzymes were purified by a two-step procedure. Tissue

samples were homogenized in 5 vol. of 50 mM-Tris/phosphate,
containing 100 mM-KCl, 1 mM-EGTA, 1 mM-DTT, 1 mM-
benzamidine and 0.2 mM-phenylmethanesulphonyl fluoride, at
pH 8.0. After centrifugation at 40000 g for 20 min, the
supernatants were fractionated with 6% (w/v) PEG 6000 and
the resulting supernatants with 15% (w/v) PEG 6000. The
pellets (6-21 % fraction), dissolved in the homogenizing médium,
were applied to a Mono Q column and eluted with a linear
gradient of 0-500 mM-NaCl in the same médium. Fractions
containing PFK-2 activity were poded and stored at —80 °C in
20 % (v/v) glycerol.

Treatment of PFK-2 with the catalytic subunit of cyclic AMP-
dependent protein kinase and protein kinase C

Purified PFK-2 from brain, heart, liver or muscle was incubated
at 30 °C for 20 min with the catalytic subunit of cyclic AMP-
dependent protein kinase (1 m-unit/ml) in a médium containing
100 mM-Hepes (pH 7.1), 1 mM-DTT, 0.1% BSA and 1 mM-
MgATP. For the protein kinase C assay, enzymes were pre-
incubated for 20 min at 30 °C with 1 unit of immobilized alkaline
phosphatase. Afterwards, PFK-2 enzymes were incubated for
20 min at 30 °C in the presence or absence of protein kinase C
(1 m-unit/ml) in 0.1 mi of a médium containing 100 mM-Hepes
(pH7.1), 5 mM-MgCl2, 2 mM-DTT, 5 mM-P, 1 mM-MgATP,

F. Ventura and others

2 mM-CaCl2, 50 /ig of phosphatidylserine/ml and 2 //g of
diolein/ml. In both cases, samples (40 /d) were assayed for PFK-2
activity as described above at either 5 mM-Fru-6-P and 5 m.M-

MgATP (saturating conditions) or 0.1 mM-Fru-6-P and 0.5 m.M-

MgATP (subsaturating conditions).

Isolation of RNA and Northem-blot analysis
Total RNA was extracted from frozen rat tissues by the

LiCl/urea method (Auffray & Rougeon, 1980). RNA was
denatured and electrophoresis was performed on 1.5% agarose
gels in the presence of ethidium bromide at 1 /íg/ml. RNAs were
transferred ovemight to a nylon membrane in 10 x SSC
(SSC = 0.15 M-NaCI/0.015 M-sodium citrate, pH 7.4). After
transfer, RNA was fixed by irradiating the membrane with u.v.
light for 5 min. The filters were prehybridizcd for 6 h at 42 °C
in 50% (v/v) formamide. 2xPSE (PSE = 0.01 M-Pipes/0.4 m-
NaCl/1 mM-EDTA at pH 6.4), 0.5 % (w/v) SDS, 5 x Denhart's
solution (Denhart’s solution = 0.2 g of Ficoll/1+0.2 g of poly-
(vinyl pyrrolidone)/l+0.2 g of BSA/i) and 0.5 mg of heat-
denatured herring sperm DNA/ml. Hybridization was allowed
to proceed ovemight at 42 °C in the same médium, the labelled
cDNA probe (1 x 10®—2 x 10* c.p.m./mi) being added. Filters
were washed twice in 2 x SSC at room temperature for 5 min and
twice in 0.1 x SSC plus 0.1 % SDS at 50 °C for 30 min.

Other methods

Protein was determined (Bradford, 1976) with BSA as a
standard. Protein kinase C activity was assayed with histone III-
S as a substrate. One unit of enzyme activity catalyses the
formation of 1 /ímol of product/min under the specified assay
conditions. Statistical significance of differences was assessed by
Student's unpaired t test.

RESULTS

Brain metabolites and enzyme activities
In order to control the starved and diabetic States of the

animáis we monitored the blood levels of both glucose and
/9-hydroxybutyrate. Glycaemia was increased 4-fold in
streptozotocin-diabetic rats, whereas starved animáis exhibited a
continuous decrease (more than 50% at 120 h of starvation) in
blood glucose concentration. Plasma levels of /S-hydroxybutyrate
were increased in both situations (results not shown).

Fru-2,6-P2 decreased similarly in both non-ketotic (Table 1)
and ketotic diabetic animáis (4.5 ±0.1 nmol/g, n = 4). The
concentration of this metabolite also decreased after lengthened
ischaemia, but was not significantly modified during either the
early stages of ischaemia or starvation (Table 1). Citrate increased
during diabetes and starvation, but decreased during ischaemia
(results not shown). No significant differences were found in the
Fru-2,6-/3, concentrations between the two different stopping
methods, namely liquid N, (5.9+0.3 nmol/g, n = 5) and micro-
wave radiation (Table 1).

As shown in Table 1, brains from diabetic animáis had
significantly lower PFK-1 activities, whereas no major differences
in these activities were obtained in starved animáis. A fall in the
activity (60% of control), which remained after gel filtration,
was also found in ischaemic animáis. •»

PFK-2 activities obtained from control brains were about 10
times lower than those from rat liver (Bartrons et al., 1983).
Brain FBPase-2 (0.05 m-unit/g of tissue) represented one-tenth
of the kinase activity and was not modified by 5 mM-sn-glycerol
3-phosphate (results not shown). No significant differences with
respect to control valúes were observed in either kinase or
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Table 1. Brain metabolites and enzyme activities

The valúes represent means ± s.e.m. for the number of animáis in parentheses, except for Fru-2,6-Pt where the number of animáis measured was
nine for diabetic and six for 120 h-starved rats. Statistically significant differences with respect lo control animáis are ¡ndicated by: ***/> < 0.001,
*•/> < 0.01, *P < 0.05. N.D., not determined.

Experimental condition
Fru-2.6-P,
(nmol/g)

PFK-1
(units/g)

PFK-2

(m-unit/g)
FBPase-2
(m-unit/g)

PFK-2/FBPase-2
activity ratio

Control (6) 5.8 ±0.4 32.8 ±1.0 0.50 + 0.05 0.05 + 0.01 11.7 ±0.6
Diabetes (4) 4.7±0.2** 26.5± 1.3** 0.57 ±0.08 0.08 + 0.03 9.6±2.8
120 h starvation (4) 6.0±0.5 34.8 ±1.4 0.56 ±0.06 0.07 + 0.02 11.1+4.5
Ischaemia (1 min) (5) 5.7+ 0.4 34.1+2.3 0.55±0.07 N.D. N.D.
Ischaemia (5 min) (4) 4.7±0.3* 30.5 + 0.7 0.46 ±0.05 N.D. N.D.
Ischaemia (10 min) (4) 3.1 ±0.5** 21.7+1.8*** 0.43 ±0.11 0.04 ±0.01 11.0 ±2.6

Fig. 1. Elution profiles of (a) brain, (¿) heart, (c) liter and (</) músete PFK-
2 from the Mono Q coturno

PEG fractions (6-21 0o) of rat tissues were applied to the Mono Q
column (1 mi). Fractions of volume 0.5 mi were collected after
addition of the specifíc elution buffer. Pooled fractions contained
0.55, 0.30, 3.4 and 0.53 m-unit/mg of protein for brain, heart. liver
and muscle respectively. Another two experiments were done with
similar results.

phosphatase activities in streptozotocin-diabetic or starved
animáis. A significant decrease in PFK-2 and an increase in
FBPase-2 activities were found after ischaemia, giving a decreased
activity ratio. These activity changes disappeared after filtration
on Sephadex G-25 (fine grade).

Properties of brain PFK-2
To characterize the main properties of brain PFK-2, the

enzyme was partially purified as described above. Rat liver,
muscle and heart PFK-2, the kinetic properties of which are well
known, were also purified in parallel with the brain enzyme. The
elution profile from the Mono Q column (Fig. 1) shows that liver

Fig. 2. Effects of jn-glycerot 3-phosphate and citrate on brain, heart, liver
and muscle PFK-2

Purified brain. heart, liver and muscle PFK-2 were assayed in
50 mM-Hepes/100 mM-KCl/20 mM-KF/1 mM-DTT in the presence
of 0.1 mM-Fm-6-P, 0.5 mM-MgATP and the indicated con-
centrations of sn-glycerol 3-phosphate or citrate. at pH 7.1. The
specific activities corresponding to 100% valúes were 0.063 for brain
(□), 0.029 for heart (O), 0.87 for liver (■) and 0.087 m-unit/mg of
protein for muscle (•). The valúes are means of two sepárate
experiments.

and muscle PFK-2 were eluted in two peaks at about 0.4 m-
NaCl. In contrast, brain PFK-2 was eluted at 0.2 M-NaCl,
displaying a similar behaviour to its heart counterpart. Both
PFK-2 and FBPase-2 activities were eluted in the same fractions
from the Mono Q column. Purified brain PFK-2/FBPase-2
showed an activity ratio of 70, similar to that of the purified
bovine heart isoenzyme (Rider & Hue, 1986). Purified brain and
liver PFK-2 also differed in their response to rn-glycerol 3-
phosphate and citrate at concentrations within the physiological
range. Whereas the activity of the liver enzyme was markedly
inhibited by sn-glycerol 3-phosphate, the brain enzyme, similarly
to the muscle or heart isoenzyme, was little aflected by
concentrations of up to 1 mM. Furthermore, the brain and heart
PFK-2 activities were more sensitive to inhibition by citrate
(Fig. 2).

It has been reponed that liver PFK-2 is inactivated by the
catalytic subunit of the cyclic AMP-dependent protein kinase,
whereas enzymes from other tissues are insensitive to this
modification. Table 2 shows that, whereas liver PFK-2 is inhibited
by treatment with the catalytic subunit of cyclic AMP-dependent
protein kinase, the brain enzyme, together with the muscle and
heart counterparts, are not modified at all. In order to determine
whether the absence of inactivation in brain PFK-2 could result
from the fact that the enzyme was in a fully phosphorylated
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Table 2. Effect of treatmcnt of PFK-2 with tfae catalvtk subunit of cyclic
AMP-dependent prolein Itinase

Purified brain, heart. liver or muscle PFK-2 was incubated at 30 °C
for 20 min in the presence or absence of catalytic subunit of cyclic
AMP-dependent protein kinasc (0.1 m-unit) in a final volume of
0.1 mi containing 100 mM-Hepes (pH 7.1), 1 mM-DTT, 0.1 % BSA
and 1 mM-MgATP. PFK-2 activities were assayed as described in
the Materials and methods section. The valúes are means of two

sepárate experiments.

PFK-2 activity (mU/mg of protein)

Addition Brain Heart Liver Muscle

None 0.49 0.18 4.03 0.65

+catalytic subunit 0.46 0.17 0.98 0.60

L M B H

kb

1.0 —

Flg. 3. Northem-blot analvsis

Total RNA (40 fi% per lañe) from liver (L), muscle (M), brain (B)
and heart (H) were hybridized with [32PJcDNAm,l>0. Arrows point
to the RNA species consistently seen. Numbers on the left correspond
to the RNA markers. Data are representative of three diñerent
experiments.

form, brain PFK-2 was incubated with glucose, MgADP,
hexokinase and the catalytic subunit of the cyclic AMP-
dependént protein kinase to dephosphorylate the enzyme
(El-Maghrabi et al1980; Loiseau et al., 1988); no activation
of PFK-2 was observed.

Since brain PFK-2 seems to display similar chromatographic
and kinetic properties to that of heart (Figs. 1 and 2, and Table
2) and bearing in mind that previous studies have shown that
heart PFK-2 could be phosphoryiated by protein kinase C (Rider
& Hue, 1986; Kitamura et al., 1988; Sakata & Uyeda, 1990), we
have analysed the eflects of protein kinase C on the PFK-2
activity of brain, heart, liver and muscle isoenzyme forms.
Purified enzymes were preincubated for 20 min with 1 unit of
agarose-bound alkaline phosphatase for dephosphorylation, and
then incubated with protein kinase C. We found no changes in
activity in any of them, at either subsaturating or saturating
concentration of substrates (results not shown).

F. Ventura and others

Expression of distinct mRNAs for PFK-2/FBPase-2 in rat
tissues

Northern blots of total RNA from rat tissues were hybridized
with probe cDNA,kM0° (Colosia et al., 1988). All tissues studied
displayed a strong signal which persisted under high-stringency
conditions. Fig. 3 shows a signal with 2.1 kb RNA from liver and
1.9 kb RNA from muscle. RNA from brain and heart shows a

major band of about 6.8 kb RNA and a minor band of 4 kb. The
relative intensity of these signáis did not change appreciably
under high-stringency conditions.

DISCUSSION

Metabolic studies of brain have shown that glucose under
most circumstances is the primary source of fuel (Mcllwain &
Bachelard. 1985). It is well known that acute modifications in
substrate supplies such as those produced in starvation, diabetes
or ischaemia promote changes in brain metabolism. These
changes mainly affect glycolytic flux through modifications of
the main regulatory enzymes.

During starvation and diabetes, ketone bodies increase
appreciably and may become a significant substrate for the
brain, partly replacing glucose as fuel for brain metabolism
(Siesjó, 1988; Owen et al., 1967; Ruderman et al. 1974). It has
been suggested that ketone-body oxidation will restrict the rate
of glucose utilization through citrate inhibition of PFK-1 during
periods of carbohydrate deprivation, starvation or diabetes
(Owen et al., 1967; Ruderman et al., 1974; Newsholme et al.,
1977). The results now reponed show that, whereas Fru-2.6-P.,
and PFK-1 are decreased during diabetes, neither of them changes
significantly during starvation. On the other hand, citrate is
increased in both situations. The decrease in Fru-2,6-P„ levels
observed in diabetic animáis is probably a consequence of the
inhibition of PFK-2 by citrate (see Fig. 2), since no changes in
either kinase or phosphatase activities were found. Brain PFK-
1 (Newsholme et ai, 1977; Dunaway, 1983; Foe & Kemp, 1985;
Vora et al., 1985) and PFK-2 (Fig. 2) isoenzymes are very
sensitive to citrate inhibition, which, in addition to the fall in
Fru-2,6-P2 levels, could explain the decreased rate of glycolysis
in rat brain when ketone bodies are oxidized (Ruderman et
al., 1974; Newsholme et al., 1977). The PFK-1 and PFK-2
isoenzymes that are more sensitive to citrate inhibition are from
the same tissues (brain and heart).

During ischaemia there is rapid deterioration in the energy
charge, and the tissue levels of both glycolytic substrates and
intermediates are decreased (Lowry et al., 1964). Pauwels &
Trouet (1984) found no predominant role of Fru-2,6-/>, at the
onset of anaerobic glycolysis in arious types of cultivated brain
cells, concluding that it seemed not to be responsible for
immediate changes in glycolytic flux. Yamamoto et al. (1990)
reported that, in the early stages of ischaemia, Fru-2,6-P, contení
increases transiently in parallel with Fru-l.ó-P, and lactate
formation, decreasing steadily after lengthened ischaemia with-
out changes in the PFK-2 activity. These results suggest that
Fru-2,6-P2 plays a key role in the compensatory acceleration of
glycolysis under ischaemic conditions in vivo. In contrast, Ogushi
et al. (1990) found that there was no change in Fru-2,6-/’, during
initiation of rapid glycolysis in the brain. Our results show that
the metabolite content was similarly unchanged in the first 1 min
of ischaemia, but decreased thereafter (Table 1). The variations
in the metabolite concentrations (Fru-6-P, AMP and IMP), the
large fall in ATP levels and the change in the activity ratio of
PFK-2/FBPase-2 induced by allosteric modulators, would ex-
plain the decrease in Fru-2,6-Ps content. A good correlation is
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obtained for the two metabolites below l /¿mol of ATP/g
(r = 0.82; P < 0.0001) (results not shown).

Glu-l.ó-Pj has also been identified as a modulator of the
activities of all three of the potentially rate-limiting enzymes of
glycolysis (Beitner, 1985). The level of Glu-l.ó-Pj is not modified
during starvation or diabetes, and is more affected than Fru-2.6-
P¡ during ischaemia (results not shown) (Passonneau et al.,
1969), probably as a result of the concomitant rise in IMP and
Ca8*, both activators of glucose-l,6-bisphosphatase (Wakelam &
Emmerich, 1982; Guha & Rose, 1983). The activation of PFK-
1 that occurs during the early stages of ischaemia takes place
when G1u-1,6-P2 concentration is falling, and the activation
seems best explained by other factors such as AMP, Fru-2,6-P,,
P, or ribose 1,5-bisphosphate, which are much better activators
of PFK-1 than is Glu-1,6-P2 (Rose & Warms, 1974; Yip et al,
1988; Ogusm et al., 1990).

Because the brain is not subjected to the tremendous differences
in energy derriands that are observed in other tissues, it maintains
a fairly constant high rate of glucose metabolism. Similarly to
glycogen (Nahas & Abdul-Ghani, 1989) and Glu-1,6-P2, the
concentration of Fru-2,6-Pt seems to be remarkably constant
under a wide variety of physiological and experimental con-
ditions. Its levels probably have an essential role in the basal
activation of brain PFK-1.

Rat brain PFK-2/FBPase-2 also seems to remain essentially
constant in all the experimental conditions studied. The PFK-2
and FBPase-2 activities were co-eluted in the same fractions,
suggesting that the enzyme is also bifunctional in this tissue,
which agrees with El-Maghrabi et al. (1986). Its FBPase-2
activity is 70 times smaller than the PFK-2 activity, accounting
probably for the relatively high levels of the metabolite, although
the enzyme activity is 10 times lower than in the liver. Chromato-
graphic results showed that brain PFK-2/FBPase-2 has a mole-
cular form with a net charge similar to that of the heart tissue.
The brain enzyme is not inhibited by sn-glycerol 3-phosphate and
is more sensitive to citrate than the liver or muscle isoenzyme.
Heart PFK-2 is phosphorylated by protein kinase C to the extern
of about 1 mol/mol of enzyme subunit, whereas liver PFK-2 is a
relatively poor substrate. This phosphorylation does not alter the
activity ofthe enzyme (Rider & Hue, 1986). Incontrast, Kitamura
et al. (1988) have shown that the purified heart PFK-2/FBPase-
2 can be slightly activated by phosphorylation through cyclic
AMP-dependent protein kinase or protein kinase C. The
phosphorylation sites of the heart isoenzyme were located near
the C-terminus (Sakata & Uyeda, 1990), whereas the
phosphorylation site of the liver isoenzyme is known to be
located near the ,V-terminus (Lively et al., 1988; Darville el al.,
1989). The enzymic activity from brain PFK-2, similarly to that
of heart or muscle (Rider & Hue, 1986; Rider, 1987), is not
modified on incubation with cyclic AMP-dependent protein
kinase or with Ca2*- and phospholipid-dependent protein kinase
(protein kinase C).

RNA from brain and heart shows a major band of about
6.8 kb and a minor one of 4 kb, agreeing with previous results
(Sakata & Uyeda, 1990; Crepin etal., 1989). Total RNA used for
Northem-blot assays may contain precursor as well as mature
RNA. This fact might explain the two species detected in brain
and heart RNA. However, the shorter RNA detected is 4 kb,
which is too big to code the 530 amino acids of bovine heart
PFK-2/FBPase-2 (Sakata & Uyeda, 1990). It would suggest that
a polypeptide coding for the enzyme could be processed post-
translationally, or that cDNA8ku<M) strongly cross-hybridizes
with other reíated transcripts present in these tissues.

All these properties support the view that the brain contains a
different isoenzyme form from that of liver or muscle and that it
is probably related to the isoenzyme from heart.
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research fellowships (F.P.I.) from the Ministry of Education of Spain.
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Fructose 2,6-Bisphosphate in Hypoglycemic Rat Brain

Santiago Ambrosio, Francesc Ventura, José Luis Rosa, and Ramón Bartrons

Vnital de Bioquímica, Departament de Ciéncies Fisiológiques, Universiiat de Barcelona,
Zona Universitária de Bellvitge, Barcelona, Spain

Abstract Fructose 2,6-bisphosphate has been studied duríng
hypoglycemia induced by insulin administration (40 IU/kg).
No changes in content of cerebral fructose 2,6-bisphosphate
were found in mild hypoglycemia, but the level of this com-
pound was markedly decreased in hypoglycemic coma and
recovered after 30 min ofglucose administration. To correlate
a possible modification of the concentration of the metabolite
with selective regional damage occurring duríng hypoglycemic
coma, we have analyzed four cerebral areas (cortex, stríatum,
cerebellum, and hippocampus). Fructose 2,6-bisphosphate
concentrations were similar in the four areas analyzed; severe
hypoglycemia decreased levels of the metabolite to the same
extern in all the brain areas studied. The decrease in content

of fructose 2,6-bisphosphate was not always accompanied by
a parallel decrease in ATP levels, a rcsult suggesting that the
low levels of the bisphosphorylated metabolite duríng hy-
poglycemic coma could be due to the decreased 6-phos-
phofructo-2-kinase activity, mainly as a consequence of the
fall in concentration of its substrate (fructose 6-phosphate).
These results suggest that fructose 2,6-bisphosphate could
play a permissive role in cerebral tissue, maintaining acti-
vation of 6-phosphofructo-l-kinase and glycolysis. Key
Words: Fructose 2,6-bisphosphate—6-Phosphofructo-l-ki-
nase—6-Phosphofructo-2-kinase—Hypoglycemia. Ambrosio
S. et al. Fructose 2,6-bisphosphate in hypoglycemic rat brain.
J. Neurochem. 57, 200-203 (1991).

Fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P2), the most
powerful activator known of 6-phosphofructo-l-kinase
(PFK-1; EC 2.7.1.11) and the most powerful inhibitor
known of fructose-1,6-bisphosphatase (EC 3.1.3.11), is
present in all mammalian tissues. It is involved in the
glucose-induced stimulation of glycolysis, not only in
the liver but also in other tissues. Its synthesis and
breakdown are catalyzed by 6-phosphofructo-2-kinase
(PFK-2; EC 2.7.1.105) and fractose-2,6-bisphosphatase
(FBPase-2; EC 3.1.3.46), respectively.

Fru-2,6-P2 is also a positive allosteric effector ofbrain
PFK-1 (Foe and Kemp, 1984; Vora et al., 1985; Dun-
away et al., 1988). It is present in various types of cul-
tured brain cells at a concentration similar to that in
hepatocytes (Pauwels and Trouet, 1984).

The influence ofhypoglycemia on the brain has been
intensively explored (Siesjo, 1988). Because the brain’s
own carbohydrate reserves can support oxidative me-
tabolism for only a few minutes, the brain is very much
dependent on a constant supply of glucose from the
blood. Many metabolic disturbances have been de-

scribed in this status, including the decrease in content
of glycolytic metabolites (Lewis et al., 1974).

The aim of the present work is to study the cerebral
levels of Fru-2,6-P2 and the activities responsible for
its synthesis and breakdown duríng hypoglycemia.

MATERIALS AND METHODS

Animal and tissue preparation
Male Sprague-Dawley rats (weighing 200-250 g) were used.

Animáis were injected subcutaneously with 40 IU/kg of in-
sulin (Actrapid HM; Novo Industrí, Denmark) and were de-
príved of food. Control rats received an equal volume of
saline solution (0.9% NaQ s.c.). One group of animáis, with
normal behavior, was killed 1 h after they received the insulin
(mildly hypoglycemic), and another group was killed after
3-4 h, when the animáis were unconscious, with no ríghting
reflex or rcsponse to any extemal stimuli, a stage that was
defined as hypoglycemic coma, as in Gorell et al. (1977). A
third group of animáis in hypoglycemic coma had recovery
induced with oral (2 mi) and subcutaneous (1 mi) adminis-
tration of 25% glucose; the animáis then were killed without

Received October 10, 1990; revised manusen pt received December
3, 1990; accepted December 18, 1990.
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delay after they became conscious and recovered movement
(between 30 min and I h). A fourth group had recovery in-
duced and was kiUed after refeeding for 1 week, to examine
possible regional nonreversible modiñcations.

We have used two diíferent experimental approaches to
obtain the brain samples: liquid N2 and microwave irradia-
tion. In the first method, rats were killed by decapitation,
and heads were frozen in liquid N2. Animáis killed by mi-
crowave irradiation were placed in a microwave oven (To-
shiba model TMW-6402A) and received 4.5 kW ofradiation
for 0.8 s. Brain dissection was done by the classical method
described by Glowinski and Iversen (1966).'

Assay of metabolites and enzymes
Blood samples were taken and immediately deproteinized

with 0.33 M HC10« for glucose content determination, ac-
cording to the technique of Kunst et al. (1984). Fru-2,6-P2
was extracted and quantified as described by Van Schaftingen
et al. (1982). Nucleotides were quantified by HPLC.

PFK-1 was extracted from frozen brains in 10 volumes of
¡ce-cold 250 mM mannitol, 10 mM HHPES, 2.5 mM MgCl2,
1 mM KF, 0.5 mM EDTA, and 1 mM dithiothreitol (pH
7.4) and centrifuged at 40,000 g for 10 min at 4°C. PFK-1
activity was measured in the cytosolic fraction at pH 8.0, as
described by Staal et al. (1987). PFK-2 activity was deter-
mined by a modification of the method described by Bartrons
et al. (1983). Brain samples were homogenized in 10 volumes
of ice-cold 20 mM P¡, 100 mM KF. 10 mM EDTA, 1 mM
dithiothreitol, and 3% polyethyleneglycol 6000 (pH 7.1) and
centrifuged at 40,000 g for 10 min at 4°C. The supematants
were incubated at 30°C in 50 mM HEPES buffer (pH 7.1)
containing 50 mM KC1, 5 mM ATP-Mg, 5 mM fructose 6-
phosphate, 17.5 mM glucose 6-phosphate, 2 mM MgCl2, 1
mM dithiothreitol, and 1 mM P¡.

FBPase-2 activity was measured by the production of
[32P]P¡ from [2-32P]Fru-2,6-P2. [2-3:P]Fru-2,6-P2 was synthe-
sized according to the procedure of El-Maghrabi et al. (1982).
The reaction was carried out at 30°C in 50 mM HEPES
buffer (pH 7.5) containing 50 mM KC1. 5 mM P¡, 2 mM
EDTA, 1 mM dithiothreitol, 2 mM MgCl2,0.1 mM NADP,
9 U/ml of phosphoglucoisomerase, 4 U/ml of glucose 6-
phosphate dehydrogenase, and 5 ¡iM Fru-2,6-P2 (900,000
cpm/assay). Blanks typically did not exceed 0.1% of the ap-
plied radioactivity.

Statistics
Statistical differences were evaluated with Student’s t test.

RESULTS

To control the degree of hypoglycemia caused by
insulin administration, we measured the plasma glu-
cose concentration. In control animáis, the plasma
glucose concentration was 6.0 ± 0.2 mmol/L (n = 10).
One hour after the rats received insulin, 40 IU/kg s.c.,
the plasma glucose concentration decreased to 2.6 ± 0.1
mmol/L (n = 8), with the animáis exhibiting normal
behavior or presenting only symptoms of stupor. After
3-4 h, the plasma glucose valúes were 1.1 ± 0.3 mmol/
L (n = 8), and the animáis had convulsions and im-
mediately became unconscious. Administration of 25%
(wt/vol) glucose (2 mi p.o. and 1 mi s.c. at the same
time) to the animáis of this last group produced partial
recovery of the plasma glucose concentration (4.0 ±0.5

mmol/L) (n = 5) after 30 min, and these rats behaved
like control animáis.

As shown in Fig. 1, brain Fru-2,6-P2 levels were not
significantly altered in mild hypoglycemia, whereas in
hypoglycemic coma they were markedly decreased
(45% of control valúes). The hepatic levels of the bis-
phosphorylated metabolite decreased in both experi-
mental conditions, falling to 13% of basal valúes in
hypoglycemic coma. No significant differences were
found in Fru-2,6-P2 levels using the two diíferent stop-
ping methods, liquid N2 and microwave irradiation
(data not shown).

Fru-2,6-P2 was analyzed in the cortex, hippocampus,
striatum, and cerebellum. Similar basal levels of the
metabolite were found in the four areas. The insulin-
induced coma affected all the areas studied similarly,
with the concentration of Fru-2,6-P2 recovering after
1 week of normal feeding (Fig. 2).

The brain concentration of Fru-2,6-P2 recovered 30-
60 min after glucose administration (Table 1). As
shown in Table 1, brains from animáis in hypoglycemic
coma had slightly lower PFK-2 activities relative to the
Controls, with the activity recovering between 30 min
and 1 h after glucose administration. No major differ-
enees in the activities of PFK-1 and FBPase-2 were

observed in the different groups of animáis.

DISCUSSION

It is well known that glucose is the main fuel for the
brain under normal conditions. Signs of cerebral dys-
function appear when the arterial glucose level falls to
nearly 50% of its normal concentration in humans or
experimental animáis. No cerebral energy déficit can
be detected, however, until the arterial glucose con-
centration falls to <20% ofbasal levels, when the EEG

blood glucose fiimol/ml+sem)

FIO. 1. Cerebral and hepatic concentrations ot Fru-2,6-P2 at dif-
ferent blood glucose levels. Oata are mean ± SEM (bars) valúes,
grouped as control (c; n = 10), mildly hypoglycemic (mh; n = 8),
and hypoglycemic coma (he; n = 8). Results significantly different
from control valúes are indicated: 'p < 0.05; “*p < 0.001.
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■ corle*
B hippocampus
■ striatum
□ cerebellum

FIG. 2. Fru-2,6-Pj levels in regional brain areas at different stages
of insulin-induced hypoglycemia (hypogly.) and refeeding 7 days
after hypoglycemic coma (coma hyp.). Data are mean ± SEM (bars)
valúes for the number of animáis given in parentheses. Results
significantly different from control valúes are indicated: 'p < 0.05,
"*p < 0.001.

becomes isoelectric and consciousness is lost. In this
condition the animal enters hypoglycemic coma, and,
when the coma is prolonged, irreversible regional cell
damage may be produced (Lewis et al., 1974; Auer et
al., 1984).

It has also been established that pronounced hypo-
glycemia leads to depletion of the tissue concentrations
of both glycolytic substrates and end producís (Lewis
etal., 1974;Gorelletal., 1977;Siesjó. 1988). Our results
show that brain Fru-2,6-P2 content is decreased after
severe hypoglycemia, like other metabolite depletions
(Siesjó, 1988), whereas it is not affected during mild
hypoglycemia. This suggests that in this condition gly-
colysis is functioning, providing sufficient substrates
for the energy requirements. The decrease in Fru-2,6-
P2 concentration observed in hypoglycemic coma
would probably be due to the decrease in content of
its substrate, fructose 6-phosphate (Lewis et al., 1974),
in addition to the decreased PFK-2 activity (Table 1).

During mild hypoglycemia the hepatic levels ofFru-
2,6-P2 are reduced to <50%. The hepatic concentration
of Fru-2,6-P2 is almost linear with plasma glucose lev-
els. It is reduced to 13% when the plasma glucose con-
centration is reduced to 18%. The decrease of Fru-2,6-
P2 level in the liver by the inhibition ofPFK-2 produoed
by phosphorylation has been described previously (Gil
et al., 1986).

We have also analyzed Fru-2,6-P2 levels in several
brain regions to correlate a possible modification in
content of the metabolite with the selective regional
damage described in hypoglycemic coma (Auer et al.,
1984; Siesjó, 1988). Fru-2,6-P2 concentrations were
similar in the four areas analyzed, although cerebellum
and striatum showed a nonsignificantly lower concen-
tration (Fig. 2). Severe hypoglycemia reduced the Fru-
2,6-P2 level to the same extern (nearly 40%) in all the
brain areas examined. According to these results, a re-

gional brain difference does not seem to exist in the
levels of Fru-2,6-P2 in either normoglycemic or hy-
poglycemic conditions. Furthermore, and in agreement
with Ratcheson et al. (1981), during hypoglycemia,
ATP levels were not modiñed in cerebellum but were

reduced in cortical areas more than in hippocampus
and striatum (data not shown). The lack ofcorrelation,
at least in some areas, between ATP levels and Fru-
2,6-P2 content decrease seems to indícate that the
modifications of Fru-2,6-P2 levels must not be due to
a fall in energy State, but they may implícate the fruc-
tose 6-phosphate supply and PFK-2 activity.

Fru-2,6-P2 has previously been shown to be present
in cultures of brain cells (Pauwels and Trouet, 1984),
although it seemed not to be responsible for immediate
changes in glycolytic flux. Recently, Yamamoto et al.
(1990) have described a slight increase in content of
the bisphosphorylated metabolite during the early
stages ofcerebral ischemia and a decrease after chronic
anoxic conditions, a result suggesting that Fru-2,6-P2
plays a key role in the compensatory acceleration of
glycolysis under ischemic conditions in vivo. During
mild hypoglycemia the metabolite could also play a
significant role as a stimulator of PFK-I and, in so
doing, actívate glycolytic flux, with its content decreas-

TABLE 1. Concentration ofFru-2,6-P¡ and enzymatic activities in brain
ofnormal, comatose, and recovered animáis

Fru-2,6-Pj
(nmol/g)

PFK-1
(U/g)

PFK-2
(mU/g)

FBPase-2
(mU/g)

Control 5.8 ± 0.4 (6) 21.2 ±2.1 (6) 0.69 ± 0.07 (6) 0.042 ± 0.002 (5)
Hypoglycemic coma 3.5 ± 0.4 (8T 21.0 ±2.0 (5) 0.48 ± 0.08 (8f 0.041 ± 0.004 (5)
Hypoglycemic coma + glucose 4.5 ± 0.5 (5) 19.0 ± 1.3 (5) 0.77 ± 0.06 (5f 0.045 ±0.010(4)

Recovery was induced in animáis in hypoglycemic coma by oral and subcutaneous administration of glucose, as indicated
in Materials and Methods, and the rats were killed between 30 min and 1 h after glucose administration. Data are mean
± SEM valúes for the number of animáis given in parentheses. One unit of enzyme activity represents 1 jimol of substrate
converted/min/g of wet tissue.

“p < 0.01, bp < 0.05 relative to control valúes.
c

p < 0.01 relative to hypoglycemic coma valúes.

J. Seurochem.. l ol 57. No. I. V99/
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ing after the glucose concentration falls to <2 mM
(Fig. 1).

In conclusión, the results reported here show that
the level ofFru-2,6-Pj is reduced during hypoglycemic
coma and recovers añer glucose administration (Table
1 and Fig. 2). This seems to indícate that the concen-
tration of the metabolite follows the cerebral glucose
concentration (Agardh et al., 1978), recovering at the
same time as glycolytic flux is activated. This suggests
that the metabolite plays a permissive role in cerebral
tissue, overcoming ATP inhibition and maintaining
PFK-1 in an activated State.
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INTRODUCTION;

Fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P2) is a potent stimulator
of 6-phosphofructo 1-kinase which has been identified in all

eukaryotic cells. Its synthesis and breakdown are catalyzed by
6-phosphofructo 2-kinase (PFK-2) and fructose 2,6-bisphosphatase
(FBPase-2) , respectively. These two activities belong to sepárate
domains of the same homodimeric protein (Van Schaftingen, 1987;
Pilkis & EL-Maghrabi, 1988). Differences between tissues in the

PFK-2/FBPase-2 activity ratio, kinetic and antigenic properties
have suggested the existence of several PFK-2/FBPase-2 isoenzymes
(Hue & Rider, 1987; Taniyama et al., 1988). The liver "L" and the
muscle "M" isozymes have a common sequence of 438 aminoacids and
differ at the N-terminus. In the "L" type, the divergent sequence

is 32 residues long and contains the serine phosphorylated by
cAMP-dependent protein kinase (PKA) . The "M" type has a divergent
sequence of 10 residues, containing a protein kinase C (PKC)

target (Lively et al.,1988; Darville et al.,1989). The bovine
heart "H" isozyme has a well-conserved sequence of 530

aminoacids, differing only at the N and C-terminus.

Interestingly, it has phosphorylation targets for both PKA and
PKC at the C-terminus (Sakata & Uyeda, 1990).

We have now studied the brain, heart, muscle and liver PFK-

2/FBPase-2, comparing their kinetic properties and the influence
of phosphorylation by both cyclic AMP-dependent protein kinase
and protein kinase C.

NATO ASI Series, Vol. H 56
Cellular Regulación by Protein Phosphorylation
Edited by L. M. G. Heilmeyer, Jr.
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RESÜLTS AND DISCPSSION:

PFK-2 from brain,

heart, liver and muscle
were purified by
polyethylene glycol
fractionation and Mono-Q

high performance liquid
chromatography. The
physical behaviour of
PFK-2 differed between

brain and heart

activities respect to the
liver and muscle

counterparts. Brain and
heart PFK-2 activities

were eluted at 0.2 M

NaCl, whereas liver and
muscle were eluted in two

peaks at about 0.4 M NaCl
(Fig 1). The second peak
eluted from Mono-Q column

represents a

phosphorylated form of
the enzyme, since
incubation of the

fraction corresponding to
the second peak with
alkaline phosphatase and

reaplication into the
column leads to its

disappearence.
All PFK-2 and FBPase-2 activities were co-eluted in the same

fractions although their activity ratios are quite different.
Enzymes from brain and heart resemble more a kinase than a

phosphatase whereas the opposite occurs for the muscle type. The
purified enzymes also showed distinct responses to allosteric
modulators such as citrate and glycerol 3-phosphate (Table I).
PFK-2 from liver and heart are phosphorylated by PKA ( Van

Fraction Numbor

Fig 1.- ELÜTION PROFILES OF BRAIN,
HEART, LIVER AND MUSCLE PFK-2 FROM
MONO-Q COLUMN

Polyethilene glycol fractions (6-
21%) of rat tissues were applied to
Mono-Q column ( lml). Fractions of 0.5
mi were collected after addition of the
specific elution buffer. Pooled
fractions contained: 0.55, 0.30, 3.4
and 0.53 raU/mg of protein for brain,
heart, liver and muscle respectively.
Other two experiments were done with
similar results.
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Phosphorylation effects on PFK-2/FBPase-2

Tissues

Properties
Liver Muscle Heart Brain

PFK-2/FBPasa-2

activity ratlo
1 -4 0.2 8 0 7 0

Phosphorylation
by PKA

+
- + N.D.

Activity changas + • + / -

Phosphorylation

by PKC
- N.D + N.D.

Activity changas • - + /- “

Glycerol 3-P
inhibition

+ - - -

Citrata

inhibition
+ + + + + +

Table !•- PHOSPHORYLATION EFFECTS ON PFK-2/FBPase-2
Data were taken from (Rider & Hue, 1986; Hue & Rider, 1987; Kitamura et al.,
1988 and present results). Abbreviations: +, detectable effects; no
effects; N.D., not done.

Schaftingen, 1987; Pilkis & El-Maghrabi, 1988; Kitamura et al.,1988). However, their activity is clearly modified only for the
liver isozyme, resulting in an inhibition of the kinase and
activation of the phosphatase activities ( Van Schaftingen, 1987;
Pilkis & El-Maghrabi, 1988). In the other hand, heart PFK-

2/FBPase-2 is phosphorylated by PKA and PKC ( Rider & Hue, 1986;
Kitamura et al., 1988). This phosphorylation does not alter the

activity of the enzyme (Rider & Hue, 1986), although Kitamura et
al., (1988) have shown slightly activations by phosphorylation.
The phosphorylated serines in the heart PFK-2 are located near

the C-terminus (Sakata & Uyeda, 1990), whereas the

phosphorylation site of the liver isozyme is known to be located
near the N-terminus ( Lively et al., 1988; Darville et al.,

1989) . We have analyzed the effects of phosphorylation by PKC on

the PFK-2 activity of brain, heart, liver and muscle isoforms.
We found no changes in the activities in any of them, either at

saturating or subsaturating concentration of substrates ( Table

I) •
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The similarity of the mRNA for the three isozymes (Sakata &

Uyeda, 1990; Darville et al., 1989) suggests that they arise
from the same gene by using alternative splicing. The "M" isozyme
differs from the "L" form only in the first exon. This

substitution yields a change in the phosphorylation targeting.
The cDNA sequence of bovine heart isozyme ( Sakata & Uyeda, 1990)

suggests that very likely this form has been originated by
another alternative splicing or arises from a cióse related gene.

In the first case, the 1 and 14 exons would be changed (Fig. 2).
Northern blot analysis of total RNA from brain showed identical

pattern than that of heart RNA and clearly different from those
of liver and muscle (not shown).

All these results suggest that the brain contains an

isoenzymatic form related to the heart and different from the
liver and muscle isozymes.

Fig 2.- HYPOTHESIZED ALTERNATIVE SPLICING OF PFK-2/FBPase-2 ISOZYMES.

Alternative splicing of the first exon for liver and muscle isozymes and
the first and fourteenth exons for the heart isozyme are shown. Arrows point
to the phosphorylation targets for these isozymes.
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Fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P2) levels and 6-phosphofructo-l-kinase and 6-phosphofmcto-2-kinase activities have been studied in
rat brain during development from embryonal to aduit State. Fru-2,6-P2 increases slightly frotn day 16 of gestation, reaching a máximum 24
h after birth, remaining quite constant during postnatal development. In contrast with 6-phosphofructo-l-kinase, which increases progres-
sively after the first week of age, 6-phosphofructo-2-kinase remains unaltered throughout the period studied. The role of Fru-2,6-P2 in con-
trolling cerebral glycolysis is discussed.

Fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P2) is a very pow-
erful activator of 6-phosphofructo-l-kinase (PFK-1; EC
2.7.1.11) and inhibitor of fructose-1,6-bisphosphatase
(EC 3.1.3.11) from different sources, playing a promi-
nent role in the glucose-induced stimulation of glycolysis
not only in the liver but also in other tissues8-12. Fru-2,
6-P2 is also a positive allosteric effector of brain PFK-16
and it has been demonstrated that it could play an im-
portant role in the stimulation of brain glycolysis in dif-
ferent physiological and pathological States1'18’19.

Glycolytic enzymes develop broadly as a group in
most regions of the brain. The activity of several glyco-
lytic enzymes is low in newbom rat brains, but progres-
sively increases throughout the first few days to weeks
after birth9. Of these, PFK-1 reaches maximal activity
around 3 weeks of age11. The relationship between max-
imal enzyme activity and metabolic flux is complex, but
the measurement of enzyme activities has often been
considered a useful approach to relating metabolic po-
tential to tissue function. To examine the developmental
regulation of rat brain Fru-2,6-P2, we have studied the
activity of 6-phosphofructo-2-kinase (PFK-2; EC
2.7.1.105), responsible for its synthesis, from the embry-
onic to the aduit State.

The experiments were performed on Sprague-Dawley
rats fed ad libitum. Groups of two females (weighing
200-250 g) were coupled with an aduit male until the
presence of spermatozoa was found intravaginally. The
gestational age was noted and fetuses were delivered by
caesarean section after decapitation of the dam. Fetus
and neonate brains were removed and immediately fro-

zen in liquid nitrogen. The brains of the dams were used
as aduit Controls. The frozen brains were cut longitudi-
nally. Half of eacji brain was homogenized in 50 mM
NaOH (1:10 w/v) for Fru-2,6-P2 analysis. The homoge-
nates were heated at 80°C during 10 min, in order to
hydrolize the fructose-l,6-bisphosphate present in the
samples, cooled and adjusted to a pH 5-6. After cen-

trifugation at 15,000 x g for 10 min, Fru-2,6-P2 was

quantified in the supernatants as described by Van
Schaftingen et al.17. The other half of the brain was ho-
mogenized in a médium containing (in mM): phosphate
buffer 20, KF 100, EDTA 10,1,4-dithiothreitol 1 and 3%
of polyethylenglycol 6,000 (1:5 w/v), at pH 7.4, for anal-
ysis of enzymatic activities. The homogenates were cen-
trifuged at 40,000 x g and 4°C for 10 min and the ac-
tivities of PFK-1IS and PFK-2 were immediately
measured in supernatants. PFK-2 was assayed by the
production of Fru-2,6-P2 in a mixture containing (in
mM): Tris/acetate 50, magnesium acétate 10, potassium
phosphate 2, ATP 7, glucose 6-phosphate 8 and fructose
6-phosphate 2, at a pH 7.8 and 30°C. After different
times, samples were mixed with 1 vol. of 0.1 M NaOH
and used for the determination of Fru-2,6-P22.

As shown in Fig. 1, Fru-2,6-P2 increases slightly from
day 16 of gestation, reaching a máximum 24 h after
birth. As a whole, Fru-2,6-P2 valúes in the brain appear
constant during the postnatal development (between 5.0
and 6.5 nmol/g of wet tissue). Fru-2,6-P2 has been de-
scribed to rise in the liver just before birth, coinciding
with the beginning of glycogen mobilization, and to fall
around birth, corresponding to a neonatal hypoglyce-

Correspondence: S. Ambrosio, Unitat de Bioquímica, Facultat d’Odontologia, c/Feixa Llarga s/n (Bellvitge), 08907 L’Hospitalet del Llobre-
gat, Barcelona, Spain. Fax; (34) (3) 3357921.
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Fig. 1. Fru-2,6-P2 content of embryonic, neonatal and adult (A) rat
brains compared with the age expressed as days before (-) and af-
ter (+) birth (0). The valúes shown are means ± S.E.M. for 3-4
animáis. Fru-2,6-P2 is expressed as nmol/g of whole rat brain. Sig-
nificance of differences compared with adult animáis. (***P <
0.001).

mia7-13 and thus contributing to the low PFK-1 activity11.
In contrast, in chicken erythrocytes5, Fru-2,6-P2 increases
progressively after hatching, corresponding to a rise in
glucose consumption.

In the rat brain, immediately after birth (1-2 days),
the amount of glucose transporten decrease 5-fold14, the
glucose uptake being low after birth and reaching the
adult valúes only after 2-3 weeks. At the same time,
oxygen consumption increases as well as the ability to
remove glycogen11. In this period the main extemal
brain fuels are lactate and 3-hydroxybutyrate3. It has
been reported that PFK-1 is inhibited in neonatal rat
brain, allowing glucose to be saved for preferential use
in the pentosephosphate pathway, providing hydrogen
equivalents for the synthesis of myelin lipids16.

Despite these considerations, our results show that
the time course of Fru-2,6-P2 does not parallel PFK-1
activity. Fig. 2 shows that PFK-1 activity, similarly to
other enzymes, increases progressively after the first
week of age, as has already been described911, the fetal
activity being only about 10% of adult activity. In addi-
tion, different isoenzymatic forms of PFK-1 have been
reported in fetal and adult brain4. In liver an isoenzy-
matic PFK-2 transition occurs during development. The
fetal enzyme has different molecular, kinetic and regu-
latory properties compared to the adult form10. In con-

1 Ambrosio, S., Ventura, F., Rosa, J.L. and Bartrons, R., Fruc-
tose 2,6-bisphosphate in hypoglycemic rat brain, J. Neurochem.,

275

Fig. 2. PFK-1 and PFK-2 activities in embryonic, neonatal and
adult (A) whole rat brains. The valúes are means ± S.E.M for 3-4
animáis, of PFK-1 (U/g) and PFK-2 (mU/g). The valúes for PFK-1
were signiñcantly higher (P < 0.001) in adult and 14-day-old ani-
mals (P < 0.05) and signiñcantly lower in embryos (P < 0.01) than
in neonates.

trast, PFK-2, recently characterized in the adult rat
brain18, remains quite constant during brain develop-
ment (Fig. 2). The fetal and adult brain enzymes seem
to be similar, since their chromatographic separation18
by a mono-Q HPLC column shows a similar profile (data
not shown). In contrast with other enzymes, such as
PFK-1 (Fig. 2), hexokinase, aldolase and lactate dehy-
drogenase9, which increase their activities after birth,
PFK-2 seems to maintain remarkably constant activity
during brain development. No isoenzymatic transition
has been described for cerebral PFK-2 during develop-
ment, whereas it is clear that fetal hepatic PFK-2 is a
different isoenzyme that is not inactivated by glucagon10.

The variations in Fru-2,6-P2 concentration before birth
could be related to the variations in substrate supply, fa-
voring glycolysis in this period and decreasing soon af-
terwards, probably as a consequence of increased lipid
metabolism and citrate accumulation. Brain PFK-2, sim-
ilarly to brain PFK-1, is very sensitive to this allosteric
inhibitor18. The remarkably constant Fra-2,6-P2 concen-
tration found in the brain during development (this pa-
per) and in different physiological and experimental con-
ditions1-18, seems to indícate that it plays an important
role in the basal activation of brain PFK-1.

This work has been supported by FISss (91/0325). We are also
indebted to C. Ortuño for his technical assistance and to Drs. J.
Gil and J.L. Rosa for their valuable suggestions.
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Bovine brain 6-pho8phofructo-2-kinase/fructoae-
2,6-bisphosphatase was purified to homogeneity and
characterized. This bifunctional enzyme is a homodi-
iner with a subunit molecular weight of 120,000,
vrbich is twice that of all other known bifunctional
enzyme isozymes. The kinase/bisphosphatase activity
ratio was 3.0. The Km valúes for fructose 6-phosphate
and ATP of the 6-phosphofructo-2-kinase were 27 and
65 mM, respectively. The Km for fructose 2,6-bisphos-
phate and the K¡ for fructose 6-phosphate for the bis-
phosphatase were 70 and 20 mM, respectively. Physio-
logic concentrations of citrate had reciprocal effects on
the enzyme’s activities, i.e. inhibiting the kinase (K¡ of
35 mM) and activating the bisphosphatase (K, of 16 uM).
Pbosphorylation of the brain enzyme was catalyzed by
the cyclic AMP-dependent protein kinase with a stoi-
chiometry of 0.9 mol of phosphate/mol of subunit and
at a rate similar to that seen with the liver isozyme. In
contrast to the liver isozyme, the kinetic properties of
the brain enzyme were unaffected by cyclic AMP-de-
pendent protein kinase pbosphorylation, and also was
not a substrate for protein kinase C. The brain isozyme
formed a labeled phosphoenzyme intermedíate and
cross-reacted with antibodies raised against the liver
isozyme. However, the KH2-terminal amino acid se-
quence of a peptide generated by cyanogen bromide
cleavage of the enzyme had no identity with any known
bifunctional enzyme sequences. These resulta indícate
that a novel isozyme, which is related to other 6-phos-
phofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase iao-
zymes, is ezpressed specifically in neural tissues.

Fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P2)‘ ¡s the most pow-
erful activator of 6-phosphofructo-l-kinase (EC 2.7.1.11)
(PFK-1), a key regulatory enzyme of giycolysis. Its synthesis
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this fact.
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Fru-6-P, fructose-6-P; PFK-1, 6-phosphofructo-l-kinase (EC
2.7.1.11); PFK-2, 6-phosphofructo-2-kinase (EC 2.7.1.105); FBPase-
2, fruct08e-2,6-bisphosphatase (EC 3.1.3.46); CAPS, 3-(cyclohexylam-
ino)-l-propanesulfonic acid; PEG, polyethyleneglycol; Hepes, 4-(2-
hydroxyethy))‘l*piperazineethanesulfonic acid; SDS-PAGE, sodium
dodecyl su(fate>polyacrylamide gel eiectrophoresis; EGTA, [ethylene*
bis(oxyethylenenitrilo)tetraacetic acid)); bp, base pair(s).

and breakdown are catalyzed by 6-phosphofructo-2-kinase
(EC 2.7.1.105) and fructose-2,6-bisphosphatase (EC 3.1.3.46),
respectively (1-3). These two activities belong to sepárate
domains of each subunit of the same homodimeric protein.
This bifunctional enzyme integrates a number of metabolic
and hormonal signáis by means of allosteric effectors and
phosphorylation/dephosphorylation processes and by its tran-
scription rate (1-9).

Several mammalian 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-
2,6-bisphosphatase (PFK-2/FBPase-2) isozymes have been
described whose expression differs depending on the tissue
(1-3, 10-14). The liver “L" and muscle “M” isozymes derive
from a 55-kilobase gene by alternative splicing from two
promoters (15). Its expression is controlled by ubiquitous and
tissue-specifíc transcription factors (16) and hormones (6-7),
the most important being glucocorticoids (5, 7). The heart
“H” type contains a COOH-terminal extensión that ineludes
a sequence that codes for a protein kinase C and cyclic AMP-
dependent protein kinase (PKA) phosphorylation sites (17).

Fru-2,6-P: is present in various types of cultivated brain
cells at a concentration similar to that in hepatocytes (18),
and it is also a positive allosteric effector of brain PFK-1 (19-
20). The bisphosphorylated metabolite increases transiently,
in parallel with fructose 1,6-bisphosphate and fructose 6-
phosphate, during early stages of ischemia (21). It also de-
creases during hypoglycemia following the fall in fructose 6-
phosphate and increases to normal levels after glucosa admin-
istration (22). In the diabetes State, Fru-2,6-P2 levels are
decreased permitting the giucose-sparing effects of ketone
bodies on brain giycolysis (23). However, all the changes in
brain Fru-2,6-P2 are quantitatively low, suggesting that in
brain tissue Fru-2,6-P2 remains remarkably constant under a
wide variety of experimental conditions, suggesting that it
plays a permissive role in cerebral giycolysis, by maintaining
PFK-1 in an active State.

As a fírat step in underetanding how brain Fru-2,6-P2 levels
are regulated, we report the isolation and characterization of
a bovine brain PFK-2/FBPase-2 isozyme which has unique
kinetic and structural properties compared to other known
mammalian isozymes, and which is probably encoded by a
heretofore undiscovered gene.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—(7-"P]ATP (3000 C^mmol) was from Amersham.
Mono-Q and Superóse 12 HR columns and Blue Sepharose were from
Pharmacia LKB Biotechnolog Inc. Enzymea and other biochemical
reagenta were purchased from either Boehringer or Sigma. Pro-Blot
tranafer membranes were from Applied Biosystems. Purified protein
kinase C from rat brain was kindly given by Dr. E. Rozengurt
(Imperial Cáncer Research Fund, London).

Enzyme Assays—PFK-2 activity was determined by a modification
of the method described by Bartrons et al. (24). Samples were íncu-
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bated at 30 ’C in 50 mM Hepes buffer (pH 7.11 containing 50 dim
KC1. 1 mM ditiothreitol. 1 mM P„ and. unless otherwise indicated. 5
mM ATP. 5 mM fructose 6-phosphate (Fru-6-P), and 17.5 mM glucose
6-phosphate.

FBPase-2 activity was measured by the releas* of MP, from (2-'1;;P)
Fru-2,6-P2 as described by Ventura et al. (231. [2-'-’P)Fru-2,6-P; was

synthesized according to El-Maghrabi et al (25).
Western Blot Analysis—Immunoblot analysis were performed es-

sentially as described by Burnette (26) with a 1:200 dilution of the
polyclonal antibody raised against rat liver PFK-2/FBPase-2 127).
Bound antibodies were detected by incubation with '•'I-labeled pro-
tein A (1-2 x 10‘ cpm/mll for 30 min and. after washing. exposed to
x-ray film.

Phosphoenzyme Assay—Phosphoenzvme autoradiograms were ob-
tained by a modification of El-Maghrabi et al. (27). Brieflv, purified
bovine brain PFK-2/FBPase-2 (0.5-2 ¿ig) was incubated at room
temperatura with 1 jiM Fru-2,6-(2-3‘P]P; (1-2 x 10" cpm/assay) in 50
mM Hepes buffer (pH 7.5), 50 mM KC1. 2 mM MgCI:, 1 mM ditioth-
reitol. The reaction was stopped after 15 s by addiiion of 2 volumes
of ice-cold 10% trichloroacetic acid. After centrifuging. the pellet was
washed with 1% HC1 in acetone and centrifuged again. The pellet
was then redissolved in 25 ni of 0.1 M NH.HCOj (pH 9.0), and the
sample was analvzed by SDS-PAGE in a 8% gel.

Phosphorylation of PFK-2/FBPase-2 by Cvclic AMP-dependent
Protein Híñase and Protein Kinase C—Brain PFK-2/FBPase-2 was

incubated for 20 min at 30 ’C with the purified catalvtic subunit of
cvclic AMP-dependent protein kinase (2 milliunits/ml) in a médium
containing 100 mM Hepes (pH 7.1), 5 mM MgCl., 1 mM ditiothreitol,
and 0.5 mM (>-3íP]ATP-Mg (1-2 x 10‘ cpm/nmol). For the protein
kinase C assay, PFK-2/FBPase-2 was incubated for 20 min at 30 *C
with protein kinase C (2 milliunits/mll in a médium containing 100
mM Hepes (pH 7.1)» 5 mM MgCl¿. 1 mM ditiothreitol. 5 mM P,. 0.5
mM |y-J2P)ATP-Mg (1 x 104 cpm/nmol). 2 mM CaCI;. 50 wg of
phosphatidylserine/ml. and 2 ¿ig of diolein/ml. After the incubation.
phosphorylated samples were subjected to SDS-PAGE. The gel was
then dried and exposed to x-ray film.

Cyanogen Brorrude Digestión and Ammo Acid Sequencing—Bloited
PFK-2/FBPase-2 was suspended in 100 ni of 70% formic acid, and
CNBr was added to a final concentration of 5 mg/ml. The tube was
flushed with nitrogen and incubated in the dark for 24 h at room
temperatura. The incubation mixture was diluted 10 times and di-
alyzed overnight against 2 mM d-mercaptoethanol. After dialysis.
digested PFK-2/FBPase-2 was subjected to SDS-PAGE in a 15%
acrylamide, 0.757c bisacrylamide gel. The gel was transferred to a
Pro-Blot membrane (Applied Biosystemsl for 45 min at 70 V in 10
mM CAPS, 10% methanol (v/v), pH 11. The blotted membrane was
stained with Coomassie Blue, and banda of interast were excised and
washed extensively with water. The amino acid sequence was deter-
mined in a liquid-phase sequencer (Applied Biosystems 470-A protein
sequencer).

Other Methods—SDS-PAGE was carried out in a 8% gels according
to the procedura of Laemmli (28). Protein was determinad by the
method of Bradford (29) using bovine serum albumin as a standard.
Protein kinase C activity was assayed with histone 1II-S as a sub-
strate. One unit of enzyme activity catalvzes the formation of 1 nmol
of product per min under the specified assay conditions.

RESULTS

Purification of 6-Phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bis-
phosphatase—Bovine brains were obtained from a local
slaughterhouse, maintained in ice, and used immediately.
Cortex from dissected brains (700 g) was trimmed away from
meninges and blood vessels and homogenized in 3 volumes of
ice-cold 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM KC1, 2 mM EGTA,
2 mM ditiothreitol, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1
mM leupeptin, 1 pM pepstatin, 0.1 mM Fru-6-P, 0.3 mM glucose
6-phosphate, and 3% (w/v) polyethylene glycol 6000 (PEG
6000). The homogenate was centrifuged at 15,000 x g for 20
min. 3% (w/v) PEG 6000 was added to the supernatant and
after 10 min it was subjected to centrifugation, and the pellet
was discarded. 15% PEG 6000 was added to the supernatant,
the pH was adjusted to 6.5 with HC1. and after standing for
10 min it was centrifuged at 15000 x g for 20 min. The pellet
(6-21% PEG 6000) was redissolved in 300 mi of ice-cold 50

mM Tris-HCl (pH 8.0), 400 mM KC1, 2 mM ditiothreitol, 0.2
mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pM leupeptin, 1 pm

pepstatin (buffer B) and clariñed by centrifugation at 15,000
x g for 15 min. The enzyme was then applied to a Blue
Sepharose CL6B column (1.8 x 35 cm) which had been
equilibrated with buffer B. The column was washed overnight
with buffer B until the eluate was free of protein (monitored
by Amo). PFK-2/FBPase-2 was eluted (5-10 mM ATP-Mg)
with a linear gradient of ATP-Mg (0-15 mM) in buffer B. The
fractions containing PFK-2 activity were pooled and ultraf-
iltered to approximately 3 mi with an Amicon concentrator
equipped with a YM-10 filter. The concentrated enzyme was
diluted 4-fold and applied to a Mono-Q column equilibrated
with 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM KC1,2 mM ditiothreitol,
0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 ííM leupeptin, 1
pepstatin, and 10% (v/v) glycerol (buffer C). After washing
with the equilibration buffer a continuous KC1 gradient (0-
300 mM) made in buffer C was applied. PFK-2/FBPase-2
eluted at 0.2 M KC1. The fractions containing the peak activity
were pooled, diluted 2-fold, and reapplied in the same column.
The enzyme eluted as a single peak with a flatter gradient
made in the same buffer (Fig. 1). The peak fractions contain-
ing the enzyme were stored frozen at —80 *C in 20% (v/v)
glycerol.

This purification method permitted the isolation of bovine
brain PFK-2/FBPase-2 with an average 10% yield. The pro-
cedure took less thart 4 days to complete and led to a 15,000-
fold purification (Table I). No other significant Fru-2,6-P2
synthesizing activifies were found during the purification
procedure. The purified fractions displayed both PFK-2 and
FBPase-2 activities indicating that the bovine brain enzyme
is bifunctional with specific activities of 90 milliunits/mg of

•e j- js

Time (m n)

Fig. 1. Elution profile from Mono-Q column and SDS-
PACE of bovine brain PFK-2/FBPase-2. PFK-2/FBPase-2 from
bovine brain was reapplied into a Mono-Q column as described under
“Results." The enzyme was eluted between 19 and 21 min. A fraction
of the peak was subjected to gel electrophoresis in an 8% acrvlamide
gels. The position of molecular mass standards is indicated by the
arrous.

Table I

Purification of PFK-2)FBPase-2 from bovine brain

Steps Protein
PFK 2
activity Esp. Act.

Purifica-
tion

Yield

mg mi' mL'/mg •fold %

Extract 25002 147 0.006 i 100
6-21% PEG 4242 82.4 0.019 3.2 56
Blue Sepharose 3.44 48.4 14.1 2345 32.9
Mono-Q 0.71 31.6 44.5 7417 21.5
Mono-Q reapplication 0.15 13.9 92.7 15450 9.5
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orotein for the kinase and 29 milliunits/mg of protein for the
bisphosphatase.

Molecular Weights—The M, of the subunit was determined
10 be 120,000 by SDS-PAGE (Figs. 1 and 2). The molecular
w-e¡ght of the native enzvme was estimated to be 225,000 by
molecular filtration on a Superóse 12 HR column in a 200
mM phosphate buffer, pH 7.0. These data are indicative of a
bomodimeric structure for the brain bifunctional enzyme.

Western Blot and Phosphoenzyme Assays of PFK-2/
yfí Pase-2 from Brain—Purified brain and liver enzymes were
subjected to Western blotting after labeling with Fru-2,6-[2-
-P]Pj (Fig. 2). The Western blot showed that anti-liver PFK-

_) 'FBPase-2 polyclonal antibodies cross-reacted with the
brain form indicating that they share some antigenic relat-
edness. In addition, brain PFK-2/FBPase-2 formed a labeled
phosphoenzyme intermedíate upon brief incubation with Fru-
■> 6-(2-3¿P]P;, suggesting that the brain bisphosphatase reac-
non involves a phosphohistidine intermedíate as does the
oiher mammalian isozymes (3).

Kinetic Properties—Several kinetic properties of bovine
brain PFK-2/FBPase-2 were determined (Table II). The Km
valúes for Fru-6-P and ATP are in the same range as those
determined for the heart and muscle isoforms (10-11, 30).
The Km valué for Fru-6-P (27 >iM) is lower than that of the
liver form (1-3). The bisphosphatase has a high Km valué for
Fru-2,6-P_> (70 pM) and also showed a high sensitivity to
noncompetitive inhibition by Fru-6-P (86(7 inhibition at 100
nM Fru-6-P). Citrate had reciprocal effects on both activities,
inhibiting kinase and activating bisphosphatase. Citrate re-

Oa SCS-SA6E western Blot P-iC'Dnoer,zyme

LivER BRAIN

Fie. 2. SDS-PAGE, Western blot, and fructose 2,6-bisphos-
phate labeling of brain PFK-2/FBPase-2. The left panel is the
Coomassie Blue stain of purified brain PFK-2/FBPase-2. The center
panel is the ¡mmunoblot oí brain and liver enzymes that were per-
lurmed as described under "Experimental Procedures." The right
panel shows SDS-PAGE electrophoresis of ’-T-labeled brain enzvme
with Fru-2.6-|2-'-P]P...

Table II

Kinetic constants of bovine brain PFK-2¡FBPase-2
PFK-2 activity was determined as described under “Experimental

Procedures" except that ATP concentration was kept at 5 mM and
Fru-6-P was varied fcr the deterrnination of X. for Fru-6-P: Fru-6-P
was kept at 5 mM and ATP varied for the deterrnination of K. for
ATP; ATP was kept at 5 mM and Fru-6-P and citrate were varied for
t he deterrnination of K, for citrate. FBPase-2 activity was determined
as described under "Experimental Procedures" except that Fru-2.6-
P; concentration was varied for the deterrnination oí the X.; Fru-2.6-
P_. and Fru-6-P concentrations were varied. and NADP, phosphoglu-
cose isomerase, and glucose-6-phosphate dehvdrogenase were omitted
for the deterrnination of X. for Fru-6-P; Fru-2.6-P_- and citrate were
varied for the deterrnination of X. for citrate.

. X- ATP Fni-6-P K citrate

PFK-2 90 mU/mg 55 pM 27 »iM 35 jjM

V'-. Km Fru-2.6-P¡ K, Fru-6-P Ke citrate

FBPase-2 29 ml'/mg 70 jiM 20 vM 16

duced the Km for Fru-2,6-Pj to 50(7 without changing the
Vn,,, valué of the bisphosphatase activity. Other known mod-
ulators of liver PFK-2/FBPase-2 such as glycerol 3-phosphate
or phospho(enol)pyruvate (1-3) (up to 5 mM each) did not

modify either kinase or bisphosphatase activitiek. ATP also
had no effect on the bisphosphatase activity.

Phosphorylation of Brain PFK-2/FBPase-2 by Cyclic AMP-
dependent Protein Kinase and Protein Kinase C—To analyze
further the nature of brain PFK-2/FBPase-2 the purified
enzyme was tested, in parallel with the liver isozyme, as a
substrate for the catalytic subunit of cyclic AMP-dependent
protein kinase and protein kinase C. These two protein
kinases have been shown to differentially phosphorylate PFK-
2/FBPase-2 isoforms (1-3, 31). As shown in Fig. 3, the cata-
lytic subunit of cyclic AMP-dependent protein kinase cata-
lyzed the phosphorylation of both the brain and liver iso-
zymes. When similar concentrations of puré bovine brain or
rat liver isozymes were incubated with the catalytic subunit
of cyclic AMP-dependent protein kinase, their phosphoryla-
tion was catalyzed at similar rates (Fig. 3). The stoichiome-
tries of phosphorylation were 0.9 mol of phosphate/mol sub-
unit for the brain enzyme and 0.8 mol of phosphate/mol of
subunit for the liver enzyme. These results indícate a ratio
cióse to 1 suggesting that brain PFK-2/FBPase-2 has a single
phosphorylation site. However, unlike the heart and testes
isozymes which are substrates for protein kinase C, the brain
enzyme was not phosphorvlated by protein kinase C (data not
shown). In agreement with our previous results (23), incuba-
tion with the catalytic subunit of cyclic AMP-dependent
protein kinase did not alter the K„ for Fru-6-P or V'm„ of
bovine brain PFK-2 at pH 7.1, whereas it did modify the
activity of the liver isozyme (23). In order to determine
whether the absence of activation could result from the fact
that the enzyme remained in a phosphorvlated form, the
enzyme was incubated with glucose, ADP-Mg. hexokinase,
and the catalytic subunit of cyclic AMP-dependent protein
kinase in order to remove phosphate specifically from the
enzyme by a reversal of the cyclic AMP-dependent protein
kinase reaction (32). However, no change in activity was
observed. It was concluded that cyclic AMP-dependent pro-
tein kinase catalyzed phosphorylation of the brain enzyme

Fie. 3. Phosphorylation of bovine brain and rat liver PFK-
2/FBPase-2 by cyclic AMP-dependent protein kinase. PFK-2/
FBPase-2 from (B) brain (0.5 nM) and (L) liver (1 «M I were incubated
in the presence of 2 milliunits/ml catalytic subunit of cyclic AMP-
dependent protein kinase as described under "Experimental Proce-
dures." Ai the indicated times, aliquots (40 «ili were removed, and the
amount of ['-’P)phosphate incorporated on bovine brain i#i or rat
liver (Ol was determined. The valúes are the means ± S.E. of three
sepárate experiments. The phosphorvlated enzymes (20 minl were
subjected to gel electrophoresis and autoradiographied.
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does not affect the activity of the enzyme.
Cyanogen Bromide Cleavage and Amino Acid Sequenang—

In order to obiain further structural information about the
nature of the enzyme we sequenced the native protein after
alkylation with 4-vinylpyridine. The resulta showed that the
NH: terminus of the protein was blocked to Edman degrada-
tion. PFK-2/FBPase-2 (5-10 Mg) was then partially digested
with CNBr after alkylation as described under “Experimental
Procedures." The cleaved peptides were subjected to SDS-
PAGE in 15% acrylamide, 0.75% bisacrylamide gels. The gels
were electroblotted and the membranes were stained with
Coomassie Blue and washed extensively with water. Three
major peptides were detected with molecular weights of
36,000, 32,000, and 22,000. The blotted 36-kDa peptide (50
pmol) was sequenced directly from the membrane with cer-
tainty to its lOth residue. The sequence was Gln-Val-Asn-
Gln-His-Leu-Lys-Gly-Glu-Tyr. This sequence has no signif-
icant homology to any of the known sequences of other
mammalian PFK-2/FBPase-2s (13, 15, 17, 33-34).

DISCUSSION

We repon here a procedure for the isolation of PFK-2/
FBPase-2 from bovine brain resulting in a 15,000-fold puri-
fication. The enzyme was puré as judged by SDS-PAGE and
both Coomassie Blue or silver staining and had an average
native molecular weight of 225,000 corresponding to an hom-
odimer of two M, 120,000 subunits. This subunit molecular
weight is approximately twice that of all known mammalian
bifunctional enzyme forms, since the liver, skeletal muscle.
and hean forms have molecular masses of 55,54, and 58 kDa,
respectivelv (1-3, 8-11. 13). The homogeneous enzyme exhib-
ited both activities, and the kinase/bisphosphatase activity
ratio remained constant through all purification steps after
the PEG fractionation (data not shown). The specific kinase
activity was 90 and 29 milliunits/mg of protein for the bis-
phosphatase. No other signifícant brain forms of PFK-2/
FBPase-2 were found during the purification procedure,
whether conex or whole brain was used as the tissue source.

Based on the above fíndings, the brain form represents a
unique isozyme but is bifunctional like all other mammalian
¡sozymes.

Different mammalian tissue-specific PFK-2/FBPase-2 iso-
zymes have been described. The liver and muscle ¡sozymes
differ only in the fírst exon, sharing the other 13 exons (15).
The heart type is encoded by another gene (35) that ineludes
12 successive exons which are similar to those of the liver/
skeletal muscle gene, but the heart gene has different exons
at ends of the gene.The novel form expressed in brain has
kinetic constants for substrates and allosteric effectors which
are similar to those of the other bifunctional enzymes, partic-
ularly those of the heart form (10, 31). It shares common
basic properties of all mammalian PFK-2/FBPase-2 such as
homodimeric structure and bifunctionality. It forms a phos-
pholabeled intermedíate when incubated with Fru-2.6-(2-3;!P]
P.., which suggests a common catalytic mechanism for the
bisphosphatase reaction (3). It also shares some common

antigenic determinants since it cross-reacts with antiserá
raised against the liver isozyme. In addition, total RNA from
brain strongly hybridized with a near-full-length cDNA probe
from liver, giving a major band of 6.8 kb and a minor one of
4 kb (23). All these properties suggest that it is a closely
related structure to the other PFK-2/FBPase-2 isozymes.
However, protein sequencing from a CNBr-derived peptide
revealed no sequence homology to any other known PFK-2/
FBPase-2. This lack of homology is not due to species differ-
enees since the bovine liver and bovine heart sequences have

recently become available (14, 17), and they show no amino
acid identity to the bovine brain CNBr sequence. In addition,
the subunit molecular weight also is about twice that of all
other mammalian PFK-2/FBPase-2s, including the form re-

cently isolated from testis which has a molecular mass of 55
kDa and whose mRNA is 2 kb in size (13). A bifunctional
enzyme from yeast, with a subunit molecular mass (93 kDa)
of about twice that of mammalian forms, was recently cloned
(36). This yeast enzyme has an analogous kinase/bisphospha-
tase domain structure to that found in the mammalian forms,
but also has an additional extensive NH>- and COOH-termi-
nal sequence which has no homology to the mammalian forms.
In addition, the active site phosphoacceptor (His-258 in the
rat liver form) is a serine in the yeast enzyme, and this form
is devoid of FBPase-2 activity (37). Recently, we have
screened a bovine brain cDNA library with a human heart
cDNA probe. A clone was isolated whose sequence revealed
that the brain isozyme is encoded by a sepárate gene, which
is different from those that encode the liver/skeletal muscle,
heart, and testis forms, and which is speciñcally expressed in
neural tissues.2 Work is in progress to define the structural
basis for the differences between the larger brain form and
the smaller mammalian forms and to ascertain whether the
120-kDa brain isozyme is evolutionarily related to the 93-kDa
yeast enzyme.

The concentration of Fru-2,6-P2 in mammalian tissues is
controlled by the relative activities of PFK-2 and FBPase-2.
The kinase/bisphosphatase activity ratio is cióse to 3 for. the
brain enzyme when both activities are determined under
conditions. However, the bisphosphatase has a very high K„
for its substrate (70 «iM) compared to that of the liver enzyme
(0.1 mM). This fact suggests that under physiological condi-
tions the high kinase/bisphosphatase ratio accounts for the
high concentration of the bisphosphorylated metabolite found
in brain (5 nmol/g) despite the low enzyme concentration (18,
21-23). In addition, the bisphosphatase would be expected to
be inhibited in vivo by the concentrations of Fru-6-P normally
found in brain (20 mM). Since Fru-6-P is also a substrate for
the kinase and its cellular concentrations are cióse to the Km
valué for PFK-2, it is reasonable to postúlate that the steady
State Fru-6-P level Controls brain Fru-2,6-P_. concentration.
An increase of Fru-6-P would result in a parallel increase of
Fru-2,6-P: by virtue of ¡ncreased kinase activity as well as
decreased bisphosphatase activity via noncompetitive product
inhibitor (Table II). In contrast, any diminution of Fru-6-P
concentration would result in lower levels of the bisphosphor-
ylated metabolite, which would decrease the net glycolytic
flux. This scenario is seen during brain ischaemia or hypogly-
cemia (21-23). These consideratíons do not apply to the other
substrate of the kinase activity, since the Km for ATP is
substantially lower than the steady State tissue concentration
of ATP (2-3 mM), so the enzyme would be fully saturated
under normal conditions. Other regulatory metabolites such
as glycerol 3-phosphate or phospho(enol)pyruvate which act
as allosteric effectors on liver PFK-2/FBPase-2 (1-31 have
no effect on the brain enzyme (23 and results not shown).
However, citrate has a reciproca! effect on both activities. Not
only does it inhibit the kinase, but it also actívales the
bisphosphatase by decreasing the Km for its substrate (2-fold
activation at 5 mM Fru-2,6-P2). Citrate, which is increased in
diabetic animáis (23, 38), may medíate the glucose sparing
effect of ketone bodies on brain glycolysis by its effeets on
PFK-1 (39) and PFK-2 (present paper). When available,
ketone body metabolism in brain increases citrate levels which

J F. Ventura. J. L. Rosa. S. Ambrosio. S. ■). Pilkis. and R. Bartrons,
manuscript in preparation.
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jnhibit directly brain PFK-1 and also decrease Fru-2,6-Pa
concentration.

Phosphorylation/dephosphorylation mechanisms that con-

trol the relative kinase/bisphosphatase activity ratio have
been demonstrated for the liver isozyxne (1-3). The brain
enzyme was phosphorylated by cAMP-dependent protein ki-
nase but, unlike the heart and testis forms, it was not phos-
phorylated by protein kinaseC (13,31). In its phosphorylation
pattern, the brain PFK-2/FBPase-2 is similar to the liver
isozyme, even though the significance of its phosphorylation
is unclear since the phosphorylated enzyme showed no

changes in kinetic properties (23). Therefore, the control of
PFK-2/FBPase-2 activities depends mainly on the changes
of substrates and allosteric modulators. In addition, no

changes in activity have been detected in several physiological
conditions (21-23). Since the brain enzyme has only a single
phosphorylation site, while its molecular weight is approxi-
mately double that of the other mammalian isozymes, it is
unlikely that the brain enzyme aróse via gene duplication. It
is possible that an additional NH:- or COOH-terminal se-
quence prevents the transmission of the phosphorylation site
signal to the kinase and bisphosphatase domains. It seems
reasonable to postúlate that the brain isozyme has evoived to
meet the metabolic exigencies of that tissue, that additional
polypeptide sequence in this form ensures regulation of brain
Fru-2,6-P. concentration by substrates and effectors of the
enzyme, and that covalent modification induced-activity
changes are inexpedient in this purely glycolvtic tissue.
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ABREVIATURES

PFK-l

FBPasa-1

PFK-2

FBPasa-2

HK

PP-1

PKA

PKC

Fru 2,6-P2
Fru 1,6-P2
Glu 1,6-P2
Rib 1,5-P2
Fru 6-P

Pi
PCr

Cr

GABA

Gli 3-P

PEG 6000

PET

S.E.M.

E-P

Amortidor A

Amortidor B

Amortidor C

6-fosfofructo 1-quinasa.
Fructosa 1,6-bisfosfatasa.
6-fosfofructo 2-quinasa.
Fructosa 2,6-bisfosfatasa.

Hexoquinasa.
Fosfoproteína fosfatasa 1.
Proteina quinasa depenent d'AMP cíclic.
Proteína quinasa C.
Fructosa 2, 6-bisfosfat.
Fructosa 1,6-bisfosfat.
Glucosa 1,6-bisfosfat.
Ribosa 1,5-bisfosfat.

Fructosa 6-fosfat.

Fosfat.

Fosfocreatina.

Creatina.

Acid y-aminobutíric.
Glicerol 3-fosfat.

Poli(etilenglicol) 6000.
Tomografia d'emissió de positrons.
Desviació standard de la mitjana.
Intermedi enzimátic fosforil.lat per incubació amb Fru 2,6-P2
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM KC1,2 mM EGTA, 2 mM
ditiotritol, 0.2 mM fluorur de fenilmetilsulfonil, lpM leupeptina,
1 pM pepstatina, 0.1 mM Fm 6-P, 0.3 mM glucosa 6-fosfat i
3% (pes/volum) PEG 6000.
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 400 mM KC1,2 mM ditiotritol,
0.2 mM fluorur de fenilmetilsulfonil, lpM leupeptina i

1 pM pepstatina.
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM KC1,2 mM ditiotritol,
0.2 mM fluorur de fenilmetilsulfonil, lpM leupeptina,1 pM
pepstatina i 10% (volum/volum) glicerol.
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